
第 15卷

1 9 9 6年

第 4期

1 1月

大 豆

S O Y BE A N

科 学

S C I E N C E

V o l
.

1 5 N o
.

4

卜丁 o v
.

1 9 9 6

Ri质粒介导大豆花叶病毒外壳蛋白

基因转化大豆的研究
`

徐香玲 李兴华 刘伟华 李集临

(哈尔滨师范大学 15 0 0 8 0 )

王 毅

(吉林农业大学 13 0 0 4 3 )

摘 要

本文用含有 Ri质拉的发根农杆 菌介导
,

克隆在大肠杆菌 J M 1 09 中
,

中 l可载

体质拉 P sE (具有大豆花叶病毒外壳蛋 白基因 )
,

通过三亲杂交 的 方法
,

将质粒

P sE 导入具 iR 质粒的发根农杆菌 ( p IR A 4 b) 中
,

用二元载体法转化
.

炙龙江省常见

的大豆 品种
,

合丰 2 5
,

黑农 33 等品种
。

用子叶节
,

胚轴
,

幼胚和 整株感琴转化子

菌液
,

诱导出毛状根
,

经纸电泳检浏有 25 %左右的毛状根含有冠澳碱
。

惑染的下

胚轴
,

诱导的毛状根直接形成愈伤组织
,

从愈伤组 织分化 出芽
,

幼胚培养获得不

定芽
,

叶状休和胚状体结构
,

由器官发生途径产生丛生芽
。

从下胚轴和子叶节获

得丛生芽并再生植株
,

经纸 电泳检测约 30 %再生植株含有冠瘦碱
,

P c R 和 D N A

斑点杂交检测均证明大豆花叶病毒外壳蛋 白基因
,

已 导入并整合到大豆 墓因组

中
。

关键词 iR 质粒 ; 大豆 ;转墓因植株

前
- J一

口

大豆花叶病毒病是影响大豆产量和质量的一个重要原因
。

19 29 年 iM ck inn ey 川发现植

物的交叉保护现象
,

19 8 0 年 H ar m il t on 5j[ 设想能否在植物中表达病毒的单个基因来模仿交

叉保护现象
,

现代生物技术使其成为现实
。

目前已克隆的植物病毒外壳蛋 白基因有
:

烟草
、

黄瓜
、

芜青
、

大豆花叶病外壳蛋白基因 ( T M v 一 e p
,

e M v
一 e p

,

T u M v
一 e p 和 s M v

一 e p )和马铃薯

.

本课题为黑龙江省科委资助重点攻关课题

本文于 19 9 6 年 5 月 15 日收slJ
.

T h i s , 沐 r w as r ce e iv de o n M a y l s
,

19 9 6
·
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y病毒外壳蛋白基因 (p vy
一

c P) 等多种病毒外壳蛋白基因
,

将其导入植物体内表现出一定的

抗性
。

我国施树良「’ ]和徐香玲 2j[ 用 R i 质粒介导马铃薯 y 病毒外壳蛋 白基因转化大豆
;
向

番茄导入黄瓜和烟草花叶病毒外壳蛋白基因
,

均获得转化的再生植株
。

发根农杆菌和根癌农杆菌属根瘤科的格兰 氏阳性菌
,

含有 巨大 的质粒
,

前者称为 iR

质粒 ( r o o t sn d u e in g p l a sm id )
,

感染植物体时
,

诱导产生毛状根 ( h a ir r o o t )
,

后者称为 T i 质粒

( T u m 。 : in du ic n g lP
a

sm 记 )
,

二者的结构相似
,

均有能插入植物基因组使其发生转化
,

在细胞

中稳定存在的 T 一ND
A ( rT an sf er

一

D N A )
,

T
一

D N A 由多种基因组成
,

在转化的植物细胞中有

转录和转译的功能
,

转化的再生植株可通过减数分裂稳定地
,

将 T 一 D N A 及其携带的外

源基因遗传给后代
。

所以 jR 和 iT 质粒均可做为导入外源基因的良好载体
。

本文利用具 iR 质粒的发根农杆菌 (P jR A 4 b) 为受体载体质粒 PSE (具有大豆花叶病毒

外壳蛋白基因一 s M v 一 cP )为供体
,

cE iol H B1 01 为诱动菌
,

通过三亲杂交的方法获转化子
,

用转化子菌液感染大豆品种
,

得到转化的再生植株
,

经冠瘦碱检测
,

P C R 和斑点杂交
,

证明

大豆花叶病毒外壳蛋白基因 (S M v 一 cP ) 已导入
,

为大豆抗病育种提供了新途径
。

材料与方法

1
.

材料

大豆 IPF 种合丰 2 5
、

合丰 2 8
、

东农 3 7
、

东农 4 2
、

黑农 3 2
、

黑农 3 3
、

8 6一 6 3 2
、

吉林 2 8
、

丰收

2 2等 12 个品种
,

由东北农业大学和黑龙江省农科院提供
;
发根农杆菌 (P jR A 4b) 带有链霉

素 (sm )抗性位点
,

由日本筑波大学遗传子研究中心引入
; E

·

co il H B1 01 为诱动菌
,

具有诱

动 (m ob )和转移 (t r a) 功能
,

具有卡那霉素 k( m )抗性标记本研究室提供
; 中间载体 6

.

S K b 的

质粒 PSE (带有 80 8 bP 的 SM v 一 cP 基因 )和壮观霉素 s( eP )抗性位点
,

由北京大学生物系提

供
;
转化受体 E

·

co 】iJ M 1 09 由中国农科院黑龙江畜牧研究所提供 ( 图 1
,

2 )
。

图 1 农杆碱型 iR 质粒 PR 认 b4 的图谱 图 2 含 SM v 一 cP 基因的载体质粒的图谱

F ig
.

1 A g r o P in e t y ep R i
一
Pla s m id P凡 A 4 b f u n ct i o n F ig

.

2 F ig
.

o f v e ct o r P la s m id o f SM V
一 e P ge n e

图外示功能区域

o ir :

复制起始区 ; v ir : T
一
D N A 导人植物所必需的区域
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T
L

一 D N A和 T
,

一 D N A :

导 入植物细胞并整合到植物基 因组中的区域
a gs

:

农杆碱合成酶基因 ; a参 :

农杆碱分解酶基因

t m s :

与 iT 质粒中植物激素合成酶基因同源的基因

o r i :

Or i硕n o f r e Pl ica t io n

V r i : I t 15 m u s t tha r t ar
n s f e r D N A in t o P场 n t

T L一D N A a n d T , 一 D N A : T h e r e ig o n i n ot P场 n r g e n o m e

a郎 : A gr
o P in e

sy
n th e at 咒 g e n e

a g e : A s r o Pi n e ca at bo l is m as
e g e n e

Tm s :
T i

一
P la s m id P la n t h o r m o n e s

yn the at se g e n e a n d n o m o OI g o u s g e n e

2
.

方法

( l )载体质粒 p SE 克隆在 E
·

c o l sJ M l 0 9 中 [ , ’〕 ,

从转化的 E
·

C o li J M 一0 9 中提取质粒

D N A[
’ `〕和琼脂糖电泳检测

,

证明 P sE 质粒克隆在 E
·

co i]J M 1 09 中
。

经三亲杂交
,

将质粒

PSE 导入发根农杆菌
,

经 s m 和 s ep 抗性选择培养基选 出转化子
,

用稍有改进的方法提取

转化子
、

受体菌和供体质粒 D N序
“ ]

,

经 P c R 检测
,

确认 P E S 质粒导入发根农杆菌
,

培养转

化子菌液
,

用于转化大豆的外植体
。

(2 )外植体的感染方法
:

用大豆无菌苗的子叶
、

子叶节
、

胚轴
、

整株和幼胚为外植体
。

用

注射法
、

共培养法和涂抹法进行感染
。

( 3) 毛状根的诱导
:

①胚轴注射法
:

无菌苗的胚轴切段
,

从其中一端注射转化子菌液
,

将另一端插入含有 s o o m s/ l 梭节青霉素 c( b ) 的 M s o ( M s 培养基的无机物和 B S

培养基的

有机物 )固体培养基中诱导毛状根
,

经 2 周左右将诱导的毛状根切下
,

接种在 M s o + cb 固

体培养基除菌
,

确认菌除净后
,

转入 l 2/ M S O 液体培养基以使不定根增殖
。

②子叶节注射

法
:

剪去下胚轴和子叶远轴端
,

子叶节基部注射转化子菌液
,

培养基同上
。

③整株注射
:

完

整的无菌苗
,

分别于子叶节基部
,

胚轴处注射转化子菌液
,

置于上述培养基中
。

( 4) 愈伤组织的诱导
:

①直接诱导毛状根形成愈伤组织
,

注射转化子菌液的胚轴
,

接种

于 M s o 十 c b十 l m引 I tK + 50 o m 8 l/ 2
.

4 D 固体基
,

从胚轴长出毛状根
,

继续培养形成愈伤组

织
。

②毛状根诱导愈伤组织
:

确定为转化毛状根
,

剪成小段转入 M S o + l m g 1/ B A + 0
,

05

m郎】IB A
,

诱导培养基
,

再转入分化培养基
。

③子叶诱导愈伤组织
:

切去胚轴的子叶基部注

射转化子菌液
,

接种 M s o + 5 00 m g ]/ cb 十 1
.

Zm g I/ 6 B A 培养基诱导出愈伤组织
。

④共培养

法诱导愈伤组织
:

大豆真叶切成小块与稀释的菌液共培养 10 分
、

20 分
、

40 分和 1 小时后
,

转入 M s o + 50 om g l/ cb + 1m g l/ tK + 0
.

Zm g ]/ N A A 培养基
,

形成愈伤组织
,

再转入分化培

养基
。

( 5) 直接诱导再生植株
:

①子叶节诱导丛生芽
:

萌发 5 天无菌苗
,

切去胚轴
,

在子叶节

基部多次注射转化子菌液
,

接种于 M S O + 5 00 m g ]/ 。 b + 天门冬酞胺
,

谷氨酸胺
,

尿囊酸和

尿囊素各 60 m s/ 1培养基
,

从子叶节处诱导出丛生芽
,

芽长 1 c m 左右
,

切下转入 1 / ZM S O +

50 0m g l/ 。 b 培养基生根
。

②胚轴诱导丛生芽
,

萌发 7 天的无菌苗的胚轴
,

注射转化子菌液

转入上述培养基诱导再生植株
。

③幼胚诱导再生植株
:

从田间大豆植株上取 4士 m m 幼胚

豆荚
,

无 菌条件下取 出幼 胚
,

子叶上表皮注射转 化子 菌液
,

子叶表皮朝上接种 M s o +

5 00 m g l/ 。 b + l m g 1/ N A A 培养基上
,

体细咆胚形成转入 Ms 诱导发芽
;
或者幼胚子 叶表皮

轴下
、

接种于 M S 大量元素+ 4 倍 M s 微量元素 + B S

基的微元素 + 1
.

Zm g/ IB A
,

诱导再生
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植株
。

在正个培养过程中光照 14一 16小时
,

平均光强度为 1 5 00 】ux
,

室温 26 C 左右
。

( 6) 冠瘦碱的检测
:

按 A
·

J
·

M or g an e[] 方法进行检测
,

是否在转化的植株内具有冠瘤

碱的存在
、

初步确定是否为转化植株
。

( 7 ) P C R 检测
:

从转化子菌和转化植株中
,

提取 D N A 为模板
,

人工合成特异引物 ( 由中

国科学院微生物研究所合成 ) 5
’

端特异引物序列
: c A T A T G T c A G G c A A G G A G A A G G A A

,

3 ’

端特异引物序列
: T l

、

I
,

A竹A CT G C G G T G G G c c C A T G c C
,

扩增条 件
,

预变性 9 5℃ 1 0 分
,

变性 93 ℃ 1分
,

复性 50 C 30 秒
,

延仲 7 2℃ 2 分
,

温育 72 ℃ 5 分
。

共进行 35 个循环
,

回收

P c R 产物
,

琼脂糖电泳
,

进行检测是否有 s M v 一 cP 基因导入
。

P C R 试剂盒购于北京华美生

物工程公司
。

( 8 ) D N A 斑点分子杂交的检测
:

转化的再生植株
〔’ 〕和载体质粒提取 D N A[

” 〕
,

用生物

素标记载体质粒 D N A 作探针
、

进行 D N A 斑点分子杂交〔’ 〕。

试剂盒购于北京华美生物工程

公司
。

结 果

1
.

转化子的检测
:

l( )抗菌素的筛选
:

供体菌 E
一

co ilJ M 1 0 9 (具 PSE 质粒有 S丫v 一 cP 基因
, s ep 抗性 )

,

受体

菌发根农杆菌 P jR A 4b( 具 s m 抗性 )
,

转化子菌 P IR A b4 + P SE (具 s
ep 和 sm 抗性 )

,

分别接种

具有抗菌素的培养基上
,

结果如表 l :

表 1 不同抗菌素的筛选

aT b l e 1 5泊r
ee

n in g o f d i f f e r e n t a n t i bio t id n

菌 种

S t r a i n

加入抗菌素种类

A n t i b i o r i d n v
ar j e t y

菌落生长悄况

加 e t e r i a l e o lon g gt o w l h

供体
: E

·

col iMJ 1 09

D心 n o r s
ep 十

s m

受体
:

PR认 b4

V e d P记n t s ep + sm

转化子
:
P R认 4b + p

SE

T r a n s f or m i n g ba ct 州
u m

s阵+ s m

注
: “
十

”

表示生长气
”

表示不能生长

表 1 看出
,

只有转化子菌能在
s ep + s m 抗菌素培养基上生长

,

其抗性来自供体和受

体
,

说明载体质粒 P E (S 具 S M v 一印 基因 )进入受体菌
,

确认为转化子
。

( “ )质粒 D N A 的检测
:

分别提取供体
,

受体和转化子的质粒 D N A[
” 〕 ,

琼脂糖电泳发现

仅在供体和转化子中约有 6
.

s kb 的 P sE 质粒 D N A 带 (未酶功 )
,

受体菌无此带
,

说明 P sE

质粒导入受体 P RI A 4b
,

证明是转化子菌
。

( 3 ) P CR 检测
:

分别提取供体菌
,

受体菌和转化子菌质粒 D N A
,

P c R 代检测
,

仅在供体

和转化子菌有 80 8bP 的 SM v 尸 cP 的带
,

证明在转化子中有 s M v
一

cP 基因存在
,

转化和三亲

杂交的正确性
。
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2
.

毛状根的诱导
:

( l )胚轴注射法
:

分别用 Y EB液
,

受体和转化 广菌液注射胚轴
,

后二种菌液注射部位

长出毛状根 (图 l )
,

冠瘦碱检测均为阳性
,

两者差异不显著
,

产生毛状根部位
,

数量和大豆

基因型有关
。

如表 2
,

表 2 中看到只有注射受体和转化子菌液诱导的毛状根含有冠瘦碱
,

说明 T 一 D N A 导入
,

因 T 一 D N A 带有产生冠瘦碱的基因
,

在植物体内转录
,

产生冠瘦碱
,

不含有冠瘦碱的毛状根
,

是没有 T 一 D N A 的不定根或只导入 T 一 D N A 的部分基 因序列

(只有导入 T L 一 D N A 部分可诱导产生毛状根
,

没有导入能合成冠瘦碱的 T R 一 D N A 部分 )
。

从大豆基因型看
“

绥农 8 号
”

诱导的毛状根及含有冠瘦碱的百分数均高于前者
。

表 2 不同菌液对大豆胚轴不同部位感染诱导毛状根情况

aT
b l e 2 T h e n u m be r o f 比 i r y r

oo r o f h y P o c o t y l o f d i f f e r e n t Po i n st

w e r e in d u e t团 i n d i f f e r e n t 比 e t e r i a l e u l t u r e s o lu t i o n

品种

C u 】t i v a t e d

菌 掖

I n f伙 t i o us

b a e : e ir u m

感染部位

In d u e t曰

OP l n t

注射胚轴数

N u m比 r o f

i n d u e red h y p x )o t y

生根数

N u m be
r o f

肛o w t h roo t

含冠奥碱数 含冠耍碱百分数 ( % )

N u m be r o f h a i r y R a t i o o f h a i r y

r co r a 一k a 一o id s r oo : h一k a 一o id s ( % )

Y E B

Y E B e u le u r e

S o l u t io n

生理上端
h y p 沉 o t y l t o P

生理下端
h y l加酬 Zo t y l b e lo w

叹éOé,1ùJ.

黑农 33
H e i n o n s 3 3

P R IA 4 b

6

1 10

ùb口」
` .111生理上端

h y户又 o t y l t oP
生理 下端

h y侧又 o ty l be i o w

丹rùhé,妇,1340转化子
T r a n s fo r m j n g

b a e t e ir u
m

1 l

2 4

,自,妇qé,d生理上端
h y 侧又 o t y l tOP
生理下端

h y详又 O ty l be l o 叨

230566Y F B

Y E B e u l t ur e

沁】u t i o n

生理上端
h y r洲, : o t y l toP
生理下端

hy 不x x 二o t y l be l o w

二dlód` .孟` .二

8 6一 6 3 2 P R IA 4b

生理上端
h y lx 刃 o t y l toP
生理下端

h y侧洲: ot y皿bC low

1411002524

1400217

转 化子
T r a n s f o r m i n g

b a e t e f i u m

7

1 2 7

ù
U
`1.空é勺」

019871881615Y E B

y E B e u l e u r e

扣 l u t沁 n

绥农 8 号
S u i n铭 8

P R IA 4b

2114339l2186
Oó一了,J,月转化子

T r a n s fo m i n g

b ac
t e ir u m

生理上端
h y lx义 O t y l t o P

生理下端
g y 详` o t y l 加 l o w

生理上端
h y侧义o t y l t o P

生理下端
h y】, 父 o t y l be l o w

生理上端
h y lx 又 o t y l t o P

生理 下端
h y环又 ot y l悦 l o w

生理上端
h y户又 o t y l t oP
生理下端

h y环又 o t y 1 be l o w
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) 2子叶节诱导法
:YE B液和转化子菌液感染子叶节

,

10 天左右在感染部位形成愈伤

组织
,

从愈伤组织长出毛状根
,

冠瘦碱检测
,

转化率很高 (表 3 )
,

表 3 中看出不同品种
、

诱

导毛状根数及冠瘦碱数差异不大
、

平均高于胚轴感染率
。

3 )整株注射法
:

一周后在注射部位长出根
,

不具典型的毛状根形态
,

含冠瘦碱的百分

率较低
。

用 Y E B 液注射也产生许多不定根
,

对转化根的筛选带来麻烦
,

此法不易使用
。

表 3 不同菌液对不同大豆品种子叶节诱导毛状根的数

T a b le 3 The
n u m比 r o f e o t y l e n d o n a r n

od
e for d i f f e r e n t cu l t i v a t e d

w e r e i n d u tC e d i n d if f e r e n t 比 C比 r ia l cu le u r e so lu t i o n

品种

C u l t i v 日 t e d

菌液 注射子叶节数

N u m吮 t of i n d u tC曰

co t y le n d o n a r n因
e

含有冠澳碱

从
护i宜h a ! k a l o id s

nI f e C t i o u 旧

比 e t e ir u m

生根数

N
u
m比 t o f

gr o w t h r o o t

数

n u m忱 t

合丰 25 号

H e fe n g 2 5

Y E B C u l t u r e 阳! u t i o n

转化子

T r a n s f o rm i n g b a e r e r l u m

黑农 32

H e i n o n g 32

Y E B e u 】t u r e so l u t i o 们

转化子

T a n s fo rm i n g b a e r e r i u m

东农 8 37

oD
n助 on g 8 3 7

、飞 B C u ] t u r e
so l u t i o n

转化子

T r a n s f or m i n g b a e t e r i u m

2 0 32

3 愈伤组织的诱导

1) 胚轴产生的毛状根直接形成愈伤组织
:

处理的 5 个品种
,

感染后 7一 12 天在胚轴生

理下端产生毛状根
,

15 一 30 天后毛状根全部愈伤化
,

愈伤组织疏松而光滑
,

转入分化培养

基后
,

多数愈伤组织变褐而死
,

其中 2 块愈伤组织出胚状体
,

日渐长大分化出叶和茎
。

经冠

瘦碱检测表现阳性 (表 4 )
。

表中看出不同品种中
,

经感染产生愈伤组织数和含冠瘦碱数差

异不大
, “

绥农 8号
”

出愈数略高一些
, “

东农 3了” 含冠瘦碱略高一些
。

2) 子叶感染诱导的愈伤组织
:

子叶感染后
,

10 天内在注射部形成黑点
,

逐渐变绿长大

形成愈伤组织
,

转入分化培养基未见分化
。

3) 共培养法诱导愈伤组织
:

共培养的真叶块
,

2 一 3 天后多数叶片块发黄而少数成活
,

15 天后叶片块周围形成愈伤组织
,

渐向叶片中部扩
,

愈伤组织发黄而疏松
,

转入分化培养

基
,

40 天后大部愈伤组织分化出根
,

一部愈伤组织变绿
,

没有分化出芽
,

对其进行冠瘦碱

检测 (表 5 )
,

从表 5 中看到
,

真叶诱导的愈伤组织数较高
,

但含冠瘦碱数较低
,

可能是真 叶

不易转化所致
。
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表 4 转化子菌液对不同大豆品种胚轴诱导毛状根和愈伤组织数

Tab le4 h Tn e一 mb e o rf a hi ry r
oo rn ad e a l lu s of hyP佣

ot y lof

d f if e e rn t e u le iv atd e w e re in d u et ed in r ran sf o rm in gb a et e riu m

品种
C u !t Iv at

d e

出现毛状根的天数

巴吻
f l口 I ry

D a y sP rd o ut C曰

检测愈伤组织数
N u m加 rofd et e et司

含有冠傻碱
认

护 1t ha lk a lod i s

e a l lu S

ù匕 q`
SQ

甘空 U,目q̀,白2qUJ任月,

比J,̀

RO八nÙ,00,二119妇,妇,
二

OtU
了l

丰收 2 2 F e n , h o u 2 2

黑农 3 2 决 i n o n g 3 2

黑农 3 3 H e` n o n g 3 3

绥农 8 号 s u i n叩 s

东农 3 7 on
n sn o n g 3 7

表 5 共培养法对大豆不同品种诱导愈伤组织及愈伤组织中含有冠痪碱数

T a b le 5 T h e n u m比 r o f e a l lu s a n d a l ka l o ids o f d i f f e r e n t e u l t i v a tde

w e r e i n d u e tde i n e o n fe C t i o n

品种

C u川
v a t e d

愈伤组织 %

aC Il u s %

检测愈伤组织数

N u m悦 r o f d e t e e t曰 e a 】l u s

含冠澳碱 w i: h a 一k a 一o id s

数 N u m比 r %

,ùq哎 乙CUJ工ìCUJ`胜占,自
,19é黑农 3 2 H e in o n g 3 2

吉林 8 号 J i l s。 2 5

8 6一 6 3 2

绥农 s 号 s u i n铭 s

9 0
.

4

9 1
.

4

13
.

3

10
.

0

15
.

0

八U,.l8 1
.

2

9 5
.

0

4
.

诱导再生植株

l) 感染子叶节诱 导丛生芽
,

由丛生芽再生植株
:

在子叶节部位多次注射转化子菌液
,

大约 10 ~ 12 天后
,

在注射点形成许多丛生芽
,

丛生芽逐渐长大形成再生植株
。

不同品种产

生的丛生芽数目最高达 6 个之多 (表 6 )
。

子叶节感染产生的丛生芽
,

通过器官发生途径
,

可能在子叶节部位有幼芽的原始细咆
,

经带有 T 一 D N A ( T
R一

D N A 含有激素基因 )的转化子

菌液
,

诱导幼芽原始细咆分化产生丛生芽
。 “

东农 4 2 ”

产生丛生芽中含有冠瘦碱数较高 (图

3 )
。

表 6 转化子菌液对不同品种子叶节感染丛生芽的情况

aT b l e 6 T h e n u m be r o f a d v e n t i t i o u b u d o f e o t y l e n d o n a r n
团

e o f d i f f e r e n t e u l t i v a t曰

w e r e i n d u e t ed i n t r a n s fo r m in g 比 e t e r i u m

品种

C u l t i v a t e d

菌液

In f e e t l o u s

比 e t e r i u m

注射子叶节数

N u m be r o f i n d u e ! ed

e o r y le n d o n a r n团
e

平均产生丛生芽数

A v e r a se a d v e n r i t i o u b u d o f

s i n g l e e o r y
一

Ie n d o n a r n od
e

丛生芽含有冠澳碱数

N u m b e r o f a d v e n t i t i o u

b u d w i t h a l k a lo i d s

黑农 33
H e i n on g 3 3

转化子
T r a n s fot m i n g b a e t e r i u m

3
.

1

东农 42
百) 〕 n助佣 9 4 2

转化子
T r a n s f o r m i n g b a e r e r i u m

东农 37
D心 n助 o n g 3 7

转化子
T r a n s f o r m i n g b a e t c r i u m

1
.

9

1
.

6

2 )感染下胚轴顶端诱导丛生芽与再生植株
:

在下胚轴顶端注射转化子菌液
,

经一周后
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长出许多芽点
,

20 天后芽点长成小植株
,

小植株高 4c m 以上
,

转入 l 2/ M S o 培养基中
,

一

个月左右可生根
,

形成再生植株
。

看到从下胚轴诱导的丛生芽与子叶节诱导的丛生芽时间

上大致相似
,

丛生芽的数 目前者高于后者
,

含冠瘦碱的植株数低于前者
。

后者再生的植株

多细小
、

生根频率低
,

产生丛生芽的机制可能与子叶节相同
。

3 )感染幼胚诱导再生植株
;
感染幼胚子叶于注射部 位开始发黑

,

伤 口逐渐变绿
,

形成

突起即球形体细胞胚
,

有的生根而没有形成完整植株
。

上述途径产生的丛生芽与再生植

株
,

在不同品种 中有差异和周思君图获得结果一致
。

产生的不定芽转入 M S + 6B A .O s m g ]/

+ BI A 1
.

om g l/ 十 G A
3 1m g l/ 培养基中

,

幼苗长出真叶后转入花盆
,

适宜温度
、

光照和湿度条

件
,

可开花结实获得种子 (图 2 )
。

5
.

再生植株的 cP R 检测

检测生长至小有 2个月的叶片再生植株
,

共检测 24 株 (均为子叶节和胚轴形成丛生

芽并再生植株 ) 中
,

有 3 株表现阳性
,

对照株为阴性
,

转化率为 12
.

5 % ( 图 月)
。

6
.

D N A 斑点分子杂交检测

上述 24 株的 D N A 样品
,

经斑点分子杂交
,

结果有 6 个样品表现阳性
,

P c R 检测表现

阴性的 3 个样品
,

在斑点杂交中表现阳性
,

杂交斑点清晰 (图 6 )
,

按斑点杂交检测结果的

转化率为 25 %与含有冠瘦碱的频率大致一致
。

上述检测均证明
:

大豆花叶病毒外壳蛋白基因 (S M v 一 cP )导入大豆植株
,

获得转基因
.

的大豆再生植株
。

讨 论
1

.

子叶节和下胚轴诱导丛生芽与再生植株的可能性

cu ir u st ou 8j[ 认为器官发生是多细胞的
,

获得的再生植株可能是杂合体
,

我们从子叶节

和下胚轴诱导的丛生芽和再生植株
,

有的纯合体是由单细胞发育来的
。

施树 良〔 ’〕通过子叶

节诱导的转化株
,

经 P c R 和斑点杂交检测呈阳性
,

说明器官发生途径亦可得到纯合体
。

此

法简便
,

快速和稳定
,

我们感染过下胚轴
,

真叶
,

子叶节和幼胚均得到再生植株
,

但再生能

力最强乃是子叶节到下胚轴约 s m m 的区段
,

产生植株容易长大 (从幼胚再生的植株多较

矮小 )
,

说明该法是一种行之有效的方法
。

2
.

如何提高发根农杆菌转化大豆的频率

齐藤和季等〔’ 。〕利用 jR 质粒转化大豆的频率较低
,

如何提高 iR 质粒转化大豆的频率
,

是值得探讨的间题
,

影响 iR 质粒转化大豆的因素有多种
:
1) 大豆的基因型

: R ee h[ 叼实验表

明对大豆毛状根诱导和植株的再生
,

提出转化率和大豆基因型有关
。

本文用东北大豆 10

几个品种
,

子叶
,

子叶节等 6 种外植体
,

感染外植体数达万个 以上
,

多种方法感染与培养
,

从外植体诱导的毛状根和丛生芽
,

经各种方法检测
,

证明大豆不同基因型之间有差异
,

绥

农 8 号
,

东农 33
,

东农 42 和黑农 36 等品种易感染发根农杆菌
。

2 )外植体和发育状态
:

实

验发现不同外植体对发根农杆菌感染能力有差异
。

子
.

叶节和下胚轴的转化率相对较高
;
幼

嫩组织比老的组织易转化
、

无菌苗萌发 3一 5 天为最佳时间
。

3 )加入乙酞丁香酮等酚类物

质
,

可以提高 vi
r 区的高水平表达

,

提高转化率
。

4) 感染方法
:

最成功的转化方法是共培养

法
,

外植体和发根农杆菌共培养时间不易过长或过短
,

时间过长外植体易黄化或褐化
,

过
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短降低转化率
。

共培养后的外植体须在无抗菌素培养基培养一定时问
,

再除菌利干转化
。

不同外植体
,

用于感染的菌液应稀释
,

利于提高成活率和转化率
。

5) 选择转化时间
:

大豆的

组培难度大
,

诱导率低
,

生长慢和成活低
,

北方地区四季温差大
,

春季和秋季较易成活
,

须

做好时间安排
。

3
.

再生植株的生长与培养

大豆是一种特殊植物
,

再生植株移植后正常发育困难
,

本实验获再生植株 50 株之多
,

仅存活 10 几株
.

如何改进大豆再生植株的生长发育条件
,

提高再生植株的成活率
,

正常生

长
,

发育和开花结荚
,

仍需进一步的研究
。
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图版说明

1
.

黑农 36 大豆下胚轴诱导出毛状根
。

2
.

绥农 8号大豆转化株
.

已结英
。

3
.

丛生芽的冠痪碱检测
: 。 :

农杆碱 ck
.

b :

甘露碱 ck
. c :

东农 42 子叶节产生丛生芽
.

d
:

东农 37 子叶节

产生丛生芽
. 。 :

吉林 169 下胚轴产生丛生芽
。

4
.

再生植株 P c R检测
: a :

东农 4z 产生丛生芽
.

b
:

黑农 33 产生丛生芽
。

乐 质粒 ND
A

、

P C R检测
:

转化子的质粒 D N A
CP R 阳性反应

·

6
.

D N A斑点分子杂交
: a 、

b为阳性对照
. c :

黑农 33 下胚轴产生丛生芽
.

d :

绥农 8号子叶节产生丛生

芽
.

e :

黑农 32 下胚轴产生丛生芽
。
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b
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6 D N A d o t h y b r iaz t i o n : a .

b
:

闪 s l t i v e c k
.
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