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芥菜真空渗入遗传转化体系适宜苗态的建成*

 

金万梅 ,巩振辉
(西北农林科技大学园艺学院 ,陕西杨陵　 712100)

摘　要: 通过 0～ 4℃低温处理芥菜种子和春秋 7个播期试验 ,研究了根癌农杆菌菌株 GV3101(携带 CaMV

CABB- BJI和 Bari- 1基因 V I)和 LBA4404(携带 GU S基因 )转化芥菜的真空渗入高效遗传转化体系的适

宜苗态建成方法。芥菜种子经 50℃温烫 10 min、 23℃浸种 2～ 6 h、催芽 20 h , 或 50℃温烫 10 min、 23℃浸种

5 h、不催芽 ,然后置 0～ 4℃低温下处理 25 d,种植大田 ,在长日照条件下易形成适宜真空渗入遗传转化苗态 ;

圆叶芥 9月 20日、 9月 30日和次年 2月 27日露地播种 ,雪里蕻 9月 30日和次年 2月 27日露地播种 ,易形

成真空渗入遗传转化的适宜植株形态。
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Forming of Optimum Plant Shape of Mustard for High Efficiency Genetic

Transformation System with Vacuum Infiltration Method

JIN Wan-mei, GON G Zhen-hui
( Col leg e of Horticul ture, Northw es t Sci-Tech Univ ersi ty of Ag ricul tu re and Fores t ry, Yangling Sh aanxi　 712100)

Abstract: By t reating the seeds of mustard (B . juncea Coss. ) at 0～ 4℃ and sowing in seven dif ferent

dates in autumn and spring , the way s to form optimum plant shape are studied fo r high ef ficiency

genetic t ransfo rmation system w ith vacuum infil t ra tion method on the GV 3101 ( carrying CaMV

CABB-B JI and Ba ri-1 gene V I ) and LBA4404 ( carrying GUS gene ) st rain of Agrobacterium

tumefaciens . Seeds at 50℃ hot wa ter being wa rmed fo r 10 min, at 23℃ soaked fo r 2～ 6 h, at 23℃

sprouted fo r 20 h or at 50℃ ho t w ater being wa rmed 10 min, a t 23℃ soaking 5 h, then a t - 4℃

t reated fo r 25 days, after tha t planted in soil are easy to fo rm optimum plant shape for vacuum

infil tration genetic t ransfo rmation during long-day light. Cv. Yuanyejie seeds being sow ed in open

field f rom 20 September to nex t year on 17 February and cv . Xuelihong , seeds being sow ed in open

field f rom 30 September to nex t years on 17 Februa ry are easy to fo rm optimum plant shape fo r

vacuum infilt ration genetic t ransfo rmation.

Key words: Mustard; Vacuum infi lt ration method; Low temperature t reatment; Sow ing date;

Genetic t ransfo rmation

　　真空渗入植株原位遗传转化方法简单、成本低廉具有高效、重复性好、且不需经过组织培养即可获

得大量转基因植株 [1, 2 ]的特点。这种方法已在多种芸薹属作物上获得成功 [3, 4 ]。芥菜遗传转化适宜苗态的

建成是建立芥菜真空渗入高效遗传转化体系的首要工作。本试验通过人工种子低温处理和不同播期试

验 ,旨在探索形成适宜真空渗入植物原位遗传转化植株形态的方法 ,为完善芥菜真空渗入遗传转化体系
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奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试材　供试根用芥菜品种“圆叶芥”和叶用芥菜品种“雪里蕻” ,均由河北邢台华丰种子公司提供。

1. 2　人工低温处理试验　浸种处理试验　 1999年 6月 11日 ,分别将雪里蕻和圆叶芥种子在 50℃下温

烫 10 min后 ,在 23℃水中分别浸种 0 h、 2 h、 4 h、 6 h , 23℃催芽 20 h,然后置 0～ 4℃低温下处理 25 d。每

5 d淘洗 1次。于 7月 6日播于大田。田间主要调查初显蕾期 ( 5%的植株现蕾 )、蕾期 ( 20%以上的植株

现蕾 )、初花期 ( 5%的植株开花 )、花期 ( 20%以上的植株开花 ) ,株高、茎粗、叶数 ,抽薹率以及打主薹 (自

顶约 5 cm处剔除 )后不同天数侧薹的发育情况等。

催芽处理试验　 1999年 6月 11日分别将雪里蕻和圆叶芥种子在 50℃下温烫 10 min,在 23℃下浸

种 5 h后 , 23℃下催芽 0 h、 15 h、 20 h、 25 h,然后置 0～ 4℃下处理 25 d。 播种与田间调查项目同浸种处

理试验。

不同低温处理时间试验　将雪里蕻和圆叶芥种子在 50℃温水中温烫 10 min, 23℃浸种 5 h后 ,在

23℃下催芽 20 h,分别置 0～ 4℃下处理 0 d、 15 d、 25 d和 35 d后播种 ,播种时间与田间调查项目同浸种

处理试验。

1. 3　春秋播期试验　 1999年 9月 1日、 9月 10日、 9月 20日及 9月 30日和 2000年 2月 17日、 2月

27日及 3月 8日分别将雪里蕻和圆叶芥播于大田。每处理播 3行 ,重复 3次。田间调查项目同浸种处理

试验。

2　结果与分析

2. 1　种子低温处理对芥菜生长及抽薹的影响

雪里蕻和圆叶芥菜种子经 50℃温烫 10 min,浸种不同时间 ,催芽 20 h,在 1～ 4℃处理 25 d的试验

表明 ,在供试的浸种时间浸种范围内 , 2个生态型的芥菜品种在不同处理下 , 其初显蕾期、 蕾期、初花

期、花期、株高、茎粗和单株叶数的差异均不显著。但和对照 (浸种 0 h)相比 ,浸种 2～ 6 h可提高抽薹率

5% ～ 10% ,其抽薹植株打去主薹后单株侧薹数第 3天抽出 1～ 2个 ,第 5天抽出 3个 ,第 7天产生次侧

薹。催芽处理试验显示:催芽时间越短 ,雪里蕻和圆叶芥的初显蕾期、蕾期、初花期和花期越早 ;催芽时间

与茎粗、株高、叶数、抽薹率、打主薹后侧薹发育情况等均无显著相关性。 在供试的浸种时间和催芽时间
表 1　不同低温处理时间对雪里蕻和圆叶芥的生长发育和抽薹率的影响

Table 1　 Effects of diff erent low temperature treatment time on growth and bolting rate of

Cv. Xuelihong and Cv. Yuanyej ie

低温处理
时间
Low

temperature
t reatment
time ( d)

生态型
Eco type

初显蕾
(日 /月 )
Early bud
s tage
(d /M )

蕾期
(日 /月 )
Bud
s tage
( d /M )

初花期
(日 /月 )
Early

flow ering
s tage
( d /M )

花期
(日 /月 )
Flowering

stag e
( d /M )

株高
Plant
h eigh t
(cm)

茎粗
Stem

diam eter
( cm)

叶数
(片 )

No. of
leaves

打主薹后单株侧薹数
No. of each plant side bol t
af ter cu tting main bol t

第 3天
(个 )
Day 3

第 5天
(个 )
Day 5

抽薹率
Bolt ing
rate
(% )

0 雪里蕻 未显 未显 未开 未开 21. 8 1. 3 6. 5 - - 0

Xuelihong No bud No bud No f low er No f low er
圆叶芥 未显 未显 未开 未开 20. 6 1. 2 6. 7 - - 0

Yuan yejie No bud No bud No f low er No f low er
15 雪里蕻 28 /8 1 /9 4 /9 9 /9 33. 5 1. 1 6. 3 1. 1 3. 0 28

Xuelihong
圆叶芥 1 /9 5 /9 10 /9 16 /9 35. 8 1. 2 6. 8 1. 1 2. 8 22

Yuan yejie
25 雪里蕻 20 /8 24 /8 25 /8 28 /8 25. 2 1. 1 6. 3 1. 2 3. 0 86

Xuelihong
圆叶芥 23 /8 27 /8 29 /8 1 /9 23. 4 1. 2 6. 2 1. 1 3. 1 82

Yuan yejie
35 雪里蕻 17 /8 18 /8 20 /8 24 /8 23. 0 1. 0 5. 8 1. 1 3. 1 83

Xuelihong
圆叶芥 20 /8 23 /8 25 /8 29 /8 24. 7 1. 0 6. 0 1. 2 3. 0 82

Yuan yejie
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范围内 ,不同处理均可以形成真空渗入遗传转化的适宜苗态。 但以雪里蕻和圆叶芥种子在 50℃温烫

10 min、浸种 2 h、 23℃催芽 20 h,或者 50℃温烫 10 min、浸种 5 h、不催芽 ,然后置 0～ 4℃下处理 25 d,再

种植大田最为简单、省时和有效。

　　表 1表明 ,低温处理时间越长 ,雪里蕻和圆叶芥的初显蕾期、蕾期、初花期和花期越早 ,抽薹率越高。

不同低温处理时间对打主薹后侧薹数的发育情况的影响差异不显著。芥菜萌动芽经 25 d和 35 d的低温

处理 ,都可以形成真空渗入高效遗传转化的适宜苗态。但经 25 d低温处理 ,植株健壮 ,叶数适中 ,是形成

适宜芥菜真空渗入遗传转化的适宜苗态。

2. 2　春秋不同播期对两种生态型芥菜生长发育和抽薹率的影响

从表 2看出 , 9月 1日、 10日、 20日、 30日播种的雪里蕻和圆叶芥在初显蕾期、蕾期、初花期、花期上

差异不显著。与 9月 20日和 9月 30日播种的比较 , 9月 1日和 9月 10日播种的雪里蕻植株高大 ,叶数

相对较少 ,在进行真空渗入遗传转化时易造成植株损伤 ,而转化率在不同秋播时期对抽薹率、侧薹数的

发育情况影响差异不显著。圆叶芥 9月 1日和 9月 10日播种 ,肉质根膨大过快 ,不易过冬 ,死苗率偏高。

以上结果表明 ,雪里蕻在 9月 30日播种 ,圆叶芥在 9月 20日至 9月 30日播种 ,均易形成真空渗入遗传

转化的适宜植株形态。 2种生态型芥菜从 2月 17日至 3月 8日播种 ,均可通过春化而抽薹 ,但不同生态

型不同播期处理的抽薹率有差异。 2种生态型芥菜在 2月 17日播种 ,抽薹率虽均达 100% ,但植株矮小

且纤弱 ,不适宜进行遗传转化。3月 8日播种 , 2种生态型芥菜的抽薹率明显偏低 ,尤其是圆叶芥 ,其抽薹

率仅为 13%。 因此 ,这一播期也不易形成适宜真空渗入遗传转化的植株形态。 2月 27日播种处理 2种

植株高度适中 ,植株健壮 ,叶数较多 ,是形成真空渗入遗传转化适宜植株形态的最佳播期。
表 2　不同播种时期对雪里蕻和圆叶芥的生长发育和抽薹率的影响

Table 2　 Effects of dif f erent sowing dates in autumn and spring on growth and bolt rate of

Cv. Xuelihong and Cv. Yuanyejie

播期
(日 /月 )
Sow ing
date

( d /M )

生态型
Eco type

初显蕾
(日 /月 )
Early
bud
s tage
(d /M )

蕾期
(日 /月 )
Bud
s tage
( d /M )

初花期
(日 /月 )
Early

flow ering
s tage
( d /M )

花期
(日 /月 )
Flowering

stag e
( d /M )

株高
Plant
h eigh t
(cm)

茎粗
Stem

diam eter
( cm)

叶数
(片 )

No. of
leaves

打主薹后单株侧薹数
No. of each plant side bol t
af ter cu tting main bol t

第 3天
(个 )
Day 3

第 5天
(个 )
Day 5

薹率
Bolt ing
rate
(% )

1 /9 雪里蕻 19 /3 26 /3 4 /4 16 /4 39. 9 1. 6 8. 1 1. 3 3. 4 100

Xuelihong

圆叶芥 8 /4 16 /4 19 /4 24 /4 28. 6 1. 2 6. 2 1. 2 3. 1 100

Yuan yejie

10 /9 雪里蕻 20 /3 27 /3 6 /4 18 /4 42. 0 1. 5 8. 2 1. 3 3. 0 100

Xuelihong

圆叶芥 5 /4 16 /4 20 /4 23 /4 27. 1 1. 1 6. 3 1. 3 3. 0 100

Yuan yejie
20 /9 雪里蕻 26 /3 2 /4 9 /4 19 /4 30. 3 1. 2 8. 4 1. 3 3. 1 100

Xuelihong
圆叶芥 6 /4 16 /4 20 /4 24 /4 24. 4 1. 1 6. 3 1. 2 3. 2 100

Yuan yejie

30 /9 雪里蕻 31 /3 5 /4 20 /4 20 /4 24. 3 1. 2 8. 4 1. 2 3. 2 100

Xuelihong

圆叶芥 5 /4 14 /4 16 /4 23 /4 20. 9 1. 0 6. 3 1. 3 3. 1 100

Yuan yejie

17 /2 雪里蕻 23 /4 27 /4 28 /4 30 /4 21. 8 0. 76 6. 2 1. 3 3. 1 100

Xuelihong
圆叶芥 24 /4 28 /4 2 /5 4 /5 21. 7 0. 82 6. 1 1. 2 2. 8 100

Yuan yejie
27 /2 雪里蕻 27 /4 29 /4 30 /4 2 /5 26. 4 0. 78 6. 1 1. 3 3. 3 100

Xuelihong

圆叶芥 30 /4 1 /5 4 /5 7 /5 27. 3 0. 89 6. 3 1. 3 2. 9 78

Yuan yejie

8 /3 雪里蕻 3 /5 6 /5 8 /5 10 /5 27. 8 0. 72 6. 1 1. 0 2. 9 95

Xuelihong

圆叶芥 13 /5 - - - 20. 3 0. 73 6. 3 0 0 13

Yuan yejie
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　　比较秋播和春播所供试的各个播期处理 , 2种生态型芥菜秋播更易形成植株健壮、叶数较多、抽薹

率高的适宜真空渗入遗传转化的理想植株形态。

3　讨 论

芥菜是一种较易通过春化的蔬菜 ,经短期低温处理 ,在长日照条件下 ,即可抽薹开花 [5 ]。但关于芥菜

真空渗入遗传转化体系适宜苗态的建成研究 ,国内外尚未见报道。 本试验表明 , 2种生态型芥菜在低温

处理下 ,萌动的种子可以通过春化 ,雪里蕻比圆叶芥更易完成春化。浸种时间对 2种生态型芥菜的生长

发育影响不显著。但不同催芽时间对 2种生态型芥菜的初显蕾期、蕾期、初花期有影响 ,这可能与催芽过

程中种子内部的生化物质代谢有关。 因此 ,芥菜种子低温处理时间是芥菜完成春化、进行抽薹开花的重

要限制因子。芥菜真空渗入遗传转化的适宜苗态是 ,经过春化且已抽薹 ,株高 20～ 30 cm ,茎粗 0. 70 cm

以上 ,叶数较多 ,植株健壮 ,剔除主薹 7 d内可产生侧薹和次生侧薹 4～ 6个。要获得这样的苗态 ,芥菜种

子经 50℃温烫 10 min、 23℃浸种 2 h、催芽 20 h,或者 50℃温烫 10 min、 23℃浸种 5 h、不催芽 ,然后置 0

～ 4℃下处理 25 d,播于大田 ;圆叶芥 9月 20日、 9月 30日和次年 2月 27日播种 ,雪里蕻 9月 30日和次

年 2月 27日播种 ,在长日照条件下 ,均易形成遗传转化的适宜苗态。
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