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丰花月季体细胞无性系变异的研究 
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(东北农业大学园艺学院，哈尔滨 150030) 

摘 要：以丰花月季腋芽为外植体进行芽分化诱导，将获得无菌苗用NaN，进行化学诱变以获得变异植株，用 

ISSR分子标记进行检测。结果表明，腋芽是诱导芽分化的很好的外植体，诱导率可达 80％，分化率可达 90．6％， 

诱导分化的苗强壮；半致死剂量200 mg·L-，NaN，处理2 h可作丰花月季丛生芽的诱变处理；从遗传相似系数和聚 

类图总的结果表明，15个亲本材料间相似系数很大(0．97)，说明本次参试材料的遗传差异性小，亲缘关系近。另 

外，在相应的材料之间，仍存在一定的差异，其相似性最高的为0．99，最低的为0．87，这表明运用ISSR技术可以 

灵敏地分析亲本材料的遗传背景，在体细胞无性 系变异研究中具应用价值。 
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丰花月季 Rosa chinensis vay．floribunda)又称 

聚花月季(Floribunda FOBaS)，具有花色多 、花期 

长、枝叶繁茂、抗寒、抗旱、适应性强、管理粗 

放等特点，是切花和园林绿化的好材料，市场需 

求量大【 1。近年来组织培养技术被越来越多的用在 

丰花月季的研究和生产中，用组织培养方法可大 

大提高丰花月季的繁殖速度 ，且植株根系发达， 

生长健壮，苗木整齐，是批量繁殖生产丰花月季 

商品苗的一种好方法[21，成为丰花月季快繁的一种 

主要手段 。 

在组织培养过程中常常伴随着体细胞无性系 

变异，近年来的研究表明，体细胞无性系变异是 

植物组织培养过程中出现的普遍现象，植物组织、 

细胞培养过程普遍引起丰富的变异，一个组织培 

养周期内可产生 1％～3％的无性系变异，有时甚至 

高达90％以上，远远高于自然突变频率[3-41。对各 

种植物体细胞无性系变异株后代的分析证明，其 

绝大多数变异是可遗传的is-6]，因而植物育种家认 

为组织细胞培养过程产生的体细胞无性系变异， 

对植物品种改良和选育新品种具有重要的意义。 

本文将组织培养与化学诱变育种相结合，提 

高丰花月季体细胞无性系变异机率，并将无性系 
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变异进行 ISSR分子标记的试验 ，以期获得有益变 

异，用以选育新品种。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

材料选用的是丰花月季 Pinkl，由东北农业大 

学园林育种实验室提供。 

1．2 试验方法 

1．2．1 无菌苗的获得 

取丰花月季嫩枝用清水冲洗干净，剪成长 0．5～ 

1．0 cm的茎段，先在 70％的酒精中浸 30 s，再在 

0．1％的升汞液中浸 5～10 min，将消毒茎段用无菌 

水冲洗 5～6次后切取腋芽接种于诱导分化培养基 

上。培养基以MS为基础培养基，添加不同浓度的 

6-BA、NAA，共设 6个处理(见表 1)，每种处理 

接种 10瓶，每瓶接 4个腋芽，20 d后调查腋芽分 

化情况。当芽长至具有 5—7片小叶时，将其切成带 

1～2个叶片的茎段，转入分化培养基中进行继代增 

值。 

1．2．2 NaN3诱 变 

用蒸溜水配制 0、50、100、150、200 mg·L 

5种NaN3浓度。将丰花月季无菌苗(约0．5 cm)浸 

入 5种不同浓度 NaN 溶液中处理 0、2、4、6 h， 

处理后用无菌水漂洗 6次，接种于丛生芽诱导培养 

基 匕。 
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1．2．3 ISSR分子 标记 

采用改良的 SDS法提取丰花月季的 DNA。 

ISSR PCR 25 IxL反应体系，其中包括 10× 

buffer 2．5 L、 25 mmol MgC12 IxL、 2 mmol dNTP 2 

IxL、 酶 1 u、10 Ixmol引物2 L、模板 DNA 2 

， 剩余体积用双蒸水补充至25 。 

PCR反应程序为：92℃预变性 5 min、92℃ 

变性 60 S、58℃退火 90 S、72℃延伸 120 S、35 

个循环，最后在 72℃延伸 6 min，4℃保存。 

扩增产物在 1．5％的琼脂糖凝胶中 120 V电泳 

1 h，电泳结束后在紫外检测仪上观察并照相。每 

个样品重复2次，记录每次都出现的条带。 

根据电泳结果，将每个产物的条带状况按 0 

(无条带)和 1(有条带 )分别输入电脑 ，利用 SPSS 

10．0(Statiscal Package of Social Science)软件分析包 

计算出丰花月季遗传相似性系数，导人到 MEGA 

软件，按Neighbor Joining法建立系统分类树形图。 

2 结果与分析 

2．1 侧芽诱导分化结果 

将丰花月季的茎段接种在6种不同的培养基上， 

7 d后侧芽开始膨大，10 d左右分化芽逐渐形成幼苗 

(见表1，图1)。从侧芽分化结果可以看出，丰花月 

季茎段在所用的 6种培养上均能分化出侧芽，分化 

率为40％～80％，其中以MS+6一BA 3 mg·L +NAA 

0．5 mg·L 培养基上的分化率较高，说明6-BA浓 

度较高时易诱导侧芽分化。同时，增加适量 NAA 

有利于离体侧芽分化，但当浓度达到 1．0 mg·L一 

时则仅诱导产生大量愈伤组织，不利于侧芽的直 

接分化和生长。因此 ，适宜丰花月季茎段侧芽分 

化 的培养基为 MS+6一BA 3 mg·L～+NAA 0．1～0．5 

mg·L～。 

表 1 不同培养基诱导分化结果 

Table 1 Differentiation r~sults ofdifferent type ofmedium 

图 l 腋芽萌发 

Fig．1 Axillary bud bourgeon 

2．2 NaN3诱变结果 

不同浓度NaN，对丛生芽诱导的影响见表2。 

由表2可知，外植体未经NaN，处理的，丛生芽 

诱导率为 100％，平均每个外植体有3个芽，经50 

mg·L- NaN，处理，丛生芽诱导率仍为 100％，平均 

每个外植体3个芽。用 100、150、200 mg·L- NaN 

处理后 ，丛生芽的诱导率分别为 79．2％、63．1％、 

51．9％，平均每个外植体的芽数分别为 2、1、1 

个。结果说明，经不同浓度的NaN，处理，丰花月 

季丛生芽的诱导效果差异显著。丛生芽的诱导率随 
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着NaN 浓度的增加明显下降，外植体诱导的芽数 

也随着 NaN 浓度的增加而减少，但不同浓度间差 

异不明显。 

表 2 不同NaN 浓度对丛生芽诱导的影响 

Table 2 Effect ofdifferent concentrationof NaN3 onthe 

budinduction 

不同处理时间对丛生芽诱导的影响见表 3。 

由表 3可知，随着处理时间的增加，丰花月季 

的丛生芽诱导率和外植体平均芽个数都明显下降。 

处理 2 h，丛生芽诱导率为54．6％，外植体平均芽 

个数为 1个。处理4 h，丛生芽的诱导率为 13．5％， 

外植体平均芽个数0．6个，高于此处理时间，外植体 

全部死亡。本研究表明，200 mg·L NaN3处理 2 h 

可作丰花月季丛生芽的诱变处理。 

表 3 不同处理时间对丛生芽诱导的影响 

Table 3 Effectof differenttreatingtimeof NaN 3onthe 

bud induction 

2．3 ISSR-PCR结果 

试验所用 24个引物共扩增出 155条 DNA谱 

带 ，其 中多态性条带为 47个 ，占扩增条带 的 

30．3％，每个引物平均条带为 6．5个，FM7扩增条带 

最多，为 11条，FI84最少，为 4条扩增带。此结 

果表明，试验的15个材料中具有较高的多态性。 

从琼脂糖凝胶电泳中，得到 27种特异性带型。 

其中，引物 FI1对材料 5、10、14有特异带型；引 

物 FIIO对材料 5和 15有特异带型；引物 FI16对 

材料 5和 13有一种特异带型；引物 FI17对材料 1 

和4有特异带型；引物 FI19对材料 1和 15有特异 

带型；引物 FI27对材料 1和 5有特异带型；引物 

FI28对材料 1和 15有特异带型；引物 FI35对材料 

1和 10有特异带型；引物 FI37对材料 15有特异 

带型；引物 FI39对材料 11有特异带型；引物 FI41 

对材料 10有特异带型；引物 FI45对材料 10有特 

异带型；引物 FI46对材料 1、5、15有特异带型； 

引物 FI47对材料 4、5和 15有特异带型；引物 

FI48对材料 1有特异带型；引物 FI49对材料 1、 

5、8和 15有特异带型；引物 FI61对材料 5和 15 

有特异带型 ；引物 FI71对材料 2和 10有特异带 

型；引物FI82对材料5有特异带型；引物 FI83对 

材料 1和 5有特异带型；引物 FI84对材料 1和 15 

有特异带型。 

2．4 聚类分析 

结果见图2。由图2可见，15个亲本材料可分 

为两大类：第一大类是 15单独为一类和 1—14亲 

缘关系较远，已发生变异；第二大类5和1_4、6— 

14聚为一类，其中第二类 5和第一类关系较远， 

第一类又分为两类，1和其它的材料关系较远。亲 

缘关系远近方面，15>5>1>10>11>4>14>=3=6=7> 

3>2>9>8=12。 

O．89 O．91 o．94 0．97 1．00 

Coefficient 

图 2 15个材料的聚类分析 

Fig．2 M olecular tree of 15 materials 

2 8 9 3 7 6 4 ¨ m 5 
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由图2结果表明，l5个亲本材料间相似系数很 

大(0．97)，说明本次参试材料的遗传差异性小，亲 【3】 

缘关系近。另外，在相应的材料之间，仍存在一定 

的差异，其相似性最高的为 0．99，最低的为 0．87， 

这表明运用ISSR技术可以灵敏地分析亲本材料的遗 

传背景，在体细胞无性系变异研究中具应用价值。 

【1】 
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Abstract：Axillary buds as explants were used to conduct bud differentiation induction．Sterile young plants 

were treated with NaN3 to produce mutated plants，which were analyzed by ISSR markers．This study showed that 

axillary buds were better explant for bud differentiation induction．Its induction rate could be up to 80％ and 

differentiation rate could be up to 90．6％．Buds from differentiation were strong．Total 200 mg。L一 of half-death 

dosage of NaN3 with 2 h of treating time was confi med to be fit for chemical mutation．Genetic similarity 

coefficients and tree diagram showed that similarity coefficients between the 15 materials were great，up to 0．97， 

which showed the genetic polymorphism between the species was small and genetic relationship was close． 

However．there was alSO some differences between them．Th e highest similarity toefficient was 0．99，and the 

lowest was 0．87．ISSR markers were confirmed to be good for the analysis of genetic background，which showed a 

great value in the study of somaclonal variation． 
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