
收稿日期:2010-11-18
基金项目:山东省自然科学基金项目(ZR2010CM0367)

作者简介:沈晓艳(1985-),女,山东诸城人 ,在读硕士研究生 ,研究方向:植物抗逆与分子生物学。 E-mail:yuefenzhang@126.com
＊通讯作者:王增兰(1965-), 女, 山东五莲人 ,教授 ,主要从事植物耐盐分子生物学研究。 E-mail:wangzenglan666@yahoo.cn

拟南芥耐低钾突变体筛选标准的优化

沈晓艳1 ,姜翠茹2 ,王增兰﹡
(山东师范大学 山东省逆境植物研究重点实验室 ,山东 济南 250014)

摘要:为了探讨筛选耐低钾突变体的最优条件 ,比较了 5种琼脂粉(糖)及不同钾浓度的低钾培养

基对拟南芥生长的影响。结果表明:添加 Seakem LE agarose培养基的钾离子浓度为 43.07μmol/L;

钾离子浓度在 60 、80 、100 、120 、160μmol/ L 时 ,拟南芥弯根长度显著或极显著高于在 40μmo l/L

时 ,因此 ,40μmol/ L 左右可作为耐低钾突变体的筛选标准。
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Optimization of the Method fo r Screening

Arabidopsis low-K+
Tolerant M utants
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Abstract:In o rder to find the optimal condition for screening Arabidopsis mutants w ith low K
+

to lerance , the effects of dif ferent kinds of ag ars and dif fe rent concentrations o f K
+
we re compared

on roo t g row th of Arabidopsis.The resul ts showed that Seakem LE agarose containing 43.07
μmol/ L of K

+
.40 μmo l/L K

+
should be the be st choice to solidi fy K

+
-f ree MS medium fo r

screening low-K
+
tolerant mutant compared w ith o ther concentration , such as 60 ,80 ,100 ,120 ,160

μmol/L.
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　　钾是对植物生长和发育非常重要的大量元

素[ 1] ,土壤中的钾是植物钾素的主要来源[ 2] ,目前我

国土壤缺钾肥严重 ,提高农作物自身的钾营养效率

是解决作物生产中钾资源短缺的重要途径之一。拟

南芥是十字花科拟南芥属植物 ,近年来 ,拟南芥以其

个体小 、生长周期短以及基因组小等特点而成为分

子遗传学研究的模式植物[ 3] ,筛选拟南芥耐低钾突

变体 ,对于寻找对植物钾营养起重要调节作用的基

因 ,以及探讨高等植物钾营养的生理 、生化和分子生

物学调控机制具有重要的意义[ 4] 。但目前对于钾离

子浓度的控制还没有很好的方案。因此 ,以拟南芥

为试验材料 ,研究了几种琼脂粉(糖)钾离子浓度和

外加钾离子浓度对其生长的影响 ,旨在筛选拟南芥

耐低钾突变体的条件 。

1　材料和方法

1.1　试验材料

植物材料为Wassileskija生态型的拟南芥。基

本培养基为 1/2M S 培养基 ,筛选培养基为含有不

同琼脂粉(糖)的 MS低钾培养基
[ 5]
和含不同钾离子

浓度的 MS培养基 。

5种琼脂粉(糖):Agar D 、Agar B 为 Bio Basic

USA Inc生产 ,普通琼脂粉为北京奥博星生物技术

有限责任公司生产 , Seakem LE agaro se 为瑞士

Lonza E 生产 , Invi tro gen agarose为美国 invit rogen

生命技术公司生产 。

1.2　种子消毒 、播种与培养条件

拟南芥种子先用 75%乙醇消毒 1min ,再用 1%
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次氯酸钠表面消毒 15min(期间多次颠倒混匀),再

用无菌水冲洗5 ～ 6遍。播种前种子与 0.15%(m/v)

琼脂糖混和 ,然后用吸管将种子吸出 ,成行地播种于

1/2MS 培养基上;将培养皿置于 4 ℃冰箱春化2 d ,

之后转入培养室中光照培养 ,培养皿垂直放置 。待

根长至 2cm 时 ,将拟南芥幼苗转移至相应的低钾培

养基上 ,倒置培养 ,观察拟南芥根的弯曲情况 。培养

室温度(22±2)℃,光照条件:16h 光照 ,8 h 黑暗 ,光

强 110μmo l/(m2 · s)。

1.3　不同品牌琼脂粉(糖)钾离子含量的测定方法

5种不同琼脂粉或琼脂糖各称取 0.25 g 放进坩

埚中 ,在马弗炉中首先在 300℃中灰化 2 h ,然后再

500 ℃灰化 10 h ,灰分用硝酸溶解 ,加纯净水定容到

10mL ,用火焰光度计进行钾离子含量的测定 。每

个样品 3个重复 。

1.4　拟南芥根生长测定方法

将根长 2cm 的拟南芥幼苗分别转移到含有 5

种琼脂粉(糖)的低钾培养基上 ,培养基中的钾由琼

脂粉(糖)提供 。倒置培养 ,培养条件同上 。10 d之

后观察测定幼苗的弯根长度 ,比较拟南芥在不同琼

脂粉(糖)低钾培养基上的生长情况。每处理 3个重

复 ,每个重复 16株拟南芥幼苗。根据上述结果选择

合适的琼脂粉(糖)用于配制低钾培养基 , 外加

KNO 3 调节钾浓度 ,分别配成总钾离子浓度为 40 、

60 、80 、100 、120 、140 、160 、180μmo l/L 的低钾培养

基 。将根长 2 cm 的拟南芥幼苗从 1/2M S培养基转

移到含不同钾离子浓度的低钾培养基上 ,倒置培养 ,

6 d之后统计幼苗弯根长度 。每个浓度处理 3次重

复 ,每个重复 16株幼苗 。

2　结果与分析

2.1　5种琼脂粉(糖)的钾离子浓度

由表 1可以看出 ,各种琼脂糖(粉)的钾离子浓

度差别很大 ,其中 A gar B 中钾离子浓度最高 , In-

vit rogen agaro se中钾离子浓度最低。

表 1　5 种琼脂粉(糖)的钾离子浓度 μmol/ L

项目 Agar B Agar D 普通琼脂粉 Seak em LE agarose In vi t rogen agarose

K +浓度 230.77 105.98 66.77 43.07 4.27

2.2　拟南芥在含有 5种不同琼脂粉(糖)的低钾培

养基上的弯根程度

对拟南芥在 5种琼脂粉(糖)中生长进行弯根试

验。由图 1可知 ,在 Seakem LE agarose 和 Invit rogen

A-E分别为培养基中加Agar B 、Agar D 、Invit rogen agarose、S eakem

LE agarose、普通琼脂粉时拟南芥的弯根情况

图 1　拟南芥在不同琼脂粉(糖)低钾培养基上
弯根程度(处理 10d 后拍照)

agarose 中 ,根弯曲度基本不变 ,而在其他 3种琼脂

粉中 ,拟南芥根部发生了明显的弯曲 。选择 Seakem

LE agarose 进行后续试验 。

2.3　拟南芥在不同浓度钾离子的低钾培养基上的

弯根长度

随着低钾培养基中钾离子浓度的提高 ,拟南芥

根的生长速度加快 ,根的弯曲程度更加明显 。图 2 、

图 3显示 ,拟南芥在低钾培养基上生长 6 d后 ,在总

钾离子浓度为 40μmol/L 时根基本不发生弯曲 ,钾

离子含量 60μmo l/L 以上时弯根长度显著或极显著

增加 。

＊和＊＊分别表示各处理与含 40μmol/ L钾离子的处理相比

差异显著(P<0.05)和差异极显著(P<0.01)

图 2　拟南芥在不同浓度钾离子低钾培养基上的弯根长度
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A-H .拟南芥分别在 40 、60 、80 、100 、120 、140 、160 、
180μm ol/ L 的钾离子浓度的低钾培养基上的弯根程度

图 3　拟南芥在不同浓度钾离子的低钾培养基上弯根程度

3　结论与讨论

本研究中发现 , Invi t ro gen agarose 和 Seakem

LE agarose 的钾离子含量都比较低 ,可显著抑制拟

南芥根的生长。但前者价格较贵 ,不适合大量筛选

应用;后者价格合适 ,适于大量低钾培养基的配制 。

钾离子浓度太低会限制拟南芥幼苗正常生长 ,

在选定Seakem LE agarose 的条件下 ,低钾培养基中

不同钾离子浓度可用外加硝酸钾调节。Seakem LE

agarose 的本底钾离子浓度为 43.07μmol/L ,在不另

外加钾的条件下 ,根的生长即受到抑制 , 40μmo l/L

可作为耐低钾突变体的筛选浓度。本研究阐述了拟

南芥在低钾培养基上的生长条件即适合筛选的钾离

子浓度和生长情况 ,为耐低钾突变体的筛选提供了

有价值的参考。
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