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摘 要

通过农杆菌 ( A少动 ac 了̀石“ 川 ut 勿 ` f ac i“ s) 致瘤
,

从大豆属三个种的蛋白

质含量不同的 62 7 份种质资源中
,

筛选出致瘤材料 2 23 份
。

其中蛋白质含量在

43
,

00 一 45
.

52 % 的栽培大豆 ( lG 班 in 己 脚毗 ) 品种 4 份 , 蛋白质含量在 44
·

00 一

49
.

“ 写的半野生大豆 (GI 班 i : 。 g翔。
111 5) 类型 23 份

;
蛋白质含量 在 48

.

的一

51
.

7 9% 的野生大豆 ( lG犷 i彻 osj a) 类型 1 9份
。

通过组织培养
,

从瘤组织中得

到了脱菌的愈伤组织
。

生化检测表明
, 3 个种的大豆瘤来源的部分愈伤组织含

有 T一 D N A
。

并通过液体培养
,

建立了含 T一 D N A的细胞系
。

现已培养 50

多代
,

胭脂碱合成酶基因仍然稳定地整合在大豆基因组中
,

其 染色 体 数 为

Z n 二声0, 表明是含 T一 D N A 的稳定的细胞系
。

为基因转移打下了良 好 的基

础
。

T ,
质粒作为植物基因工程的载体受到了广泛的重视

,

它的载体功能是 通

过擦伤感染致瘤的过程进入植物细胞来实现的
,

因此
,

通过致瘤反应筛选出理

想的受体显得非常重要
。

我们对大豆属的致瘤反应曾作过一些报道
,

{1, 2
,

3J

为了充分利用我国大豆的丰富资源
,

选育出高蛋白品种
,

我们进行了基因转移

的高蛋白受体系统的研究
,

本文报道这些研究的初步结果
。
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、
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受体材料为不同蛋白质含量的栽培大豆 3 74 份
,

一

半野生大豆 韶 份
,

梦尹卜大 袱 1了1

份
。

玫瘤农仔菌的培养
、

接种
,

瘤组织的生化检测的方法与前文相同〔幻
。

、

含 T一 D N A 细胞系的建立
。

将来源于瘤组织 的 脱 菌愈 伤 组 织先 培养在 1玲本

G 人 l m g /拼 N A A l m g 1/ + K T Zm g 1/ 培养基上
,

软化后移 至 R 3 ( M S 十 IA A S。 创 1
一

!

加 D o
.

o m灯 1
一

卜K T Zm g l/ ) 培养基中
,

置于 80 次 /分振荡器上悬浮培养
,

培养温度 2份一

82 ℃ ,

光照 3 )阳一 s o 00 l u 二
。

采用醋酸洋红染色法
。

观察了细胞染色体数只
。

结 果

,
。

不同蛋白质含量的大夏对致瘤祥菌的反应

对蛋白质不同的野生
、

半野生
、

栽培大豆的` 27 份材料进行了致瘤实验
,

结果列人

表 1
。

从实验结果看
,

大豆属不同种对农杆菌的致瘤反应不同
。

半野生大豆的平均致瘤

率最高
,

达 89
.

。卑石, 其次是栽培大豆为 50
.

53 % ; 野生大豆最低为 3右
.

2 6%
。

从大豆蛋白质含量和农杆菌致瘤的关系来看
,

随着蛋白质含量的增高致瘤率有逐渐

表 1 不 同蛋 白质含摄的大豆对致瘤农杆菌的反应

g 接种大豆类 均蛋白质含量多 { 接种基因型
’ 致瘤墓因型 ) `
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降低的趋势
,

这在野生大豆的类型中表现得比较明显
。

通过致瘤筛选
,

从37 4份栽培大豆

况
,

种中选出蛋白质含量在妈
.

00 ~ 朽
.

5 2% 的致瘤品种 4 份 , 从82 份半野生大豆材料中选

出蛋白质含量在 4 4
.

0。一阳
.

5 5% 的致瘤材料 23 份 , 从 1 71 份野生大豆材料中筛选出 4昌
,

的

丫 51
.

79 % 的致瘤材料 19 份
。



二 4期 王连铮等 :

浦

2
、

不周致傲农杯葡对禽自质含激不降次戛的致瘤作用

来用农杆菌 C如 T。 , B汀招
, 一

乙个蔺系对蛋自质含显下喊伯众瘤实监 结果 列 人 农
么

。

从奉么看出
, C韶 对栽堪和半野生大豆的致 瘤 作 用 犷匕 , 37 ,

几/书 傲
,

其 次 是

几厅头 叭 , 致瘤作用较差
。

但在野生大草申
,

马 /终
.

表现得比 c 郭 和 ? 。 致瘤能 力

强
。

就不何菌种对蛋白质含量不筒的大豆致瘤作用而言
,

机互之间差异较大犷表现不十

分规律
。

其中 马,

73/ 约致嚼作用
,

在同一个种的材料巾随肴蛋白质含最的增高而逐渐减

弱
。

` 瘤组麟的培舞和异派舞砚转接的笨定
’

将较老的瘤组织进行严格的消毒
, 在无菌条件下切成土一拿毫米直径大小 舱组 纵

块
,

在无任何激素的培养基上进行培养
,

在堵养期间欢时淘汰污染的羹良织块
。

采用这杯方

法
,

获得了大豆属三个种的脚菌愈份组织
,

将这些瘤来波伪愈伤组织用纸上电泳法进行
了检测

。

结果表明
,

三个种的瘤来源的部分愈伤组织中分知!都今在着姗脂碱
,

而对姗组

没有腆脂碱
。

这表明农杆菌的 飞 质粒上的 T一口N A 中与产生胆脂碱有关的 基 因
,

整合到大豆基因组中并解够表达
,

`

产生 了胭脂碱
。

` 含 T一协冈A 细胞系的瀚立

在无激素培养墓上生长的脱菌愈伤组织
,
生长比较缓馒

,

结构比较紧密
。

术能直接

将愈伤组织进行液休雄养
,

需选择能使愈伤组织松散
、

软化的培养基
。

经过实验
,

采川

M s 十 G人 l 。 g八 + 付人人 1。叭+ K T Z单域1/ 的培养基
,

有利于愈伤组织的松散
。

川

表 2 不离数盛农杯菌对邃自质含惫不抖的致瘤作用
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这种培养基培养的愈伤组织
,

放在 R ,
掖体培养基上进行振荡培养 24 小时后

,

愈伤组织

墓本上都已破碎成小愈伤组织块或单细胞
。

5 天后进行分瓶培养
,

细胞生长迅速
,

未观

察到分化现象
。

采用上述方法和培养毖已将栽培大豆 的含 T一 D N A 的细胞株悬浮培养了 56 个无性

世代
。

都还保持良好的分生能力
,

胭脂碱合成酶基因仍然稳定地整合在大豆基因组中
,

其染色体数为 Z n 二 40
。

表明是含 T一 D N A 的稳定的系胞系
。
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