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摘 要

从致瘤农杆菌 ( A g 二乙二 t泞: 爪m 概 m叮二 i己ns ) 的 15 个菌系 中筛选出 7 个对

大豆致瘤效果较好的菌系
。

找出了大豆结瘤较好的条件
。

对野生大豆 ( lG 班 i : 。

二aj )
、

半野生大豆 ( G
。

夕二 ic 万s) 和栽培大豆 ( G
.

m ax ) 的 1 5 5 3 个基因型做

了引瘤实验
,

从中筛选出 94 个结瘤墓因型
。

从瘤组织中诱导出脱菌的愈伤组

织
。

生化鉴定证明
,

上述瘤来源的愈伤组织中有一部分含有胭脂碱
。

它们分属

于野生大豆
、

半野生大豆和栽培大豆
。

成功地实现了基因转移
。

J! J于基因工程的研究从一开始就鲜明地显示出直接为生产服务的口的
。

因此
,

近年

来植物墓因工程的研究 相当活跃
,

这和作为遗传载体 l均 T i 质粒的发现和利 用 密 切 相

关〔.10 .4 2〕
。

致瘤农杆菌的 T i 质粒进到植物组织以后
,

可使多数双子叶植物致瘤
,

在瘤

组织中形成呱基氦旅酸衍生物 ( O p i n e )
,

如章鱼硷 ( O e t o p i n 。 )
,

或胭 jJ旨险 ( N o p a -

l ien )
。

致瘤组织的生长可以不需要外源激素卿
。

这是因为 T i 质粒上的 T一 D N A 整合

到植物细胞核 D N A ,
}
“
以后

,

在植物组织中产生大量的内源激素〔8〕
。

这为筛选转化 了

的植物材料提供 了方便的实验技术
。

利用 T i 质粒作为遗传载体转移基因在检测方面 也

有方 便的地方
,

例如 T i 质粒的 T 一 D N A 上的与产生 N o p al i lle 有关的旅因活动产物一

胭脂了盗
,

可以通过纸
_

[ 电泳法准确地测出比 了〕
。

正 因为有 了这些有效的技术
,

有 人 在

若
木研究得到王金陵教授

、

张国栋付所长
,

吴和礼
、

胡台德付主任的指 寻和帮助
; 才卞红

、

卢翠华
、

李安个
、

李全国同志参加部分实验工作
,

一并致谢
。
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烟草上完成了墓因转移
,

现正试 图转移 日的基因川
。

许多人正在把这种技术用到研究主

要经济作物的改良上
,

然而还未见到较大突破
。

我们的研究正是这方面的尝试之一
。

木

研究 旨在把植物遗传工程的基本技术用在大豆的深
:

种改 良上
。

这就要求做好致瘤农杆苗

对大豆基因型致瘤作用的筛选
,

继而追踪异源甚因进到大豆基因组以后的命运
。

这种工

作一旦完成
,

就会同时解决大豆基因工不诊 }
,

的载体和受体的问题
。

我国是大豆的原产地
,

有着极其丰富的
l

导
:

种资源和野 生大豆资源
。

对这些资源进行

普遍而广泛的结瘤鉴定
,

其直接的结果是可以大大地提高品种资源的使用价仿
。

我们就

致瘤农杆菌对大豆的致瘤作用曾有过一个初报 (11 〕
。

本文将报导对 1 5 0 0 余个大豆华因型

致瘤筛选的结果和基因转移的情况
。

材 料 和 方 法

供试载体材料为致瘤农杆菌的 15 个菌系
。

其中 p T i 2 1 4
、

M
3 / 7 3

、

c 58
、

G
:

/ 7 3
、

B 3 / 7 3
、

5 4 2
、

A Z o s
、

A 4
、

2 3 3
、

K 。 / 7 3
、

K 2 7 和 B , / 7 3等 2 2 个菌系为美国华盛顿大学

E
.

W
.

N e s et r
教授所提供

,

其余 T 37
、

B 。 、

八 C H : 3 个菌系为中国科学院遗传所 3 03

组提供
。

供试受体材料为栽培大豆 9 84 个品种
,

半野生大豆 1 29 个和野生大 豆 44 0个 毖 因

型
。

致瘤农杆菌的培养
,

采用牛肉汁培养基
。

接种农杆菌后
,

放在每分钟振荡 80 次 l,I,;)

往复振荡器上培养
。

试验应用培养 2一 3天 菌液
,

用注射器直接注射大豆茎 的 幼 嫩 部

分
。

大豆瘤组织经 0
.

1 % 升汞表面消毒 10 分钟后
,

接种在无任何激素的 M S 培养 基
_

!:

诱导愈伤组织
,

对瘤组织产生的愈伤组织的生化检测采用了纸上电泳法〔1
、
了〕,

用 紫 外

荧光的方法观察并照相
。

试 验 结 果

1
.

致瘤农杆菌对大豆的致瘤作用

15 种致瘤农杆菌对栽培大豆和野生大豆的致瘤筛选实验结果列人表 1
。

表 1 中所列的试验结果表明 1 5 个致瘤农杆菌菌系对栽培大豆京黄 3 号
、

黑龙江 11

号
、

黑龙江 2G 号和新黑豆 4 个品种进行 了接种处理共 3 1 3 7 株
,

其中只有 B 3 / 73 一个菌

系处理 2 5吐株栽培 大豆获得了 4 个瘤组织
,

其结瘤率为 1
.

G % (图版 3 )
。

其它 菌系对

这 4 个品种均无反应
。

另外用致瘤农杆菌的 12 个菌系对 7 个野生大豆的华因型 (7 。一

0 6 1 9
、

7 9一 3 3 0 1
、

7 9一 3 [ 0 4
、

7 9一 4 0 0 1
、

7 9一 3 2 0 2
、

7 9一 2 1 0 1 不不1 7 9一 2 82 7 ) 进行了处

理
,

其中有 7 个农杆菌菌系能使野生大豆致瘤 (图版 1 )
,

其致瘤率在 0
.

5一 1 1
.

9 % 之

间
,

这说明 了不同菌系对野生大豆的致瘤效果是不同的
。

为了进一步证明不 i司菌种对大豆属的不同致瘤作用
,

我们又采用了 T 3 :
和 C

: 。 两个
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菌种
,

对 1 5 33 个栽培大豆
、

半野生大豆和野生大豆基因型迸行了比较实验
。

结果表明

C : 8
对大豆属三个种的致瘤能力强于 T 3了。

它们的共同特点是对半野生大豆致瘤 (图版

2 ) 能力最强
,

其次是栽培大豆
,

野生大豆的 致 瘤 能 力 较差
,

只有 0
.

38 % 和 1
.

0 4 %

(表 2 )
。

实验进一步表明不同菌种对大豆属三个种的植株致瘤能力是有差异的
。

表 竺 毛
7 、

C 5 8 两个菌种对大豆属致瘤反应

T : ,
菌 种 C 。 :

菌
实 验 材 料

按种株数 结瘤株数
}

% 接种株数 结瘤株数

栽 培 大 豆 ( G
.

m a x )

{生野生大豆 ( G
,

g r a e il i s
)

3 3

7 0

野 生 大 豆 ( G
.

s o
j

a )

1 0 3 5

8 2 0

18 2 0

种

{ 另

{
-

二竺
…

8
·

54

一

2
.

大豆属不同基因型对致瘤农杆菌的反应

现将对栽培大豆的 9 84 个品种
,

半野生大豆 1 29 个基因型和野生大豆 4钓 个墓因型

进行致瘤筛选的结果列入表 3
。

从 9 84 份栽培大豆 中
,

筛选 出能够接受致瘤农杆菌感染的 25 个基因型而致瘤的 占

2
.

54 % ; 12 9份半野生大豆中筛选 出 35 个致瘤基因型
,

结瘤的 占 27
.

1 3 % ,
从 4 40 份野

生大豆中筛选 出 34 个致瘤基因型
,

占 7
.

72 %
。

供试材料共计 1 5 5 3 份
,

从中筛选 出 94

份致瘤墓因型
,

占 6 %
。

按结瘤多少排列
,

最多的为半野生大豆
,

其次是野生大豆
,

最

少者为栽培大豆
。

表 3 所列资料表明
,

大田和盆栽平均结瘤率在大豆属的种间是有区别的
。

由于在田

间接种
、

温度
、

湿度条件不易控制
,

因而致瘤效果较差
,

墓因型结瘤率为 。 一 1
.

16 %
,

结瘤株数只有 。 一 0
.

1 9 %
。

而在较易控制温湿度的盆栽条件下接种
,

能感染致瘤农杆菌

的基因型的比例达 1 7
.

03 一 42
.

68 %
,

在半野生大豆中儿乎一半的基 因型能结瘤
。

栽 培

大豆和野生大豆也将近 2 0写 的材料产生致瘤反应
。

单株的结瘤率也由大田条件下 不 到

0
.

2 %
,

提高到 2
.

36 一 9
.

1 4 %
。

这充分表明致瘤作用除了与菌种
、

基因型有关外
,

温湿

度等环境条件也影响很大
。
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表 3 大豆的不同基因型对致瘤农杆菌的致瘤反应

大豆种类 {
栽培条件 …接种基因型数目 }

致瘤基 : ; :数 :

{
田 间

’
8了。 一 魂

接种株数 致庙株数

栽培大豆

盆 栽 1 1 4

G
·

m a x 小 计 J 9 8 4

0
.

45

1 8
.

4 2

1 1 76 0

2 0 7 0

1 3 8 3 0

0
.

0 3

4
.

05
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4一8488
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.
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2 8 2
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对大豆瘤组织的培养及异源基因转移的鉴定

我们将一批大豆致瘤组织分批进行人工培养
,

首批材料在致瘤后 20 天
,

接种到无

激素的 M S 培养基上
, 3 天后全部污染

。

这是因为在幼嫩的瘤组织中
,

致瘤农杆菌的浓

度很大造成的
,

培养没有成功
。

在以后的试验中
,

除进行严格消毒外
,

还用较老的瘤组

织接种
。

瘤组织切成有 1一 2 毫 米直径大小的组织块进行培养
。

在培养早期将来污染的

材料及时转移到新的培养基上
,

这样及时淘汰大批农杆菌污染材料
,

保存 了部分没有农

杆菌的瘤组织块
。

用这种方法我们获得了栽培大豆
、

半野生大豆和野生大豆的瘤组织的

愈伤组织 (图版 4 一 7 )
。

由于培养期间多次转移
,

培养基中没有任何激素
,

愈伤组织

生长较慢
,

结构比较紧密
,

三个月时间能长到直径 2 一 3 厘米的愈伤组织块
。

在无激素

培养基上
,

大豆组织的外植体很难产生愈伤组织
,

而瘤组织却能在无激素培养墓上产生

愈伤组织
。

这就间接地证明在这些愈伤组织中可能含有 T 一 D N A
,

并整合在基因组中
。

基因转移的确切证据需要对坐落在 T 一 D N A 上面的与章鱼硷或胭脂硷产生 有 关 的

基因活动产物做 出直接的测定
。

为此
,

我们对在无激素培养基上形成的瘤来源的愈伤组

织用纸上电泳法检测了章鱼硷和胭脂硷
。

结果表明
, 3 个种的大豆瘤来源的愈伤组织中

都存在胭脂硷 (图版 8 )
。

而对照组则没有胭脂硷
,

这就直接证实 了坐落在致瘤农杆菌

T i 质粒中的 T 一 D N A 上的与产生胭脂硷有关的基因整合在大豆基因组中并能够表 达
、

翻译成氨基酸的衍生物一胭脂硷
,

从而成功地实现了基因的转移
。

讨 论

近年来
,

在植物基因工程研究上取得 了可喜的结果
。

以烟草为典型材料的研究进展

表明
,

’

ir 质粒是一个较好的载体
。

日前人们正在把注意力从烟草转向大豆等主要经济

作物上来
,

然而尚未 见重大突破
。
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及豆基因工程的困难首先是大豆 的再生能力不强
,

其次是缺乏理想的载体
。

本研究

的 目的是为了解决这两个问题
。

从茄科植物上的成功经验来看
,

再生能力和畸胎瘤之间

有一定的相关性
。

在栽培大豆
、

半野生大豆和野生大豆的 ] 5 5 3 份 品种和品系中已经筛

选出 94 份材料
,

能被致瘤农杆菌感染而结瘤
,

其中有些是属于光滑型的瘤组织
,

它们

是潜在的畸胎瘤
。

从而提高了我国丰富的大豆种源的价值
。

在试验中我们还找到 了一种

宜结瘤率野生大豆基因型
,

在接种 A 20 8 菌种时
,

其单株结瘤率高达 50 %
。

除菌种和基

因型以外
,

也提供了结瘤的适宜条件方面的经验
。

这些结果为最终解决大豆再生能力问

题打下了良好的基础
。

木文所列事实
,

初次证明 T i 质粒在栽培大豆
、

半野生大豆及野生大豆中都可以成

为一个现实可用的基因载体
。

与产生胭脂硷有关的基因在整合到大豆基因组织后
,

在愈

伤组织多次继代培养过程是稳定的
,

从而在大豆属中成功地完成了基因转移
。
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