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摘要  [ 目的] 为构建高效的康乃馨遗传转化体系奠定基础。[ 方法] 以康乃馨叶片为受体材料 ,通过抗 G418 筛选 ,探讨预培养时间、根
癌农杆菌菌液浓度、共培养时间等因素对根癌农杆菌介导康乃馨遗传转化的影响。[ 结果]20 mg/ ml G418 是康乃馨叶片转化的适宜浓
度。随着预培养时间的增加,康乃馨叶片的存活率降低 ,预培养2～3 d 时抗性芽分化率较高。当根癌农杆菌 OD600为0 .5～0 .8 时 ,抗性
芽分化率较高 ,适合康乃馨转化。共培养2～3 d 时 ,康乃馨叶片生长状态好,抗性芽分化率最高。[ 结论] 预培养、共培养各2～3 d ,菌液
浓度 OD600为0 .5～0 .8 是根癌农杆菌介导康乃馨遗传转化的适宜条件。
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Abstract  [ Objective] The researchai med to laythe foundationfor constructing the highly-efficient genetic transformation systemof Dianthus caryophyl-

lus L . [ Method] With the leaves of D. caryophyllus as receptor materials , the effects of suchfactors as preculture ti me , the concn. of Agrobacterium
tu mefaciens and coculture ti me onthe genetic transformation of D . caryophyllus mediated by A. tumefaciens were studied through G418 screening . [ Re-
sult] 20 mg/ ml G418 was the suitable concn. for the transformation of D. caryophyll us leaves . Withthe increasing of preculture ti me , the survival rate
of D. caryophyllus leaves were reduced . When preculture ti me was 2 ～3 d , the differentiation rate of resistant buds were higher . When OD600 of A.
tu mefaciens was 0 .5～0 .8 , the differentiationrate of resistant buds were higher and favorable for the transformation of D. caryophyllus . When coculture
ti me was 2～3 d , the growth state of D. caryophyllus leaves were good and the differentiation rate of resistant buds were highest . [ Concl usion] Both
precultue and coculture for 2～3 d and the bacterial liqui d concn. OD600 of 0 .5～0 .8 were the suitable conditions for the genetic transformation of D.
caryophyllus mediated by A. tu mefaciens .
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  康乃馨( Di ant hus caryophyll us L .) 为石竹科石竹属多年宿

根性草本植物,是世界著名的四大切花之一。是典型的呼吸

跃变型花卉,花期短。通过植物基因工程的方法可以控制其

乙烯生物合成,以达到延长花期的目的。以根癌农杆菌介导

转入康乃馨花瓣、叶片在国内外虽已有报道[ 1 - 3] , 但转化难

度高、频率低,很难得到正常生长的转基因植株,因此至今未

形成一个有效的康乃馨遗传转化体系。笔者研究影响康乃

馨转化的一些主要因素,为构建一个高效的康乃馨遗传转化

体系奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 植物材料。康乃馨材料由云南省农业科学院花卉研

究所提供,品种为俏新娘。康乃馨的顶芽用75 % 酒精消毒30

s ,无菌水冲洗5～6 次后, 用0 .1 % 升汞溶液消毒6 min , 无菌

水冲洗5～6 次后, 接种到附加BA 0 .3 mg/ L 和NAA 0 .1 mg/ L

的MS 培养基中, 于22 ℃、光照12 h 条件下培养,待无菌苗长

到10 c m左右, 取其顶端叶片作为转化材料。

1 .1 .2 菌株及质粒。根癌农杆菌菌株为EHA105 , 所含质粒

上构建有目的基因康乃馨反义ACC 氧化酶基因和植物抗性

筛选标记 NPTⅡ基因。

1 .2 方法

1 .2 .1 根癌农杆菌的培养与保存。根癌农杆菌培养在含有

25 mg/ L Rif( 利福平) ,25 mg/ L Str( 硫酸链霉素) ,50 mg/ L Kan

( 卡拉霉素) 的YEP 培养基, 置- 70 ℃冰箱中冷冻、保藏。

1 .2 .2 康乃馨 G418 敏感性测试。取康乃馨无菌苗顶端第

2～4 片叶接种于 MS 附加一定浓度 G418 的固体培养基上 ,

G418 浓度分别为0、10、20、40、60、80 mg/ ml ,每处理接种10 瓶 ,

每瓶3 片叶。于22 ℃、光照12 h 条件下培养 ,5 d 观察1 次叶

片生长状况。

1 .2 .3 康乃馨叶片在转化前的预处理。取无菌苗顶端第2～

4 片叶接种于MS 附加1 .0 mg/ L BA 及0 .3 mg/ L NAA 的固体

培养基上分别进行预培养1、2、3、4 d ,于22 ℃暗培养。

1 .2 .4 根癌农杆菌菌液的制备。从YEP 平板上挑取单菌落

接种于液体 YEP 培养基上( Rif 25 mg/ L ,Str 25 mg/ L ,Kan 50

mg/ L) ,于28 ℃、200 r/ min 振荡培养过夜, 扩大培养至对数生

长期, 离心搜集菌体 , 用 MS 液体培养基分别稀释制备成

OD600为0 .5、0 .8、1 .0 的根癌农杆菌菌液。

1 .2 .5 转化与筛选。将预培养过的外植体在根癌农杆菌菌

液中浸泡10 min , 然后转入共培养基中, 共培养时间分别为

1、2、3、4、5 d。共培养一定时间后转移到筛选培养基中, 筛选

培养基中逐渐加大 G418 浓度。待分化出的苗长至2～3 c m

时, 从基部切下转入生根培养基培养并移栽。

2  结果与分析

2 .1 康乃馨G418 敏感性鉴定 G418 浓度为0、10、20、40、60、

80 mg/ ml 时 , 叶片白化率分别为0、10 %、50 %、76 %、85 % 、

98 %。由此可见 , 康乃馨叶片对 G418 很敏感。在未加 G418

选择压的培养基上 , 叶片白化率为0。当 G418 为20 mg/ ml

时,50 %康乃馨的叶片经过20 d 的培养慢慢变白。当 G418

为60 mg/ ml 时,经过20 d 的培养85 %的康乃馨叶片都变白死

亡。因此确定20 mg/ ml G418 为转化叶片适宜选择浓度。

2 .2  植物材料的选择和预培养 同一品种,康乃馨材料来

源不同, 其对根癌农杆菌感染的耐受力及 G418 的选择压不

同。若以田间叶片为外植体时,G418 的浓度较高 , 对根癌农

杆菌的耐受力较强; 而以组培苗叶片为外植体时,G418 浓度
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较低, 对根癌农杆菌的耐受力较弱, 可能是组培苗叶片较为

幼嫩。但它们的分化再生能力和生长状态无显著差异。

预培养可以促进细胞分裂,分裂状态的细胞更易整合外

源基因, 因而可以提高转化效率。不预培养或预培养时间过

短, 外源基因不容易整合进植物细胞, 用根癌农杆菌感染后 ,

转化效率低,容易出现嵌合体。预培养时间过长, 外植体伤

口处膨大疏松,且伤口逐渐愈合 ,难以浸染, 康乃馨材料容易

玻璃化。从表1 看出, 随着预培养时间增加, 叶片存活率降

低,预培养2～3 d 可以得到较高的抗性芽诱导率。因此, 预

培养2～3 d 较为适宜。

表1 预培养时间对叶片的影响

Table 1 Effects of preculturetime onleaves

时间

Ti me

d

外植体数

Explant number

片

存活率

Survival rate

%

芽分化率

Differentiationrate of

resistant buds∥%

1 85 90 .1 1 .2

2 85 85 .3 2 .6

3 65 84 .4 2 .8

4 64 67 .4 0 .8

2 .3 根癌农杆菌的培养和稀释  根癌农杆菌浓度高, 选择

培养时, 潜伏的根癌农杆菌容易过度生长, 会对叶片造成污

染,导致叶片死亡; 浓度太低, 转化效率降低。表2 表明, 当

根癌农杆菌 OD600为0 .5～0 .8 时,抗性芽分化率均较高, 适宜

于康乃馨转化。

表2 农杆菌菌液浓度对叶片的影响

Table 2 Effects of A. tumefaciens concentrations onleaves

浓度 OD600

Concentration

外植体数

Explant number

片

芽分化率

Differentiationrate of

resistant buds∥%
0 .5     120 2 .1

0 .8 60 2 .6

1 .0 64 1 .6

2 .4 植物材料与农杆菌的共培养  康乃馨叶片对根癌农杆

菌的耐受力较差, 感染时间一般为8～10 min , 其后于19～22

℃共培养。康乃馨对温度的要求较严格, 若温度超过22 ℃

时,其再生芽玻璃化率明显增加, 若温度低于19 ℃, 其生长

缓慢。

外植体与根癌农杆菌的共培养是T- DNA 转移到植物细

胞的过程,共培养时间的长短影响到T- DNA 片段能否成功转

入植物细胞[ 4] 。由表3 看出, 相同G418 选择压 ,共培养时间

不同, 叶片存活率和抗性芽分化率不同。共培养2～3 d 时 ,

叶片生长状态好, 其抗性芽分化率最高。随着共培养时间增

加,叶片生长状态较差、存活率降低 , 其抗性芽分化率降低。

说明共培养时间越长, 叶片受到伤害越大, 而这种伤害主要

来自根癌农杆菌的过度生长。所以2～3 d 为康乃馨叶片适

宜的共培养时间。

共培养后 ,根癌农杆菌的过度生长是一个主要问题。为

了解决这个问题, 共培养采用了2 种试验方案。一是 MS 固

体培养基进行共培养; 二是将MS 液体培养基滴入双层滤纸

上进行共培养。试验发现,2 种方案各有优缺点。第1 种方

案简单,污染可能性低, 但芽分化率低 ,根癌农杆菌很容易过

度生长。第2 种方案较烦琐, 操作过程中容易造成污染 , 操

作中若滴入液体太多,玻璃化严重,芽分化率降低, 但芽分化

能力较强,根癌农杆菌生长容易控制住。

表3 共培养时间对康乃馨转化的影响

Table 3 Effects of cocultureti me ontransfor mationof D. caryophyllus

时间

Ti me

d

外植体数

Explant number

片

存活率

Survival rate

%

芽分化率

Differentiationrate

of resistant buds∥%

1 60    100 .0     0

2 55 86 .5 5 .2

3 60 85 .7 6 .7

4 55 80 .2 2 .3

5 31 61 .3 1 .4

3  讨论

( 1) 以康乃馨叶片为受体材料, 通过抗 G418 筛选, 探讨

叶片预培养、根癌农杆菌浸染、共培养时间等因素对根癌农

杆菌介导康乃馨遗传转化的影响。许多试验研究结果表

明[ 4 - 5] ,菌液浓度和浸染时间、预培养时间、共培养时间对转

化都有一定的影响, 尽管所试材料和菌株不同 ,但获得的一

般结果是: 预培养2 ～3 d , 共培养 3 ～4 d , 菌液浓度 OD600

0 .5～1 .0 , 浸染时间15～20 min。而试验结果与此有所不同 ,

共培养时间2～3 d ,菌液浓度 OD6000 .5～0 .8 ,浸染时间8～10

min , 这可能是由于不同的受体材料对菌液耐受力不同。

( 2) 选择适宜的能抑制根癌农杆菌生长的抗生素是保证

转化成功的一个前提。不同植物所用抑菌抗生素种类和浓

度不同。Car 和 Cef 是常用的抑菌抗生素。试验使用 400

μg/ ml Cef , 与转化枳壳[ 6] 所用抑菌抗生素种类一致, 但浓度

不同。

(3) 康乃馨叶片容易玻璃化, 叶失绿、变厚, 呈半透明状

态。根癌农杆菌感染的叶片较对照玻璃化严重, 这表明根癌

农杆菌也会引起叶片玻璃化, 可能是感染过程中, 植物细胞

和组织的生理机能受到损伤所致。试验使用透气膜、适当降

低培养温度、改变共培养方法等措施, 明显减少了玻璃化

现象。
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