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转不同rol基因741杨株系相关性状比较分析

王连荣1”，缪丽萍1，张晓军1，杨敏生1

(1河北农业大学林学院，保定071000；2河北北方学院园艺系，张家口075131)

摘要：对已转入rolB、rolC基因741杨株系进行分子检测，并对其根系生长状况、苗高、叶绿素a和b、叶绿素荧光以及内源

激素等指标进行测定。结果表明，转rolB、rolC基因741杨各株系发根率、发根量均高于耒转基因对照。转rolB基因741杨株

系苗高与对照无显著差异，叶绿素a、b含量上升，Fv／Fm、PI值下降，IAA、ZT含量上升，ABA含量下降。转rolC基因741杨各

株系顶端优势减弱，植株矮化，叶绿素a、b含量降低，Fv／Fm、PI值下降，IAA、zT、ABA含量上升。总体比较，转roIB基因741

杨株系生根率，叶绿素a、b含量。Pl值、ZT和IAA含量均高于转rolC基因741杨株系。
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Comparison of Related Traits among the Transgenic

Poplar 741、订th Different rol Gene
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Abstract：In this study，the transgenic poplar 74 1 with rolB and rolC were detected for molecule and their root

growth variation，height，chlorophyll a，b，chlorophyll fluorescence characteristics，as well as endogenous hormones

were determined．The results showed that the root number and
rooting rate of transgenic poplar 74 1 with rolB an—

d rolC were higher than the contr01．The transgenic poplar 741 with roIB height with no significant difference be—

tween the control，chlorophyll a，b content increased，Fv／Fm，PI values decreased，IAA，ZT content increased，ABA

content decreased．The transgenic poplar 74 1 with rolB and rolC：the top edge of the weakened，dwarf plants，chloro·

phyll a。b content was reduced，Fv／Fm，PI values decrease，IAA，ZT，ABA content increased．Overall comparison，

the transgenic poplar 74 1 with rolB rooting rate，chlorophyll a，b content，PI value，ZT and IAA levels were higher

than the transgenic poplar 74 1 with rolC．

Key words：rol gene；Poplar 74 1；Grow variation；Chlorophyll；Chlorophyll fluorescence；Endogenous hormone

741杨是于1974年开始采用有性杂交获得杂种，

经过选育获得的白杨杂种无性系，杂交组合为{银白

杨(P．alba)×[山杨(P．davidiana)十小叶杨(P．simo—

nni)]}x毛白杨(P．tomentosa)，速生，适应范围广，稳

定性强，具有优良的木材物理力学性质⋯。由于其扦

插生根能力弱，不易成活，其快速繁殖和大面积推广

应用受到了严重制约。然而20世纪80年代以来，国

内外学者对发根农杆菌Ri质粒及其roZ基因进行了

广泛深入的研究¨4 J。Ri质粒上携带的诱根基因的

表达不仅能导致植物被感染部位形成大鼍的毛根，而

且由毛根容易获得再生的转化植株，这些植株可表现

出许多能稳定遗传的表型变异¨3。所以通过转化roz

基因，可以改善741杨生根能力，提高其生根率，但是

转roz基因植株也常伴有顶端优势减弱、植株矮化、节

间长度缩短、叶片皱缩等不良性状¨。81。因此如何做

到有选择地控制rof基因的表达，促进根的形成与生
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长，抑制不良效应，保留其有利的性状，是有效地将

rol基因用于741杨生根性状改良中需解决的问题。

本研究将对已转入rolB、rolC基因741杨株系进行分

子检测，并对其根系生长状况、苗高、叶绿素含量、叶

绿素荧光特性，以及内源激素等性状的表达进行了对

比分析，从中选出优良的转roZ基因741杨株系，为育

种工作提供优良的种质资源。

1材料与方法

1．1试验材料

以转rolB基因741杨的无菌组培苗7个株系、

转rolC基因741杨的无菌组培苗18个株系为材料，

并以未转基因741杨的无菌组培苗作对照，均取自

河北农业大学林学院林业生物技术实验室。

1．2试验方法

1．z 1转基因741杨的分子检测参照陈大明等p1

CTAB法提取转基因741杨株系及对照叶片的DNA，以

携带rolB、rolC基因的质粒DNA为阳性对照。分别用

外源基因rolB、roIC的专一引物(表1)进行PCR分析。

表1引物序列

Table 1 The code of primer

基因

Gene

引物序列

Primer sequence
退火孳郴，鼗嚣Tm—：、”

3Ize

1．2．2 转基因741杨根系和苗高的测定取生长

一致的转基因741杨株系及对照组培苗的茎段(长

1～2era)，在无菌条件下接种于MS0培养基上，附加

头孢噻肟钠(CTX)300mg／L，每瓶接种3株，每个处

理5瓶，在组培室条件下培养，温度(25±3)oc，光照

强度1500—2000 Ix，光照时间为14 h／d。于接种

25d后调查各株系的发根状况和苗高生长情况。

1．2．3 叶绿素含量测定组培苗生长25d后，采

用分光光度计法测叶绿素a、叶绿素b含量，每个株

系取3株。

1．2．4叶绿素荧光测定组培苗生长25 d后，采

用便携式Handy-PEA植物荧光效率仪，测定组培瓶

内组培苗的PsⅡ最大光化学效率(Fv／Fm)和叶片

性能指数(PI)等荧光参数。每个株系选取3—5株，

叶片测定5—8个重复，测定时间为上午10：00。

1．2．5内源激素含量测定组培苗生长28d后，每

个株系取3株，将其真空冷冻干燥，研磨成千粉过筛，

准确称取40mg备用。内源激素提取方法：40mg样品

_加入1．6ml 80％甲醇水含1％冰乙酸的提取液-+

4℃条件下浸提10—12 h叫℃，10000rpm离心10min
一取10001a,1浸提液与7ml含1％冰乙酸的双蒸水混

匀，此时甲醇含量为10％一过经预处理的C18柱_+

用含1％冰乙酸的10％甲醇清洗杂质一加入1000斗1

含l％冰乙酸的80％甲醇洗脱液一将收集洗脱液在

1．5ml离心管中。流动相：甲醇／双蒸水(含0．5％冰

乙酸)=45：55；流速：0．7ml／min；柱温：30℃；色谱柱：

岛津生产的Shim—pack VP．ODS柱(250×4．6，粒径

4．6斗m)；检测波长：254nm。数据采集和处理由

Class．vp色谱工作站自动完成。

2结果与分析

2．1转rol基因741杨的PCR检测

将转rolB、rolC基因741杨的无菌组培苗株

系，移栽后用特异性引物做PCR检测。结果显示

各转基因株系都扩增出特异条带，与阳性对照一

致，而阴性对照没有扩增出相应的条带(图1)，

表明外源基因role、rolB已经整合到741基因

组中。

图1转rol基因741杨的PCR产物电泳检测

Fig．1 The electrophoresis test results of PCR product from transgenic poplar 741

M：Marker D13000；

CK一：未转基因741杨；CK+：质粒阳性对照；A中l一7：转rolB基因741杨；B中1—8：部分转rolC基因741杨
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2．2 转rol基因741杨组培苗生长状况的观测

将转rolB、rolC基因741杨各株系试管苗与CK

的幼嫩茎段培养在MS0培养基中，结果表明(表

2)，转rolB、rolC基因741杨植株不同株系间生根率

存在较大差异。培养25d时，转rolB基因各株系生

根率均高于CK，其中B一9、B．11、B．14、B一15株系生

根率均达到100％，其余株系生根率在75％一

97．28％之间。而转rolC基因的株系中C．4、C一9、

C一10生根率较低，而c一7、C．8株系生根率达

100％，其余各株系生根率在66％一98．7％之间。

总体比较，转roIB基因741杨株系生根率大于转

rolC基因741杨株系。

表2转不同基因741杨组苗培在M跚培养基上各株系生长状况的观测

Table 2 Growing observation of transgenic poplar 741 with different rol Gene

不同小写字母代表5％差异水平Small letter represents the significant difference at 5％level

由表2可见，转rolB基因741杨各株系主根条

数均高于CK，且B一2、B一11和B—15株系与CK有

显著差异。转rolC基因741杨各株系中c一18主根

条数与CK有显著差异，其余各株系与CK均无显著

差异，且C一18主根条数最多。总体比较，转rolB基

因741杨株系主根条数大于转rolC基因741杨株

系。转rolC基因741杨株系C一8主根长度显著高

于CK，C．1、C．2和C—12主根长度显著低于CK，而

其余各株系与CK无显著差异。转rolB、roIC基因

741杨各株系须根平均条数和平均长度均显著高于

CK，转rolC基因741杨各株系须根平均长度高于转

rolB基因741杨各株系。

转rolB、rolC基因741杨各株系在MS0培养基

培养25d后，各株系苗高生长量不同。转rolC基因
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741杨各株系均低于CK，转rolB基因741杨各株系

除B一11和B．2高于CK外，其余株系均与CK无显

著差异。说明转rolB基因741杨各株系苗高生长

受外源基因影响较小，而转rolC基因741杨株系顶

端优势受到抑制。

2．3 转rol基因741杨组培苗叶绿素含量分析

转roZ基因741杨组培苗叶绿素含量变化如图2

所示，转rolC基因741杨各株系除C—18叶绿素a、b

含量高于CK外，其余各株系均低于CK。转rolB基

因741杨B．11、B．13叶绿素a、b含量低于CK，其

余各株系均高于CK。总体比较，转rolB基因741杨

各株系叶绿素a、b含量均高于转rolC基因741杨各

株系。

图2转rol基因741杨的叶绿素含量

Fig．2 The chlorophyll coocent of the transgenic poplar 741 with rolB and rolC

2．4 转rol基因741杨组培苗叶绿素荧光特性

分析

从图3．A可见，转rolB、rolC基因741杨各株系

Fv／Fm(最大光化学效率)值均低于CK。转rolB基

因741杨各株系变异范围较小，在0．74～0．76之

间，其中B．11 Fv／Fm值较大为0．76，B．6 Fv／Fm值

较小为0．74j转rolC基因各株系变异范围较大，在

0．70—0．76之间，其中C-9和C一18 Fv／Fm值较大

均为0．76，C一2、c-8和C一14 Fv／Fm值较小，分别为

0．72、0．72和0．70，其余株系Fv／Fm值居中。CK

Fv／Fm值为0．77。

从图3．B可见，转rolC基因741杨各株系PI值

范围在0．85一1．26之间，其中C一18 PI值高于CK，

为1．61，其余各株系PI值均低于CK，且以C一2 PI

值最小为0．85。转rolB基因741杨各株系PI值范

围在1．14—1．43之间，其中B．15和B—11 PI值均

高于CK，其余各株系PI值均低于CK，且以B一6 PI

值最小为1．14。CK PI值为1．42。总体比较，转

rolB基因741杨各株系PI平均值高于转rolC基因

741杨各株系。

2．5 转rol基因741杨组培苗激素含量分析

从图4可见，转rolB基因741杨各株系内源激素
图3 转，D。基因741杨的荧光特性

ABA的含量均低于cK’范围在56．56—108．08 5毗，而 M昏3 Th：=三=tander of，口t把he

tr锄sgenic

转rolC基因74l杨株系ABA含量的平均含量略高
‘‘
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rolC基因741杨各株系ZT、IAA的含量均高于CK，

且转rolB基因741杨各株系ZT、IAA的平均含量高

于转rolC基因741杨各株系平均含量，其中转rolB

基因741杨各株系zT含量的变异范围最大，在

378．76一1140．86ng／g之间。

从图5可以看出，转rof基因741杨各株系的

IAA／ZT、IAA／ABA的平均比值均高于CK。转rolB

基因741杨株系的IAA／ZT平均比值低于转rolC基
图4转rol基因741基因杨的内源激素分析

因741杨株系(图5-A)，而转roIB基因741杨株系

。tnnsgen二poplar 74l：i伯，口协and，o肜 的IAA／ABA平均比值高于转rolC基因741杨株系

(图5一B)，其中转rolB基因74l杨株系IAA／ABA的
于cK，但变异范围较大，在51·08～185·58ng／g之 平均比值是CK的6．2倍，转roIC基因741杨株系
间，CK内源激素ABA含量为112·28ng／g。转rolB、 IAA／ABA的平均比值是CK的4．2倍。

图5转rol基因741杨IAA／ZT(A)、IAA／ABA(B)比值

Fig．5 Rate of endogenous hormone IAA／ZT(A)，IAA／AB A(B)in transgenic poplar 741而恤rolB and rolC

3 讨论

通过对转r02基因741杨株系生长状况的观测，

发现转rol基因741杨株系具有生根率高、侧根发达

的特点。但转roIB基因741杨株系生根率、根系生

长量均高于转rolC基因741杨株系，并且rolB基因

多拷贝株系生根率高于rolC基因多拷贝株系¨⋯，这

可能与rolB基因是诱导毛根形成并控制其形态的

主要决定因素、role基因主要是影响毛根的生长速

度与形态¨卜佗1有关。roIB基因表达不仅能明显增

加不定根数量，而且能改变叶和花的形态，甚至引起

转基因植株幼嫩叶片出现枯斑，但较少影响植株高

度的生长¨引。rolC基因表达对烟草植株表型的影

响主要表现在植株顶端优势减弱，分枝增多，节间缩

短，植株变矮，叶型改变，叶片长宽比率增加，叶片色

素含量减少以及提早开花，花朵变小，花粉量下降

等¨引。本研究结果表明，转rolB基因741杨各株系

苗高生长与CK无显著差异，而转rolC基因741杨

各株系均低于对照，顶端优势减弱，这与前人研究结

果相一致。

通过对转rol基因741杨株系叶绿素含量的测

定结果表明，转rolC基因741杨株系叶绿素a、b含

量均低于CK，其原因可能是rolC基因的表达干扰

了741杨叶片组织中叶绿素的正常合成，从而降低

了叶绿素含量。而转roIB基因741杨87．5％的株

系叶绿素a、b含量高于CK，说明rolB基因对叶绿素

的合成起到了促进作用。Fv／Fm值是PSⅡ的最大

光化学量子产量，或者称为开放的PsⅡ反应中心捕

获激发能的效率，是个稳定的研究植物胁迫反应常

用的参数。Fv／Fm值降低表示胁迫使PsⅡ受到伤

害，降低了PSⅡ原初光能转化效率，使PsⅡ潜在活

性中心受损，光合作用原初反应过程受到抑制¨“。

因此，叶绿素荧光参数Fv／Fm的变化可作为光合机

构损坏程度的诊断指标¨“16]。本研究结果表明，转

rolB、role基因741杨各株系Fv／Fm值均低于CK，

出现明显的光抑制，这说明外源rof基因的‘导人，影

响了741杨叶片的光合效率，其机理有待于进一步

的研究。
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植物激素在植物生长发育中起着重要的调控作

用，它作为信号分子在时间和空间上调控植物发育

的许多过程。本研究结果表明，转rof基因741杨株

系ZT和IAA的含量均高于CK，说明rDZ基因促进

了ZT和IAA类物质的合成。有研究表明，胡杨不

定根形成的过程中，内源激素IAA和ABA可能作为

诱导根原基发生的重要信号分子m1，同时IAA／

ABA在一定程度上可反应一种植物扦插生根的难

易，例如IAA／ABA的比值与白皮松生根率呈正相

关关系¨“。转roZ基因741杨株系，IAA／ABA的比

值均高于CK，转roIB基因株系IAA／ABA值高于转

rolC基因株系，这与转rol基因741杨株系生根能力

的提高，以及转rolB基因741杨株系生根率高于转

rolC基因741杨株系相一致。IAA／ZT值能很好地

反映植物地上部和地下部交错生长关系。比值低时

营养芽趋向分化生长，此时根系生长受抑制；相反，

比值高时，根系生长趋旺盛，地上部生长则变缓¨9|。

本研究中IAA／ZT比值：转rolC基因741杨株系>

转rolB基因株系>CK(图5-A)，进一步解释了转

rolC基因741杨株系顶端优势受到抑制，而转rolB

基因741杨各株系苗高生长影响较小的原因。以上

结果可以说明roZ基因转入植物体后，打破转基因植

株体内正常的激素平衡，进而促进了毛发根的形成，

顶端优势受到不同程度的抑制。

．本研究同时发现转roZ基因741杨株系间，同一

性状存在较高的株间变异性，例如在生根率方面，转

rolC基因741杨株系生根率在54．45％一100％之

间，这与在转化时，由于rDZ基因插入植物基因组是

随机的，因而可能与产生具有不同基因型的重组细

胞有直接的关系。因此，有可能从中选出优良的变

异株系，为林木育种提供了大量的的种质资源。本

研究结果表明，在植株生根率和生长方面，转rolB

基因741杨株系均高于转rolC基因741杨株系，说

明rolB基因在改善植株生根和影响生长方面更有

潜力。
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