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液体培养在枇杷花药胚状体遗传转化中的应用研究
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　　摘　要:分别采用固体培养基和液体培养基对经过携带目的基因的农杆菌转化的枇杷花药

胚状体进行培养。结果表明:液体培养在转速为 100 rpm 时胚状体的生长和增殖最佳;选择培养

采用的抗菌素以安必西林1 000 mg/L+卡那霉素 100 mg/L为宜;液体培养基上产生次生胚的百

分率和平均产生的次生胚数都高于固体培养基。液体培养获得的增殖胚发育的时期一致性较

高 ,生活力旺盛;固体培养获得的增殖胚状体多数成簇状分布 ,容易提早萌发。
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　　枇杷(Eriobotrya japonica Lindl.)为蔷薇科(Rosa-

ceae)枇杷属植物 ,是我国亚热带地区的珍稀特产水果 ,

我国是世界上枇杷主要产地 ,为世界上最大的生产

国[ 1] 。由于枇杷童期长 ,运用常规育种耗时久 ,效果差。

随着转基因技术在其它果树上的成功 ,尝试用新方法来

缩短枇杷的育种时间 ,加快育种效率 ,已成为枇杷育种

研究的方向之一。

1　材料与方法
1.1　植物材料

所用植物材料为实验室制备的“大五星”枇杷花药

胚状体 ,该胚状体材料的获得在世界上尚属首次
[ 2]
。

1.2　质粒与菌株

农杆菌采用 EHA52菌株 ,外源质粒是 PBI121 ,携带

有GUS报告基因 ,NPTⅡ基因和CycD2质粒(拟南芥基因

组中发现 ,对调节细胞周期具有重要作用的调控因子)。

1.3　培养基

共培养采用的培养基为MS基本培养基 ,附加蔗糖

3%,Gelrite 2.5 g 。选择培养基为MS+ZT 0.05 mg/L+

NAA 0.02 mg/L+IBA 0.02 mg/ L ,附加蔗糖 3%的液体

培养基和另外附加Gelrite 2.5 g/L 的固体培养基。在

以上 2种选择培养基中分别添加过滤灭菌的安必西林

(Amp)和噻孢霉素(Cef)。浓度为:①Amp 500 mg/L;②

Amp 750 mg/ L;③Amp 1 000mg/L;④Cef 500 mg/L;⑤

Cef 750 mg/L;⑥Cef 1 000 mg/ L。2周后转入含相同抗

菌素并加入培养和卡那霉素(Kan)100 mg/L 的新鲜培

养基上继续培养。

1.4　细菌的活化

农杆菌活化采用 LB细菌培养基 ,附加卡拉霉素

50 mg/L。低温保存的农杆菌先在 LB固体培养基上平

板培养 2 d(28℃,暗培养)后转移到 LB液体细菌培养基

上(28℃,100 rpm)过夜培养 ,离心收集菌团后稀释细菌 ,

调整细菌浓度在OD600=0.5左右。

1.5　农杆菌介导的遗传转化
选取培养瓶内生长良好的无菌枇杷花药胚状体同

稀释好的农杆菌菌液接触 30 min ,然后用无菌滤纸吸干

多余的菌液 ,接种到共培养基上暗培养 2 d ,然后转移到

选择培养基上培养。选择培养分别采用液体 、固体培养

2种方式。液体培养采用振荡培养 ,分别设置转速为60、

80 、100、120 rpm 。转入选择培养基后在前1个月内每周

进行 1次装瓶 ,培养温度(25±1)℃,光照16 h/d ,光照强

度 2 000 lx 。

2　结果与分析
2.1　转速对液体培养的影响

在不同的转速下 ,花药胚状体的增殖情况不一致 ,

主要体现在增殖数量和增殖的胚状体的生长状况和所

处的时期。在含有安必西林 1 000 mg/L 和卡那霉素

100 mg/L的选择培养基上的培养结果显示 ,在不同转

速的培养基中胚状体的增殖以及增殖胚状体的大小以

及颜色 、生活力等存在差异。直径1 ～ 3 mm的浅黄色和

白色的胚状体生活力最强。不同转速下的胚状体增殖

情况见表 1。转速在60 、120 rpm时的增殖较差 ,部分增

殖的新胚为褐色 ,生活力差 ,总的增殖率也较低。转速

为 100 rpm 时的增殖效果最好 ,其次为 80 rpm 。在

100 rpm 时增殖出的直径在 1 ～ 3 mm 之间胚状体个体

数最多 ,在增殖出的新胚中所占比率也最大 ,呈浅黄色

至白色 ,个体饱满 ,生活力旺盛 ,而其它直径大小的胚也
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为浅黄色到白色 ,生活力强。因此液体培养时选择转速 为 100 rpm为宜。

　　表 1 不同转速对液体培养的影响
转速

/ r ·min-1

接种数

/个

产生的新

胚状体数

　　　　　　　　　　新胚状体不同直径范围的比率/ %　　　　　　　　　　

直径<1 mm 直径1～ 2 mm 直径2～ 3 mm 直径>3 mm

新的胚状

体颜色

60

80

100

120

16

16

16

16

49

216

288

87

30.61

43.06

36.46

67.82

46.94

40.74

54.17

16.09

16.33

12.04

5.56

4.59

6.12

4.17

3.82

0

浅黄色 、褐色

白色、浅黄色

白色、浅黄色

浅黄色 、褐色

2.2　抗菌素对农杆菌的控制效果及对胚状体生长影响

在共培养 2 d后均出现少量的细菌 ,表明农杆菌的

存在。共培养 2 d后的胚状体转入含卡那霉素的选择培

养基上。在含卡那霉素的选择培养基上胚状体的生长

不如未加卡那霉素的选择培养基 ,说明卡那霉素对胚状

体的生长有一定的抑制作用 ,这也利于选择出含有目的

基因的胚状体。培养 4周后所有的选择培养基上都未

再出现农杆菌 ,说明所采用的不同浓度和种类的抗菌素

都能有效地抑制农杆菌的生长。但是在含有不同抗菌

素的选择培养基上胚状体的存活能力不一致。在含有

安必西林的选择培养基上的胚状体存活数高于含有噻

孢霉素的选择培养基。而在含有安必西林的选择培养

基中又以浓度为1 000 mg/L 的培养基上胚状体的存活

率最高 ,达到 50%以上。因此在选择培养中以 Amp

1 000 mg/L+Kan 100 mg/ L对感染农杆菌后的枇杷花

药胚状体进行选择培养为最佳。

2.3　液体培养与固体培养对选择培养的影响

未经过农杆菌介导转化的胚状体在液体培养中的

增殖率明显高于在固体培养基上。在添加抗菌素的选

择培养基上也得到了一致的结果(表2)。液体培养基上

产生次生胚的百分率和平均产生的次生胚数都高于固

体培养基 ,特别是平均产生的次生胚数远高于固体培养

基。液体培养上增殖出的新胚状体绝大多数是分散分

布 ,发育时期相对一致 ,适合于进一步的萌发成苗。而

固体培养上增殖出的新的胚状体多簇状分布 ,不容易分

开 ,增殖出的新胚状体发育时期差异较大 ,容易提早畸

形萌发 ,对进一步的萌发成苗不利。

　　表 2 培养基对胚状体增殖的影响

抗菌素

液体培养 固体培养

产生次生

胚的百分率/ %

平均产生

的次生胚数

产生次生

胚的百分率/ %

平均产生

的次生胚数

对照CK 96 23.32 86 5.02

Amp 500 mg/L 46 9.75 30 3.80

Amp 750 mg/L 52 13.86 24 4.08

Amp 1 000 mg/L 59 18.82 42 4.26

Cef 500 mg/L 23 6.22 28 3.29

Cef 750 mg/L 28 8.20 26 3.46

Cef 1 000 mg/L 12 8.33 8 3.50

3　讨论
核桃是果树中第一个成功地导入外源基因并使其

表达的树种 ,以胚状体为外植体 ,通过与农杆菌共培养

获得了转基因植株[ 3] 。很多果树以胚状体为受体 ,以农

杆菌介导方法进行了深入研究 ,如核桃[ 4] 、桃[ 5] 、李[ 6] 、葡

萄[ 7] 、番木瓜[ 8]等。在枇杷上的遗传转化上李名扬等[ 9]

用野生型根癌农杆菌感染枇杷子叶外植体 ,获得了

50%～ 95%的枇杷转化瘤组织 ,农杆菌 Ti 质粒的 T-

DNA转移并整合进了枇杷细胞核中 ,且得到表达。该

试验中采用的液体培养对于转化后的材料的培养是很

有利的。分析其可能原因 ,一方面是培养材料与培养基

的充分接触 ,另一方面可能是液体培养中胚状体的增殖

主要起源于胚状体表面的单细胞 ,而且液体培养可能在

一定程度上抑制了胚状体的提早萌发 ,从而能保持稳定

高效地增殖。
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花 粉 直 感 对 南 果 梨 的 影 响

王家 珍 , 李 俊才 , 刘 　成 , 蔡 忠民 , 沙守 峰
(辽宁省果树科学研究所,辽宁 熊岳 115009)

　　摘　要:用黄冠 、鸭梨 、雪花3个品种对南果梨的中心花、边花进行人工授粉试验。结果表明:

雪花梨对南果梨有明显的花粉直感。
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　　南果梨属于秋子梨系统 , 该品种以其果实色泽鲜

艳 , 果肉细腻 , 爽口多汁 ,风味香浓而著称 ,是辽宁省鞍

山地区梨树的主栽品种 ,大部分地区是通过人工解决授

粉问题 ,近几年 ,发现不同的花序 、同一个花序上的果实

萼片状态表现不一样 ,并且果实在可溶性固形物 、糖 、酸

等含量上也有些不同。为此 ,于2008年进行了用不同品

种人工授粉 ,同时进行同一品种对不同的花朵(中心花 、

边花)人工授粉试验 ,以期了解花粉直感在南果梨上的

表现。

1　材料与方法
试验设在辽宁省鞍山海城市八里镇东山道村梨园 ,

该园为向北的山坡地 ,粘壤土 ,有良好的排灌条件 ,管理

水平较高。供试品种为秋子梨系统的南果梨 ,树龄12 a ,

株行距为 4m×5 m ,树势中等。授粉品种花粉采自石家

庄果树研究所梨树试验园 ,有黄冠梨 、鸭梨 、雪花梨3个
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品种 ,待母树开花量达到 30%左右时 ,选择晴天无风的

上午 10时用橡皮头进行人工点授。在每株南果梨树上

选 150个花序 ,每个花序上选 3个大蕾期的边花(4月 18

日)。用3个授粉品种的花粉各授 50个花序 ,摘除中心

花 ,然后套袋 ,重复 10次。坐果(授粉 10 d左右)后摘

袋 ,每序只留2个果。用同一方法间隔 2 d左右(4月 20

日)授中心花。

采收时每株树每个处理随机采集 10个果实 ,测定

单果重 、纵横径(计算果形指数)、可溶性固形物(用手持

测糖仪)、总糖(斐林试剂法)、总酸含量(用氢氧化钠滴

定法)。

2　结果与分析
2.1　对南果梨品种坐果率的影响

由表 1可以看出 ,各处理对南果梨的坐果率均有影

响 ,其中雪花梨授粉的中心花坐果率最高 ,其次是鸭梨

授粉的边花 ,黄冠授粉的中心花坐果率较低 ,其余居中 ,

经过邓肯氏多重比较测验差异显著。说明雪花梨与南

果梨的亲和性更好。建议生产上用雪花梨作南果梨的

授粉品种。

Studies on Loquat Anther-derived Embryo' s Transformation in Liquid Culture
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Abstract:Liquid medium and solid medium were applied to culture loquat anther-derived embryos transformed mediated

with Agrobacterium tume faciens.Results showed:when the Shaker w orked with 100 rpm , the embryos grew best;in se-

lection medium 1 000 mg/ L ampicilin and 100 mg/ L Kanamycin was the optimal antibiotic concentration to select the lo-

quat anther-derived embryos af ter transformation;the percentage of embryos producing new embryos and No.of new ly

formed embryos per embryo producing new embryos in liquid medium both higher than that of solid medium.In liquid

medium most of the new ly formed embryos developed at the same stage and grew ed well.

Keywords:Loquat;Anther-derived embryo;Liquid culture;Transformation
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