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利用外源DNA直接导入方法

进行大豆抗线育种研究
 

田中艳

(黑龙江省农科院盐碱地作物育种所 ,安达 151400)

摘要:提取海滩豆的总 DNA ,在适宜时间通过花粉管通道直接导入受体大豆抗线 2号 ,选育出了抗

线虫新品系安 D205-8。
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Abstract:The total DNA of “Haitandou” was extracted and introduced into the soybean “Kangxian No.2”

through pollen-tube pathway in suitable time.A new strain resisting soybean cyst nematode “AnD205-8”

was screened.
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　　大豆外源 DNA直接导入法即利用大豆花粉管

通道 ,将同物种或其它物种的总 DNA 直接导入受

体。此方法系 70年代由我国的科研工作者周光宇

先生首先提出 ,近 30年来 ,我国的科研工作者利用

此方法先后培育了一大批种质材料 ,有的还直接培

育出新品种。此方法有效的打破了远缘亲本的不亲

合性 ,拓宽了作物的变异类型 。我所在 1995年利用

此方法将海南省海滩上匍匐生长的豆科植物(以后

称海滩豆)的总 DNA 导入到大豆受体中 ,现已选育

出抗线虫大豆新品系安D205-8。外源DNA导入方

法与常规育种相比 ,基因变异表达及后代的稳定均

快于常规育种 ,缩短了育种年限。但它也有缺点 ,即

成活率较低 。外源 DNA 导入方法成活率的高低与

导入时期和方法密切相关 ,同时又与当地的温度 、湿

度等条件有关。本文就黑龙江省农业科学院盐碱地

作物育种研究所对利用外源 DNA 直接导入技术选

育抗线虫大豆品种的研究结果进行报道 ,以供参考 。

1　材料与方法
1.1　材料

海滩豆 ,抗线 2号品种。

1.2　方法

提取海滩豆的总 DNA ,通过花粉管直接导入受

体抗线 2号。

1.2.1　花的选择　由于底部的荚在后期脱落的概

率较大 ,易影响成活率 。要选择生长健壮的植株 ,选

择主茎中上部的花朵导入[ 1] 。选择花冠高出花萼

0.5 ～ 1.0 mm 、颜色鲜艳的花蕾
[ 2]
。也可选择花冠已

打开颜色鲜艳的花朵。

1.2.2　导入的具体操作　首先选择符合条件的花

蕾 ,将其下一节的花 、幼荚及同一节位上的其它不符

合条件的花 、荚去掉 。然后将其上部萼片沿水平方

向拉下 ,留下部的筒状花萼 ,再将花瓣轻轻夹掉 。此

时可见二体雄蕊的花药已高出柱头 ,并将柱头包围。

用镊子将二体雄蕊夹掉 ,柱头随之显露 。然后用左
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手姆指指甲作砧板托住柱头 ,用食指勾住茎的相应

部位 ,右手拿刀片(此刀片要求锋利 、薄 ,在顶端延与

刀刃成 30°角剪下),延与弯曲的柱头成 45°角左右

切除 1/3 ～ 1/2 柱头。在标签上注明供体名称及导

入的花数 、节数和时间 ,将标签挂在导入花蕾的下一

节位上 。如果一株上有多个节位上的花符合标准 ,

也可同时导入 ,在标签上要同时注明导入的节数及

每节的花数 ,这样可减少挂标签 、写标签的工作量 ,

也便于以后的管理 。最后将 DNA 提取液滴于柱头

上 ,液滴不可过大 ,如超过花萼的承受能力 ,液滴就

会流下来 ,形成水流的通道 ,遇到这种情况 ,可过一

段时间 ,待干后再滴 。

1.2.3　田间管理　良好的田间管理也可有效的提

高导入成活率。干旱提高大豆的落花落荚比率 ,因

此应视土壤墒情适时灌水 。我们于 1997年开始 ,对

导入的花于晚 4:00以后或次日早晨用邻近的豆叶

将其包住 ,再用牙签别上 ,这样给导入花蕾形成一个

小环境 ,可对暴露柱头的损伤降低到最小 。3 日后

打开 ,以后每隔 7 d检查一次 ,检查成活情况及去掉

新长出的花芽 ,以免收获时混杂 。

1.2.4　抗线虫鉴定　导入后代稳定后 ,在线虫病圃

鉴定其抗病性 。我国通用的抗病等级标准:根上胞

囊数为 0个 ,抗病等级为免疫;根上胞囊数为 0.1 ～

3.0个 ,抗病等级为高抗;根上胞囊数为 3.1 ～ 10个 ,

抗病等级为中抗;根上胞囊数为 10.1 ～ 30 个为中

感;根上胞囊数为 30个以上为高感 。

2　结果与分析
2.1　大豆新品系安 D205-8与受体差异比较

1995年我所与黑龙江省农业科学院生物中心

合作 ,将海滩豆的总 DNA导入到抗线 2号大豆中 ,

D0代得到 10粒种子 ,在 D1 代时有 8株荚的宽度比

抗线 2号宽 ,而且子粒粒径大于抗线 2号。后代经

系谱法选择结合病圃鉴定 ,选育出了抗线虫新品系

安 D205-8。从表1中可见 ,安 D205-8与抗线 2号

(受体)在花色 、叶形 、茸毛 、结荚习性 、粒色 、脐色 、粒

形 、抗病虫上没有变异 ,而在百粒重上有很大变化 ,

比抗线 2号增加了 25.9%;D205-8蛋白质 、脂肪含

量与抗线2号(受体)基本一致 ,没有受到海滩
表 1　海滩豆 、抗线 2号 、安 D205-8有关性状比较

性状 海滩豆(供体) 抗线 2号(受体)安 D205-8(导入后代) 性状 海滩豆(供体) 抗线 2号(受体)安 D205-8(导入后代)

百粒重(g) 43.2 17.8 22.4 结荚习性 无限 无限 无限

蛋白质(%) 27.82 38 38.30 粒色 黑褐色 黄色 黄色

脂 肪(%) 0.76 20.54 20.96 粒形 椭圆 圆 圆

茎 匍匐 直立 直立 脐色 黑褐色 褐 褐

花色 粉色 白 白 SCN 抗 抗

叶形 圆 圆 圆 红蜘蛛 抗 抗

茸毛 无 灰 灰

豆(供体)的影响 。

2.2　导入的最佳时期

大豆每天开花的高峰期是早晨 7:00左右 ,8:00

以后授粉基本完毕[ 3] 。因此从 7:00既可以进行导

入 ,但从我们几年的导入结果看 ,11:00 ～ 13:00导入

效果最好 ,这与以前的报道不同[ 4](见表 2)。从表 2

中可见 ,13:00 ～ 15:00这段时间导入成活率也很高 ,

此时间段的转化率低于 11:00 ～ 13:00。

表 2　不同时间导入 DNA荚的成活率

年份 导入时间
导入花朵总数

(个)
成活荚数

(个)
成活率

(%)
年份 导入时间

导入花朵总数

(个)
成活荚数

(个)
成活率

(%)

1995

1996

7:00-9:00 67 2 3.0

9:00-11:00 66 3 4.5

11:00-13:00 68 4 5.9

13:00-15:00 - - -

7:00-9:00 68 1 1.5

9:00-11:00 68 3 4.4

11:00-13:00 67 5 7.4

13:00-15:00 - - -

1997

1998

7:00-9:00 52 2 3.9

9:00-11:00 48 2 4.2

11:00-13:00 53 6 11.3

13:00-15:00 50 5 10

7:00-9:00 50 1 2

9:00-11:00 49 1 2.0

11:00-13:00 51 6 11.8

13:00-15:00 52 6 11.5

2.3　抗线虫鉴定

导入后代 D4 、D5 时在线虫病圃鉴定其抗病性。

首先用 5 个标准鉴别品种 Picktt 、Peking 、PI88788 、

PI90763 、Lee68按 Riggs 等(1998)的标准确定土壤中
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线虫生理小种类型[ 5](见表3),各鉴别寄主根上胞囊

数为 Picktt 4.8 个 、Peking 5.1 个 、PI88788 2.4 个 、

PI90763 3.6 个 、Lee68 62.4个 ,结果显示我所土壤线

虫生理小种类型为 3号。安 D205-8根上胞囊数平

均1.4个左右 ,再根据我国通用的抗病等级标准确

定为高抗 3号生理小种大豆品种 ,与抗线 2号相同。

2.4　大豆新品系安 D205-8特征特性

该品系抗大豆胞囊线虫 3号生理小种。株高 90

cm ,无限结荚习性 ,分枝 1个左右 ,圆叶 、灰毛 、花白

色 ,粒黄色 、圆形 、脐褐色 ,百粒重 22.4 g ,蛋白质含

量38.30%,脂肪含量 20.96%,抗旱性强 ,耐盐碱 ,

对红蜘蛛有一定的抗性 , 产量为20 0kg/ 66 7m2

左右 。

表 3　大豆胞囊线虫生理小种在鉴别品种上的反应

生理小种
在鉴别品种上的反应

Pickett Peking PI88788 PI90763
生理小种

在鉴别品种上的反应

Pickett Peking PI88788 PI90763

1 - - + - 9 + + - -

2 + + + - 10 + - - -

3 - - - - 11 - + + -

4 + + + + 12 - + - +

5 + - + - 13 - + - -

6 + - - - 14 + + - +

7 - - + + 15 + - + +

8 - - - + 16 - + + +

　　注:胞囊指数=(供试品种平均每株根上的胞囊数或雌虫数)/(感病品种 Lee 根上的平均胞囊数或雌虫数)×100。 胞囊指数小于 10记为

“ -”号;胞囊指数等于或大于 10记为“ +”号 ,表示感病。

3　讨论
3.1　如果用海滩豆与大豆有性杂交 ,是很难得到杂

交种子的 ,而利用外源 DNA直接导入方法进行大豆

育种 ,有效的克服了远缘亲本间杂交的不亲合性。

3.2　用外源DNA直接导入方法选育大豆品种 ,由于

是在自花授粉的基础上 ,是部分 DNA片段或目的重

组分子进入受体基因组 ,避免了供体与受体基因的

全面重组 ,易于稳定 。D205-8即是在第二代稳定 ,

后经系谱法选择结合病圃鉴定选育而成 。

3.3　外源 DNA 直接导入方法育种也存在缺点 ,成

活率低。通过选择适宜的导入时间 、操作手法及完

善的后期管理可以提高成活率 。
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