
袂等原生质体融合种栽培试验初报

安徽中医学院 (合肥 2 60 0 38 ) 朱泉禅
.

唐 荣华 程晓 i

摘鹅 首次报道用原生质体傲合技术对获芬作生物工程育种
,

取得徽合菌种
,

在安徽霍山县境内

进行野外栽培试验的结果
。

亲本P : 、

P . , .

经获芬苗丝体万生质体分离
、

徽合
、

标记和生合 子检

出
、

培养和鉴定等步骤后
,

制成栽培种F : 、

与P : 、

P . , .

同时进行了对比栽培
。

试验结果
: P :

均

产为0
.

s k g /窖 , P。 , .

为2
.

2 0 k g /窖 , F :

为1
.

7 3 k g /窖
, F :

产l 介于2个亲本之间
,

产t 不够理想
,

对其原因作了初步分析
。
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用原生质体融合技术对获等作生物工程育种
,

改 良获等尸or 沁
。
oc os (s

o hw
.

) w ol f性

状
、

选育抗逆力强
、

稳产
、

高产的新品系
,

是当前获荃育种的一种新赏试
。

我们在对安徽大

别山获等主产区进行深入调查及品比试验的基础上cl 〕,

以经过多年筛选获得的2个优 株作亲

本
,
进行获荃菌丝原生质体分离

、

融合和标记
,

取得了融合子
。

经纯化稳定后制种
,

于 19 91

年在安徽霍山县高山乡长冲村新获等基地进行了野外栽培试验
,

现将结果报道如下
。

1 材料与方法

1
.

1 获荃菌丝原生质体的分离与融合
:

1
.

1
.

1 亲本来源
: 2个亲本为P :与P o s

号菌株
。

前者系霍山县漫水河区野荃驯化而得 , 后者

系从中科院微生物所引进
,

已为当地荃农采用多年
。

两者都是经我们做了大量野外栽培试验
,

后筛选出来的优株〔1〕
。

1
.

1
.

2 亲本原生质体的分离
、

融合与标记
:
将P :与P。

。

的新鲜斜面分别接入培养基中
,

经33 ℃

振荡培养后
,

离心收集菌丝体
,

用缓冲液洗两次
,

然后将菌丝体酶解
、

保温
、

镜检适宜后制

成原生质体悬液
。

在酶解过程中
,

采用荧光色素标记法
,

用两种不同颜色的荧光染料
,

标记

两个亲本的原生质体
,

然后混合
,

同时加入融合剂
,

促进原生质体的融合
。

原生质体融合
、

原生

质体再生及形成率
、

再生率计算按文献〔
2 〕

。

融合诱导剂选用聚乙二醇(PE G )一钙离子系统
。

1
.

2 融合子的检出
、

培养和鉴定
:
根据亲本荧光显色的特征用机械分离方法选出融合 子

,

接种在再生培养基中
,

在33 ~ 35 ℃下培养形成融合菌丝体
,

再经纯化
,

多代培养
,

淘汰不稳

定的融合子
,

达到稳定时将其保存并交付试验
。

融合子鉴定根据
: a ) 融合子与 2个亲本菌丝

体自然形态
、

生理性状及原生质体荧光标记之不 同
。

b ) 酸性磷酸酶和醋酶同功酶谱电泳分

析之差异
。

1
.

3 栽培试验
:

1
.

3
.

1 栽培菌种
:

P , ; P二
。; F , ;

前两昔为亲本对照组
:
后者为融合子第 1代栽 谙种

。

1
.

3
.

2 制种和权堵
:

栽墙种配方 (% )
:
松木棒60

,

松木屑 1 5 ,

鼓皮20 , 石膏粉 l , .

蔗糖 3 ,

尿素。
.

5 ,

磷肥 0
.

5 ,

含水量约65 写
。

1
.

3
.

3 栽墙规 洛
:

窖长〕s e m
,

宽 毛se :n ,

深4 5 e m
,

每窖段木干重Z o k g
,

每个菌株 栽 x o窖
。

1
.

3
.

4 栽堵 j寸间
: 19 9 卜

一

。3 一0 7上窖
, 19 9 2一 12 一 0 8采收

。

2 试验结果

2
.

1 融合株与亲 仁灼产量比较
:

F :
单窖最高产量和均产均处于两亲本之间 , F :

最大个荃重

.

A d d r . s s . Z h u
Q

u a 几d i, A 立h u i C o ll。吕e o f T r a d itio n a l C h in e , e
M

e d ic in e ,
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量达 1
.

6 5 k g
,

与P
o 7。

相似
,

见表 1
。

2
.

2 获荃切片质量 比较
:
从外观色泽

、

看
,

F :
均和 2个亲本相似

,

无明显区别
,

表1 胜合株与亲本的产t 比较

组织致密度
、

透明度
、

传统饮片收购等 级 等 项 来

见表 2
。

表2 胜合株与亲本往等切片质 , 比校

菌株

号

最大个菩

(k g )

单窖最高
产量
(k g )

均产

(k g / 窖)

空窖率

(% )

P 1 1 0

F 1 1 0

P . 7 a 1 0

0
。

5 5

1
。

6 5

l
。

5 5

0
.

fi 0 0
。

5 0 1 0

2
。

2 5 1
。
7 3 0

5
。

7 5 2 。

2 0 0

编号

P i

F -

P 一 , -

色泽

纯白

纯白

纯白

细密度

细密

细密

细密

透明度

半透明 网纹状

同上

同上

等级

1

1

窖数

注
: 切片厚度 1 ~ Zm m

3 讨论

鉴定融合菌株
,

我们除采用统计融合菌种菌丝体与亲本菌丝体的形态和生理状况的差异

外
,

还采 用了同功酶谱电泳分析法
。

同功酶是基因表达的直接产物
,

对不 同品系和个体其同

功酶可存在差异
。

本试验用的融合种 (F
,
)

,

在相 同条件下
,

出现浅色新谱带
,

在相 同谱 带

中
,

也有加深加宽的结果
,

显示了与亲本的差异
,

因而证明为融合种
。

从栽培试 验 的 结果

看
,

融合种的产量介于 2个亲本之间
,

平均每窖产鲜荃 1
.

73 k g
,

明显高于P l ,

其个体成形好
,

质量坚实
,

结荃大
,

但产量仍低于P 57 。 ,

而P l
则没有显示其以往栽培试验中的优势〔1〕,

显示

性状不够稳定
,

分析其原因可能与 1 9 91 年栽培季节正遇安徽遭到特大洪灾
,

大别山区困于雨

水过 多
,

荃场条件变劣有关
。

由于杂种优势是一复杂的遗传现象
,

是多基因的综合结果
,

即

使在原生质 体融合技术中
,

我们筛选了异核体
,

并保证了它的纯度
,

但在多大比重上
,

实现

了基因重组或互补
,

并能在野外栽培试验中
,

稳定地
、

定向表达出具有2个亲本的优良性状
,

成

为希望得到的
“ 目的融合子

” ,

还待进一 步探索
。
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