
利用 Ri 质粒向栽培大豆导入马铃薯 y 病毒

外壳蛋白基因的研究简报

发根农杆菌以弓扣如
c 把j r。用 动岔昭胡c s) Ri 质粒做为基因载体的特点是

:
() 1由于 Ri 质

粒的 T 一 D N A 不影响植物的再生
,

可直接用做中间载体的受体
; ( 2 ) iR 质粒的 T 一 D N A 插

入受体细胞基因组 D N A 诱发的毛状恨
,

起源于单细胞
,

所以由毛状恨产生的再生植株是

纯合的
; ( 3) 转化的毛状根易检测与再生植株

。

因此
,

近年来利 JU iR 质粒做转基因的载体
,

向受体植物导入外源基因的研究 日益受到重视
。

大豆在我国北方由于花叶病毒的危害
,

严重影响产量 (可减产 10 一 17 % )与质量 (褐

斑粒 )
。

因此
,

大豆的抗花叶病毒育种
,

已成为当前大豆育种的重要课题
。

大豆花叶病毒是属于马铃薯 y 组病毒的一个成员
,

两者具有同源性
。

利用 iR 质粒将

马铃薯 y 病毒外壳蛋白基因导入大豆基因组 D N A
,

有可能获得抗大豆花叶病毒的植株
,

获得新抗源
,

为大豆育种开辟一条新途径
。

本实验用的表达载体为 P BC Y 一绍0 1
,

带有 N P T 五和 P v Y 一 C P 基因 (马铃薯 y 病毒外

壳蛋 白基因 )
,

是中国科学院微生物研究所构建
。

用发恨农杆菌仍召加如
c 招万二 动

夕z四朗。 )

R 10 00 ( pR IA 4 b )作为受体
,

大 J汤杆菌 H B 1 0 1 ( pR K Z O 13 ) 为诱动菌
,

进行接转移
,

将 P B e Y 一

` 01 质粒转移到发根农杆菌 p IR A b4 受体中
,

得到转移子 ( p jR A 比 + P B c Y
一

4 0 1)
。

感染的大豆品种
,

均为黑龙江省推广的对花叶病毒易感或 中抗品种
。

转移子菌液感染

大豆的外植体有胚轴
,

子叶和子叶节
;
感染方法用注射法和带有切 口的外植体与菌液共培

养法
。

经 2一 4周诱导出毛状根和丛生芽
。

毛状根经卡那毒素 (K m ) 培养基筛选和纸电泳农

杆碱检测
,

确认为转化体后
,

培养在含有按节青毒素的 M s 培养基上
,

25 ℃黑暗条件下 培

养
,

使其大量扩增
,

然后转移到无激素的 M s 琼 )nJ 培养荃上
,

在 16 小时光照条件下诱导愈

伤组织与再生植株
。

在
“

绥农 8 号
” 、 “

合丰 25 号
”

大豆的子叶与子叶节上诱导 出丛生芽和再生植株
,

经

5 00 9 / m l K m 培养基筛选和纸电泳检测
,

在再生植株的恨
,

茎
、

叶
、

顶芽处均检测到农杆碱

和甘露碱
,

证明检测的再生植株是转化体
。

对转化体的 D N A 进行检测
,

用光生物素标记马铃薯 y 病毒外壳蛋白基因作探针
,

用

斑点杂交的方法
,

与转化组织的核 D N A 杂交
,

观察到
“

绥农 8 号
”

大豆的毛状根和愈伤组

织呈阳性
,

斑点清晰
。

证明有马铃薯 y 病毒外壳蛋白基因的存在
。

再生植株转移到花盆中栽培
,

植株表现矮化
,

叶片皱缩
,

节间短
,

花期提前
,

花数减少
,

有的表现不育
,

获得少量结 1一 2 个粒的豆荚
,

上述待征为 iR 质粒 T 一 D N A 插入受体植物

基因组 D N A 出现的典型的形态待征
。

综上所述
,

利用 iR 质粒为载体向受体植物导入外源基因是可行的
。

本实验正在扩大

转化株数
,

进一步做 D N A 分子杂交检测
,

及对转化体进行遗传分析等
。
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