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根癌农杆菌 C hr y s对我国栽培

大豆子叶致瘤作用的研究
’

李洪泉 李红卫 王 茜 黄永芬 汪清撒

(哈尔滨师范大学 哈尔滨 1 50 0 80 )

摘 要

本文报道 了根癌农杆 菌 (A gr o ab
c t er i u m tu m e

f a
c i e, s ) C h r y s 对我国 1 0 个

大豆栽培品种子叶的致瘤效应
。

结果表明对 7 个品种的致瘤率略高于超毒菌株

A 28 1
,

对所有品种的致瘤率均高于 T 37
。

通过抽样检浏发现
,

C h r y s 所诱导产生

的冠痊瘤
,

瘤土的不定根和 子叶均含有胭脂碱
。

有 1 个品 种诱发 出崎胎瘤苗
,

并

进行 了生长浏定
。

关键词 C hr ys
; 中 国栽培大豆 ; 致瘤 ;

崎胎瘤苗

C h r y s 是生物 I 型的根癌农杆菌
,

从菊花中分离得到
,

为广寄主范围的菌株
,

它的强

毒性最初是由 eB
n n y 和 P ue p p k e

发现的闭
。

特别是对大豆的高致瘤力引起人们对它的研

究兴趣 la[ ]
。

目前大豆的外源基因转化仍是 比较困难的工作
,

利用超毒的农杆菌 iT 质粒载

体有可能提高外源基因对大豆的转化频率
。

因超毒载体比正常载体能转化更多的靶组织

细胞
,

提高 T 一 D N A 在胚和再生转基因植物配子里的存在概率 l1[ 」
。

根癌农杆菌对我国大

豆的致瘤作用研究国内已有许多报道压 z1
,

但用 C h yr s 的感染致瘤尚属首次
。

有关畸胎瘤

的研究工作国外有许多报道
,

国内也在白菜
、

甘蓝和花生上获得畸胎瘤苗 .3[
` 、

5〕
。

我们利用

超毒的根癌农杆菌得到大豆的畸胎瘤苗
。

材 料 和 方 法

一
、

菌株及培养

根癌农杆菌 月
.

l u m e

fa
c i e ,: s C h r y s ( p T I C h r y s )

、

A
.

t u m
e

fa
c i e , , s A见` z ( p T I A 2 8 1 )和

A
.

r u m e

af
c i e , : : T 3 7 ( p T i T 3 7 ) 由美国密苏里大学 P u e p p k e

教授惠赠
。

将测试菌接种在 Y E B 培养基 (每升含牛肉膏 g5
、

酵母膏 19
、

蛋白陈 59
、

蔗糖 5 9
,

M g -

.

八五国家自然科学基金资助项 目
.

岳中辉
、

丁哗参与前期部分工作
.

本文于 1 9 9 3年 , 月 6 日收到
。

T h i s p a卯
r

w a s r e e e i v e d o n

eS p
.

6 , 19 9 3
.
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很盛农杆菌 C 卜ry s 对我国栽培大豆子叶致泊作用的研究

so
` ·

7H
I

O
.

Zm M
.

p H 7
.

2)中
,

2 8℃振荡培养过夜
,

用 PBS 缓冲液稀释菌体
,

重新悬浮制

成 O D
.。 = 。

.

5 的菌悬液
,

待用
.

二
、

大豆品种

所用栽培 ( lG yc 认
亡 m a x ) 品种除吉林 8 引 自吉林省农科院外均由黑龙江省农科院提

供
。

三
、

子叶感染方法

大豆种子用清水洗净
,

70 %乙醉消毒 5 分钟
,

0
.

2%升汞消毒 3 分钟
,

无菌水清洗数

遍
,

转接水琼脂平板
,

30 ℃培育发芽
.

4 天后
,

切下子叶
,

将每片子叶纵向切成大约相等的

两份
,

仅留用没有胚的外侧一份
,

切掉两端部
,

与农杆菌共培养 10 分钟
,

用无菌吸水纸吸

干
,

接到水琼脂平板上
:

24 ℃ 12 小时光照培养
。

3 天后转接 B
。

培养基
,

12 天后观察和侧

定
。

四
、

胭脂碱测定方法

参照 日本京都大学遗传实验中心的方法进行 l2[ 〕
。

结 果 与 讨 论

一
、

根癌农杆菌的致瘤效应

利用上述方法
,

用三种根癌农杆菌分别感染 10 个品种的栽培大豆
,

结果见表 1
。

表 1 不同大豆品种子叶的致瘤效应

T
a b l

e l 阮 y b e a n v a r
i
e t a

l d if f
e r e n e e o n e

f f e e t iv e n e s s o f t u m o r f o r m a t io n o n e o t y l e o n

人人人
A

.

t u m
o

fa
c i。 , `

C h
r y sss A

.

t u ,
e

知
。百。 , , A 2 8 111 A

.

t 。 ,
。

af
o i。 , , T 3 777

接接接种数数 致瘤子叶数数 结心率率 接种数数 致 癌子叶数数 结启率率 接种数数 致启子叶数数 结启率率

合合丰 2555 2 0 777 19 888 9 5 %%% 1 1 000 9 555 8 6 %%% 10 555 8 555 8 1%%%

合合丰 2888 1 2000 10 888 9 0 %%% 8 555 7 lll 8 4 %%% 6 555 4 222 6 5写写

合合丰 2999 2 3 555 2 0 000 8 5 %%% 8 555 7 222 8 5%%% 6 555 4 lll 6 3 %%%

黑黑农 1111 4 555 4 222 9 3写写 3 555 3 000 8 6%%% 3 555 2 666 7 4 %%%

黑黑农 2666 7 000 6 888 9 7 %%% 3 555 3 000 8 6 %%% 3 555 2555 7 1 %%%

黑黑农 3333 7 000 6 888 9 7 %%% 6 000 5 222 8 7 %%% 5 000 4 lll 8 2纬纬

黑黑农 3666 9 000 8 555 9 4 %%% 4 000 3 999 9 5 %%% 5 000 4444 8 8 %%%

黑黑农 3777 8 555 8 000 9 4 %%% 8 555 7 999 9 3 %%% 4 000 2 lll 5 3 %%%

热热河 666 5 000 4 666 9 2写写 5000 2 555 5 0 %%% 4 000 1999 4 8 %%%

吉吉林 888 1 0 555 8555 8 1 %%% 8000 7 444 9 3 %%% 4 000 2 999 7 3 %%%

从表 1 可见
,

大豆子叶为易感染根癌农杆菌的植物组织
,

三种菌株均获得较高的感染

率
.

其中 C h r y s 最佳
,

略高于 A 2 81
,

T 37 较差
.

C h r y s 感染我国栽培大豆子叶后形成的瘤

多在子叶的端部
,

多数瘤上诱发出发达的不定根
、

部分不定根上有明显的瘤组织
,

见图版

I (l 一 3 )o A 2 8 1 由 p T IoB 5 4 2 转移到无质粒的 A 1 36 中人工构建而成
,

对许多种植物
,

其

中包括大豆
,

有很强的致瘤能力
,

被称为超毒菌株 0[J
,

C h r
ys 则完全是一个从自然界的分
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离的野生型菌株
,

它的强致瘤力是被 eB
n n y 和 P ue p p k e

首先证实的
〔吕」 ,

对美国栽培大豆

的强毒性也已被 P ue p p k e
实验室的 L a s z lo 所证实

。

这种强毒性很可能与它们对酚类化合

物乙酞丁香酮高度敏感有关 e[]
。

C h r y s 对我国栽培大豆同样有强致瘤力这是很有意 义的
。

因为它可以作为构建大豆基因工程载体的优良的出发菌株
。

所用的 10 个品种的受体
,

均对 C h r y s 有较高的感染率
,

其中以黑农 26
、

黑农 33 和合

丰 2 5 为最高
,

致瘤率均高于对照 A 2 81 和 T 37
。

致瘤效果以合丰 25 为最好
,

将与菌体共

培养的子叶接种在 B
S

固体培养基上
,

在不转接的情况下
,

合丰 25 的结瘤子叶在三个月内

存活率仍高达 25 %
,

子叶体积和重量均增长 4 倍
。

这可能是由于 iT 质粒上的 T 一 D N A 容

易整合到合丰 25 的染色体基因组上
,

T 一 D N A 上所编码的植物生长激 素基因得到很好

表达所致
。

二
、

胭脂碱检测

分别对 C h yr s 感染大豆的子 叶和所诱发的冠瘦瘤和 瘤上 的不定根抽样进行 微量纸

电泳检测
,

结果见 图版 I (7 一 9 )
。

从图可见
,

瘤
、

根和 子叶均含有胭脂碱
,

但含 量较低
。

C h yr s 是同时 能代谢胭脂碱和唬拍碱 ( S uc ic un
a m 口iP n 。 )的菌株

,

胭脂碱的检出
,

表明

C h r y 5 T i 质粒的 T 一 D N A 区段有可能整合到植物的核基因组中
,

并得到表达
.

三
、

崎胎致瘤苗的形成

从合丰 25 的冠痪瘤上分化出两株畸胎瘤苗
,

分别在感染后的 21 天和 28 天从冠痪瘤

上发 出一株看不到有 明显的茎
,

一片叶
,

叶柄长 0
.

c3 m
,

叶长 1
.

cZ m
,

叶宽 0
.

gc m
。

存活 14

天
,

死亡并溃烂
。

另一株分化出两条茎
,

经在 M S 培养基上多次转接
,

三个月后测量
,

苗高

2
.

sc m
,

顶端生长明显受到抑制
。

共 12 片叶
,

最大叶长 k m
,

宽 。
.

sc m
。

最小叶长 。
.

cZ m
,

宽 0
.

cI m
.

共有 8 条根
,

最大根长 8
.

sc m
.

将一条茎连同叶片切下
,

扦插在无激素的 M S 培

养基里
,

4 夭后开始生根
,

8 天观察共生根 5 条
,

最大根长 2
.

sc m 见图版 I (4 一 6)
。

畸胎瘤是细胞靠瘤的激素生长并进行形态分化而产生的
,

在一般情况下
,

畸胎瘤细胞

长成无结构的细胞团
,

但在有利于正常表型发育的情况下
,

则能通过形态的分化而形成

苗7[J
。

我们所得到的畸胎瘤苗
,

第一株具有典型的畸胎瘤苗的特征
。

第二株则发育出较为

正常的小植株
。

我们推测
,

这有两种可能
: 1

.

在器官分化过程中
,

通过机体内部的调整
,

特

别是根与茎维管束的对接
,

发育成 比较正常的植株
; 2

.

可能 由未转化细胞在瘤激素的刺激

下发育而成
。

验证工作正在进行
。

通常认为毒性高的菌株不能诱导畸胎瘤
,

因为用高毒菌株进行转化时
,

可能使畸胎瘤

的诱导 中断 7[J
.

我们的实验表明
,

高毒菌株同样可以诱发畸胎瘤苗
,

关键在于激素的协调

平衡
。

由于高毒菌株更易获得转化细胞
,

使激素得到均匀分配
,

从而有利于器官的分化
.
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a n g Q i n g y i n

(月口 br i n N~
a l U

, z
iv e sr i t夕

,

H a r b i n
,
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A b s t r a e t

S t u d y o n t u m o r 一 i n d u e e d r e a e t i o n o f 1 0 C h i n e s e s o y b e a n e u l t i v a r s in f e e t e d b y A
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t u 二
e

fa
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s 。 a r r i e d o u t
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W
e f o u n d t h a t t u m o r 一 i n d u 。 e d f r e q u e n e ie s b y C h r y s

o n 7 e u l t i v a r s w e r e h i g h e r t h a n t h a t o f s u p e r v i r u l e n t s t r a i n A 2 8 1
, t h e i n d u e t i o n f r e q u e n -

e i e s o n a l l e u l t i v a r s w e r e m u e h h i g h e r t h a n t h a t o f T 3 7
.

N o p a li n e w a s p r e s e n t i n a d v e n -

t i t o u s r o o t s a n d e o t y le d o n s o f t h e e r o w n g a l l t u m o r s i n d u e e d b y C h r y s
.

O n e e u l t i v a r w a s

ih d u e e d t o
·

fo
r m t e r a t o m a s h o o t s

.

K e y w o r ds C h r y s ; C h i n e s e s o y b e a n e u l t v a r s ; T u m o r 一 i n d u e e d ; T e r a t o m a s h o o t s

图 版 说 明

图版 I :

1
.

黑农 26 的冠痪瘤
; 2

.

黑农 33 的冠痪瘤
; 3

.

合丰 25 的冠痪瘤
;

4
.

4 和 6 崎胎瘤苗 2 号
_

; 5
.

畸胎瘤苗 1 号
; 7

.

子叶的胭脂碱检测
;

8
.

瘤的胭脂碱检测
; 9

.

根的胭脂碱检测
。

a
.

合丰 29 ; b
.

合丰 28 ; 。
.

合丰 25 ; d
.

对照
; e

.

胭脂碱
; f

.

精氨酸
。
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· · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … G e Q ia o y i n g
,

H a o N ia b i n e t a l
.

( 1 3 9 )

P h y s i o l o g i e a l一 b io e h e m i e a l e h a r a e t e r is t i e s o f t h e t h r e e g r o u p s o f s o y b e a n R h iz o b
-

ia
.

( I )
· · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … L 1 J
u n ,

G e C h e n g e t a l
.

( 1 4 5 )

M o le e u l a r v e r i f i e a t io n o f s o y b e a n f o r e i g n D N A i n t r o d u e t i o n t o i n d u e e e a r l i n e s s

t h r o u g h R A P D t e e h n i q u e
· · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … L i X i e h e n ,

L e i oB j u n e t a l
.

( 1 5 2 )

R e v i e w

T h e P r o b l e m e o u n t m e a s u r e d o f s o y b e a n f o l l o w s s o y b e a n o f f o l l o w s n e x t e r o p

in H e i l o n g ji a n g p r o v i n e e
· · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … Y a n g Q i n g k a i e t a l
.

( 1 5 7 )

S t u d y s u r v e y o f s o y a s a p o n i n i n b e a n
· · · · · · · · ·

… … J i a o L i a n q i n g
,

Y u M i n e t a l
.

( 1 6 4 )

N e w S

A n a n a l y s i s o f i s o z y m e p a t t e r n s i n p r o g e n i e s o f s o y b e a n r e e e iv e d f o r e i g n D N A … …
· · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … L u C iu h u a ,

L ie oB ju n et al
.

( 1 6 7 )

T h e s t u d y o n i n d u e e d s y n t h e s i s H S P o f s o y b e a n ( G
.

m a x ) o f d i f f e r e n t G e o g r -

a p h ie a l g r o u p s 1
. · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

… … W
a n g P i n g

,

Y i n T i a n f u e t a l
.

( 1 7 1 )


