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外源 D N A 导入高粱的叶部病害变异及其分子验证

王黎明

( 黑龙江省农科院作物 育种所
,
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摘要
:
通过花粉管通道

,

将杭叶部病害能力 强 的热 带高粱 D N A 导入后
,

有 27 个导入后代 的扰病性有

所提高
,

占导入后代 的 9
.

1%
。

其 中有 5 个导入后代的杭病性提高 了 2 级
,

3 个导入 后代 的杭病性提

高了 3 级
,

显著地提高了受体的杭病性
。

表明供体 D N A 片段 已通过花粉管通道进入受体
,

并对受体

基因的表达产生影响
。

此 项技术 实现 了地理远缘 的品种间的遗传物质转移
,

丰富了遗传类型
。
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O 前言
近年来

,

在高粱主产区叶部病害发生较重的田

块
,

几乎看不到有活秆成熟的植株
。

由于叶部病害

的严重发生
,

在高粱开花
、

灌浆和乳熟期
,

因同化器

官的破坏
,

制造光合产物机能的丧失
,

养分输导机能

不畅
,

而使干物质不能正常积 累
,

不仅导致籽粒早

衰
、

千粒重降低
,

影响籽实 的商品价值
,

而且还使植

株机械组织过早衰老而失去韧性
,

造成倒伏
。

高粱叶部病害包括真菌性和细菌性病害两类
,

前者主要有 炭疽病 〔C o l l e t o t r i c h u m g ar m i n i c o l u a

( C e s a t i ) W i ( S
o n )〕

、

大斑 病 ( H
e lm i n t h o s P o r i u m

t u r e i e u m P a s s )
、

紫斑病 ( ce cr o s P o ar : o
塔入1 E l zi : &

E v e r h a r t )
,

后 者主要有 条纹病 [ P s e u d o m o n a s a n -

d r o P o g o n i ( E
.

F
.

S m i t h ) s t a p p 〕
、

条 斑 病 〔 X a n -

t人o m o n a : 入o l c i e o l a ( E l li o t t ) S t a r r & B u r k h ld e r 〕
。

上述病害通常是混合发生的
,

其中以炭疽病发生较

多
,

且危害较重 1j[
。

通过花粉管通道进行外源 D N A 导人的技术
,

可以进行常规育种难以做到的品种间杂交
,

实现 目

的基因的转移〔 ,一 6〕 。

热带高粱的抗病性普遍高于中

国类型高粱
,

但由于热带高粱的生育期较长
,

与当地

高粱难以通过常规有性杂交 的方法进行品种改 良
,

因此
,

将热带高粱 D N A 通过花粉管通道导人到当

地高粱中
,

可以有效利用热带高粱的抗叶部病害能
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力
,

提高当地高粱的抗病性
。

1 材料与方法
1

.

1 供试材料

抗叶部病害的热带高粱为供体
; 不抗病的当地

高粱为受体
。

1
.

2 试验方法

D N A 的提取
:

用氯仿一异戊醇一核糖核酸酶法

提取 D N A
。

导人方法
:

于高粱开花授粉后
,

切掉柱

头
,

将外源 D N A 滴于切 口处
。

2 结果与分析
2

.

1 导入后代的抗病性变异

将含有抗病基因的热带高粱外 源 D N A 导人

后
,

在导人的 2 98 个后代中出现了不同程度的抗病

性提高
,

各导人后代抗病性提高等级见表 1
。

表 1 导入后代的抗病性变异

抗病性提商等级 变异后代数盈 占导人后代总数%

0 级 2 7 1 9 0
.

9

l 级 1 9 6
.

4

2 级 5 1
.

7

3 级 3 1
.

0

导人后代中出现了不同程度的抗病性提高的结

果
,

大多数抗病性提高的导人后代
,

其农艺性状也有

较大变异
,

但也有少数导人后代
,

其农艺性状改变较

小
,

而只是抗病性提高了
。

导人后代中抗病性 比受

体提高 l 级的有 19 份
,

占导人后代的 6
.

4% ;
提高 2

级的有 5 份
,

占 1
.

7%
;
提高 3 级 的 有 3 份

,

占

1
.

。%
。

抗病能力提高的导人后代共 27 份
,

占导人

后代的 9
.

1%
。

其中有 8份导人后代的抗病性提高

了 2 级以上
,

具体组合及抗病性提高结果见表 2
。

表 2 抗病性提离 2 级以上的导入后代

受体 供体 后代

名称

3 0 7 B

3 0 B

克 R 4 2

抗病性 名称

7 4 1

抗病性
“

抗病性 提高等级

西甜

7 38 4

7 3 84

3 19

3 19

153 5 4 7

15 3 5 4 7

M O R C A N E

15 3 5 4 7

R 4 7 3

7 4 1

N O R K A N

从表 2 中可以看出
,

利用外源 DN A 导人方法可以

显著提高受体的抗病性
,

导人后代有 5个抗病性比受

体提高 2级
,

而 30 B
、

7 384 及 31 9 导入后代的抗病性比

受体提高了 3 级
,

对叶斑病的抗性由高感提高到抗病
,

极显著地改变了受体的抗病性
。

常规育种中
,

R 代叶

斑病的抗性一般介于父母本之间
,

且多偏向于母本
。

从这些抗病性明显提高的导人后代中可以看出
,

后代

的抗病性介于供体和受体之间
,

并偏向供体
。

2
.

2 导入后代的 R A P D 分子验证

后代扩增共用引物 90 个
,

扩增产物存在稳定差

异 的引物有 3 个
,

占所 用引 物的 3
.

3%
,

分别是

O P F
。: 、

O P M
o s 、

O P M
, 5 。

其中 O P 0F
2

在 1 0 0 0 b p 处
、

O PM
o s

在 1 10 0 b p 处
、

O P M
1 5

在 1 5 0 0 b p 和

1 40 0 b p处后代的扩增产物出现了供体具有而受体

没有的特异带 (见图 1 )
。

说明供体 D N A 片段已通

过花粉管通道进人受体
,

并对受体基因的表达产生

影响
。

供体片段进人受体后
,

可能发生遗传重组
,

也

可能由于 D N A 片段的进人影响了受体基因组中某

个或某几个基 因的表达
,

使导入后代发生变化
,

在

R A P D 扩增产物中出现多态性
。

I 引物 O POF : 的扩增结果
,

引物序 列 5
’
一 G A G G A T C C C T 一

3
’ . 狂 引物 O PM

o , 的扩增结果
,

引物序列 5
,
一 G G G A A C G T

-

G T 一 3
’ ; 扭 引物 O P M I。 的扩增结果

,

引物序 列 5
’
一 G A C

-

C T A CC A C一 3
’ , M

:
D N A 分子量标准 P U CM i x . 片段长度

:

1 1 1 6
,

8 8 3
.

6 9 2
,
5 0 1 / 4 8 9

,
4 0 4

,
3 3 1

,

2 42
,
1 90

,
1 47

,

1 1 1 / 1 1 0 b p . A
:

供体
. B

,

导人后代丙
:

受体
;
箭头所示为多态性片段

图 l 特异 R A P D 引物扩增

3 讨论
3

.

1 导人具有抗叶病能力强的热带高粱 D N A 后
,

使当地高粱的抗病性出现了不同程度的提高
,

说明

利用花粉管通道法进行高粱的抗病性改良是可行

的
,

实现了地理远缘的品种间的遗传物质转移
,

有效

地利用了热带高粱的抗病性
。

在变异后代中
,

有的

善雄
农心料李
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外源 D N A 导入高梁的叶布病害 变异及其分于脸证

后代只是抗病性提高了
,

而其农艺性状变化较小
,

因

此
,

在进行品种选择时
,

应尤其注意对这类材料的选

择
,

提高选择的有效性
。

3
.

2 导人后代 的变异率并不是很高
,

这 主要是由

于外源基因的导人具有很大的随机性
,

无论是外源

D N A 穿过细胞壁进人核内
,

还是外源 D N A 和受体

D N A 的整合都是随机的
,

在一定程度上影响了导人

的转化率
。

因此
,

可适当人为地使 D N A 断裂
,

增加

供体 D N A 与受体 D N A 的接触和整合几率
。

另外
,

也可增加 D N A 导入的强度
,

包括不同途径的配合
、

D N A 处理浓度和次数的增加等
,

以胁迫受体更有效

地吸收整合外源遗传物质
,

提供丰富的变异材料
。

3
.

3 扩增产物中出现的多态性
,

说明供体 DN A 片

段已进人受体
,

外源 D N A 导入后
,

产生抗病性提高

的变异后代
,

且多偏向于供体的抗病性
,

可能由于供

体 D N A 片段被整合进人受体基因组
,

使受体的遗

传基础产生改变
,

从而引起性状变异
,

并出现供体性

状
。

另外
,

受体整合了供体 D N A 片段之后
,

会引起

基因调控作用及基因的相互作用发生改变
,

从而引

起导人后代产生多种变异
。
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提高小尾寒羊成活率的措施
1 接生护理

羔羊的接生护理是提高羔羊成活率的重要环节
。

要提高羔羊的成活率
,

首先要注意产房的保暖和卫生
。

出现难产
,

要找出原因及时纠正并助产
,

否则羔羊在产

道内时间过长会引起窒息死亡
。

对于出现假死现象的

羔羊
,

要把羔羊倒挂
,

轻轻拍打羔羊背部和胸部
,

使羔羊

复苏
,

并及时清除羔羊身上的及 口内的粘液
,

让母羊自

由舔食舔干
。

当羔羊未自然扯断脐带时
,

要用消毒剪

距腹部 5一 8 。 m 处剪断
,

并用碘配消毒
,

以防发生脐带

炎
。

2 产后母羊护理
为了预防乳房炎或利于 排乳

,

做好在母羊产前

15 天
,

每天用温水洗母羊乳房
,

并轻轻按摩母羊乳

房
。

母羊分娩后
,

因失水过多
,

待休息片刻后应及时

饮温水 1
.

0 ~ 1
.

S L
。

在母羊刚产羔羊后的前 Z d
,

要

减少精料的饲喂量
,

只 饲喂易于 消化的优质干草和

块根饲料
,

3 d后再逐渐恢复哺乳期的 日粮
。

母羊分

娩后的前 10 d 最好饮温水
。

3 哺好初乳
羔羊初生 l h 内

,

要尽快让羔羊吃上初乳
。

因为

初乳中含有丰富的营养物质和抗体
,

具有抗病和轻

泻的作用
。

对于弱羔羊及母性较差的羔羊
,

可采取

人工哺乳
。

对 于母性较差又拒哺的母羊
,

可采取人

工保定母羊
,

强行授乳
,

这样连续强 行授乳几次
,

母

羊就会授乳羔羊
。

如果羔羊产出后
,

母羊因病死亡
,

可喂人工初乳
。

制作方法是
:

鲜奶 1 k g
,

鲜鸡蛋 2 ~ 3
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,

资尹竺竺卜竺
’

竺户:三二竖
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一
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