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外源 D N A导入大豆获得一不育材料
’

赵丽梅 刘德璞 孙 寰 袁 英 黄 梅

( 吉林省农业科学院大豆所 )

提 要

获得不有系的途径有许多
,

如远缘杂交
,

自然变异
,

无性 系变异等
。

本试脸以

吉林 2 0 号大豆为受休
,

米 用花粉 管通道 导入技 术
,

导入远缘材料鹰咀豆 ( ic o r

L
.

ar ie t ic e m ) 总休 D N ^
,

于 n :

代获得一 不育变异株 D 8 8 0刁一 7
,

通过对该材料雌

雄育性进行的一 系列研究
,

初 步认为
,

D 88 洲 一 7 材料为雌雄育性均不 正常
,

自交

可 结少蚤种子
,

不育性可 自交保持的不 育材料
。

关链词 大豆 ; 不育 ; 外源 D N A 导入 ; 花粉管通道

获得植物不育系的途径有许多
、

除了可以从
一

自然群体中找到外
,

亦可通过远缘杂交等

途径获得
,

这在水稻
、

,;J麦
、

高粱
、

大豆等许多作物中都有成功的先例
。

随着科学技术的发

展
,

试验手段的不断完普
,

利用组织培 养
、

原蛋质体培养
、

遗传操作等手段
,

通过植物体细

胞无性系变异获得不育系也取得了可喜的进展
。

赵成章等 :l[ 在水稻中利用原生质体培养

与辐射相结合的方法
,

获得了核质互作的水稻雄性不育系
,

并实现了三 系配套
。

李修庆等

利 用原生质体培 养获得 了林烟 草胞质雄性 不育突变体
,

并发现这一不育突变可能与线粒

体 D N A 的变异有关
。

此外
,

在王米和马铃兽的无性系中均观察到了线粒体 D N A 有变异
。

A n n a
M

.

K ol t ul lo w 等 ( ! ” 0) 匡将专门出现于花药中而且与毡绒层有关的 丁 A 一 29 基因

分离出来并将其与 B ar
n

as
e

基因和 B
a r n as e 蛋白酶抑制剂基因结合

,

形成嵌合基因
,

将它

们导入烟草和油菜获得 了不育系和恢复系
,

而未转化株则是保持系
,

这是 目前世界 卜最成

功的一例采用纯遗传操作获得的
“

三系
” 。

利用授粉后形成的花粉管通道
,

直接导入外源 D N A 来转化受精 卵前后细胞这一技

术
,

在小麦
、

水稻
、

棉花等作物 卜应用
,

均 获得了良好的育种效果
,

先后获得 了一批抗病
、

优

,

本文于 1 99刁年 9 月 一O H收到
。
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.

1 0
,
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.
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质
、

高产的品种和种质资源
,

同时也有一些关于产生不育材料的报道
,

于元杰 ( ! 99 1 )匡将

披碱草 D N A 导入小麦产生了不育株
,

万文举等 ( 199 1) [’: 将王米 D N A 导入水稻也产生了

不育株
。

然而对不育产生的机制
、

不育材料的遗传学特性没有做进一步的研究
。

我们于 19 88 年以吉林 20
一

号大豆为受体
,

试验以远缘材料做为外源 D N A 的供体
,

采

用花粉管通道 法导入
,

以期获得 不育系
,

现将研究结果报告如下
。

材料与方法

!
.

材料
:

受体为大豆品种吉林 20 号
,

供体为鹰咀豆
。

2
.

D N A 提取纯化和导人
: D N A 的提取是参照陈永强国的方法

,

稍加改进进行的
,

经

紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳测其纯度
、

浓度和分子苗
,

使其符合导入要求
。

导入是

在大豆 自花授粉 7 小时后 (
一

「午三点后 )
,

切去柱头
,

将 O N A 导入液 (浓度 30 伽盯m l) 滴在

柱头上
,

使 D N A 沿花粉管通道进入胚细胞
。

3
.

花粉粒观察
:

采用 12一 K l 染色法

4
.

花粉活力测定
:

采用花粉萌发试验
,

在 18 一 20 ℃条件下进行
。

培养基为
; ! 5 %

,

蔗搪

+ .0 05 % H B O 3 + 水
。

于
_

卜午 10 时
,

取花药将花粉粒抖入培养基中
,

丑于适宜的温度下
,

l

小时后在显微镜下观察花粉粒萌发情况
。

试验结果

一
、

不育材料的获得及各世代的表现

198 8 年以吉林 20
一

号大豆为受体
,

导入属间材料鹰咀豆总体 公N A
,

在 D ,

代获得农艺

性状的变异
,

其 D :

代出现一新的变异株 D 8 8 0 4一 7
,

株高 76 厘米
、

结荚 16 个
,

成熟时叶子

仍浓绿
,

显现出不育系所具有的某些特征
。

19 , l 年播种 l刁粒
,

成苗 5 株
,

其中三株未结

荚
,

另两株共结 12 粒种子
,

混脱
,

l , 92 年全部播种
,

成苗 6株
,

仍全部表现上代特征
,

结实

情况见表 l
。

表 一 l 。。 2 年 n 8 R o ; 一 7 单株后代结实情况

T a b le 1 P od 一 fc r ri il ty o f s un g lc D 8 8 0 4一 7 p r
叱

e ,一y p la l l t s i n 怪9 9 2

亡JI-勺̀

株号 P la川 s

0 88 0 4一 7一 l

D 88 0 4一 7一 2

D 88 0 4一 7一 3

D 88 0 4一 7一 4

0 88 0 4一 7一 5

0 8 8 0 4一 7一 6

单株结实情配 P川 ct r宜曲 y N o
.

/详 r p协 ,、 t

l 6

】6

19 9 3 年种成株行
、

由于雹灾影响
,

只收获 4 个株行共 18 株
,

结实情况见表 2
.
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表 29 19 3 年 o s a o 月一 7单株后代结实情况

Ta b le
2 Po d一 f cr tii l ry o f D 8 8 0 4一 7Po rg e ny a P l n ts i n

9 19 3

株号 P场 nt单株英教 r . No
.

/ 脚 r

u pl
n t单株粒教 。 a ri n No

.

/体 r

内 nt

Oó 7
月,八J150- 1

诬且,..亩..0 8 8 0 4一 7一 l一 l

D 8 8 0 4一 7一 l一 2

0 8 8 0 4一 7一 l一 3

0 8 8 0 4一 7一 l一 4

332392431518二8151713324O旧8 0 4一 7一 l 一5

0 88 0 4一 7一 l 一 6

旧旧名0 4一 7 一 l 一 7

0 8 8 0 4一 7 一 2一 l

〔旧吕0 4一7 一 2一 2

口旧9 0 4一7 一 2一 3

〔旧习0 4一7 一 2一 4

0 88 0 4一7 一 2一 5

0 8习0 4一7 一 2一 6

O朋 0 4一7 一 3一 I

口旧吕0 4一7 一 3一 2

0 88 0 4一 7一 6一 l

0 88 0 4一 7一 6一 2

0 88 0 4一 7一 6一 3

0 8 8 0 4一 7一 6一 4

又 9
.

8 3 1 4
。

吕7

连续四年的种植结果表明
,

所有单株均表现不育的特征
,

而且这种不育性是可以遗传

的
,

并可通过自交保持
。

二
、

I : 一 K l 染色试验

鉴于 D 8 8例一 7 所表现出的不育特征
,

我们采用 1 2一 K l 染色法观察其花粉的育性
。

在

I : 一 K l 溶液中
,

可染色的 花粉百分数很高
,

基本与对照吉林 20 号相同
,

分别为 96 %
、

9 .8 月%
,

但花粉粒的密度低
,

对四个花药的花粉粒数址进行统计
,

结果见表 3
。

表 3
8D 8 04 一 7 花粉粒染色试验 (四个花药 )

T 的拓 3 T h e ` cs t ot s t a ln i n g OP 业
n 吕 r a i一1 ( 4 a n 一b o r s ) 如一 D 88 04一 7

一下而落一
一一一可顽玩丽政厂一一一下顽画丽液矿一一

M a健e r 加肠 N o
.

of st a i刀I c b加 N o o f u朋 t倒的c d T Ot ia R以 e

〔旧8 0 4一 7 10 2 5
.

5 4 2
.

2 106 7
.

7 9 6

吉林 2 0 号 16 4一 2 6 16 7 0 9 8
.

4

从表 3 可见
,

D 8 8 0 4一 7 四个花药的花粉粒数 比其原始亲本吉林 20 号大为减少
,

只有
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它的 6 3
.

9写
。

从染色情况看
,

D 8 8洲 一 7 的花粉似乎是正常的
,

但其大小却存在显著差异
,

明显大于吉林 20 号
。

它的直径为 28
.

67 微米
,

而吉林 20
一

号为 21
.

82 微米
。

花粉粒的形状

也相 当不规则
。

正常植株的花粉粒为三个发芽孔
、

而它却有相当数童的 刁一 5 个发芽孔的

花粉粒
,

花粉粒问还有相互粘连的现象 ( 见图版 I )
。

三
、

花粉粒萌发试验

进一步对 D 8 8例 一 7 的花粉进行发芽试验
,

以观察它的花粉活力
。

吉林 20 号花粉在

培养基中萌发的迅速而 整齐一致
.

培养 l 小时后的花粉管长度是花粉粒直径的 20 一 30

倍
,

花粉萌发率为 79
.

97 %
。

而 D 8 8 04 一 7 花粉粒萌发很慢
,

且不整齐
,

花粉管长短不一
,

长

度仅为花粉粒直径的 1一 5 倍
,

萌发率仅为 8
.

01 %
,

这说 明 D 8 8 0刁一 7 花粉活力是很低的

( 见图版 t )
。

四
、

杂交试验

为对 D 8 8 0刁一 7 的雌雄育性做进一步的了解
,

19 92
,

19 93 两年进行了杂交试验
,

杂交

工作是由技术熟练的 常年杂交成功率至少在 30 % 以上的技术 人员进行
,

以 D 8 8 0月一 7 为

父本
,

以吉林 2 0 号为母本做了 37 朵花
,

均未成活
,

这说明其雄性育性的确不好
。

以 D 8 8 0 4

一 7 为母本进行两年的杂交试验结果列于表 4

表 刁 以 D 8 8 0 4一 7 为毋本的杂交试验结果

T a b le 4 T h e r cs u l t o f l ) 。 111 一l a t iU n t cs ` us
e d D 8 8 0 4一 7 as fc n l ia e

杂交年份

飞竺二

19 9 2

父本名称

N a m e 成 加 t h e r

杂交花教

N o
.

o f op 正 l一“ t e d fl o w e几

结英教

N O
.

o f 丘 r t山 t y 户xj s

成活率线

R臼 t e

19 9 3

吉林 2 0号

吉林 2 1
一

号

吉林 20 号

l 7

4 6

总什

共做了 l柏 朵花只活一荚
,

成功率为 0
.

7 %
,

这样低的成功率表明该材料的雌性育性

也不佳
。

该材料的雌雄配子为何不育
,

尚未做进一步的研究
。

讨 论

1
.

大豆导入属 问材料鹰咀豆〔ic ce
; L

.

A r i
e

ict
o m ]外源 D N A

,

产生了不育变异
,

该变异

株雌雄育性均不正常
,

但 自交可结少量种子
,

不育性可自交保持
。

该不育材料可做为进一

步遗传研究的试材
,

如它的花粉为何能被 1 2一 K l 染色
,

但又不能发芽 ? 雌雄配子都不育
,

为何自交又能结少量种子 ? 这也是下一步我们要做的工作
。

同时
,

通过对该材料的改造有

可能使其具有一定的实用价值
。

2
.

远缘杂交可以产生不育
,

在本研究中导入远缘外源 O N A 也得到了不育后代
,

并且

可以遗传
,

这说明外源 D N A 导入产生了与远缘杂交相同的效果
,

即通过此途径获得不育

材料是可行的
。
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将目的基因分离出来
,

然后导入受体
,

获得目的基因的表达
,

这在许多研究中已经获

得成功
,

例如
,

在大豆上导入抗阿特拉津的目的基因
,

已获得了抗性植株 s3[
。

如果能够找到

不育的 目的基因
,

并将其分离出来
,

然后导入受体是可 以定向转育出不育材料的
。

许多研究表明
,

植物的胞质不育基因存在于线粒体墓因中
,

在这方面我们也做了些工

作
,

提取高粱胞质不育系的线粒体 D N人
,

导入大豆
,

于 D :
代的一个株行

,

出现了不育株变

异
,

对该材料的遗传研究
,

正在进行中
。
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