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摘 要

银崛上杆菌菌林丁��
，
��� 和��比 单独汉与 �沼 �知�� ��������“ 几�。 �带有一

嵌 合基因八��一���使植物产 井
�

卡那霉素杭性� 共种 马伶薯块茎盘
。

每块茎盘肿 嚼

数 闯细菌蔺株
、

马铃薯基因 型和所取块 茎盘在块茎
�

上的位置 而 变化
�

了切诱导的品种

��
�

���
�的肿擂 分化 了羊

。

大 邓 分肿病的分化茅合成胭 诣减
，
表明是注 。�主�一一���

转化的
。
用发根土壤杆首直株�

�

诱导为毛状根切段络养启 再生 成林
。

序生植林其 有

明显 钓衣型 变异
，

并有
���’�����合成 证明是经����一���铃化 的

。

� 前 言

土壤细 菌根癌上壤杆菌���
，

，

。，乙。 。 ，。 �夕，，川

，�，������
。 。 ��和发根上壤杆菌��

�

动��� ，�，，�、 �

为双子叶值物及少数 几种单 子叶 植 物 提 供

了一个天悠的 埃因转移系统
。

布良癌土壤杆菌

带有��� 质粒
，
野生型的��质粒能使植物在伤

口处生长冠瘤瘤或肿瘤 〔�，
�〕 ，

��质粒上 带

有一段�一���〔���〕
，

含有生长素和 细 胞

分裂素基因
，

转移到植物细胞基因组中引起

瘤性生 长
。

改造的��质粒更适 合 于 外 源 从

因转移
。

共 整 合质 粒 �、������������，���

是 由 “
解除武装的

” 气�� ����
��

『

�宝质 粒

�������不土�带有嵌合基因入��一���的质粒

�����������经过一 次单交换产生的 〔�〕 。

发根土壤汗菌的��质粒作为基因转移灼

载体��， �〕 ，

具有以下优
�

点
�

转化
�
二状 根 在

无激素培养丝上快�主生长
，
可作为一明显的

转化标记 〔，�， “ 〕， 且就少℃夕卜乞，戈��卜， 是电�仃细

胞发育的 〔��，
��〕 。

可以通过共整合〔��，
��〕 、

双

元载体 〔��〕 、

双转化和多转化〔��〕来利用��质

粒的 珑因转移功能
。

现有的马怜薯品种存在若厂
、

�

壁和营养价
�

道低
、

不抗病虫等问题
，
应月�常规

一

育种伎木

在咬时间内很难 奏效
。

利用土壤杆菌的基因

转移系统
，

可以快�虫有效地转移少数外源基

因
。

国外在马铃
一

薯遗传转化方面进行 �
’

很多

工作
，

取得了工要进展 〔��，
��

，
��〕 。

我 国 在

这方画的工作刚刚开始
，
于澎亘较少 〔��飞， 有

必要对转化条件在�效徕再生等进 行研究
。

� 材料和方法

�
�

� 块茎材料

马铃薯四 倍体栽冶品种 戈����� 、 ，，‘ �� �

���。 、 “ 爪 �
� ，
�� � ����

。 滋，汉
，
����和���一

��等由河北坝上衣拜所提供
。

试 验 主 要 以

� ���、 ��为材 料
，
�亥品 种再 生能力强

、

具有明
产

暴币遗传标记�红皮黄 肉�， 且有丰富的变异
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表型
。

京丰�号
、
�������。等块茎为本所����

年收获的秋薯
。

�
�

� 细菌培养

试验听用的 �
�

茗�。 。
厂���叨�野 水型菌株

����
、
�绍

、

几�和 月
�

动众口岁二
�
野生菌株�

�

由甘肃农大戴朝曦教授等人赠送
，
�

�
��。 。加

�

����� ������������������� 。 � 由 比 利 ��寸

���，大学��� �
�� 、���博士惠赠

。

固体培养基���上培养�天的细菌
，

在液

体���培养纂中振荡坊养过夜���一��
�

��
，

取���。克以���转�分的速度
，

离心��分钟
，

弃 去 上清液
，
用���溶液稀释到原体 积 ��

毫升
，

备用
。

用值板计数法和测定吸光率 �������

来确定细菌浓度
。

���培养基
�

牛肉膏 �克
、

酵母提取液

�克
、

酪蛋白�克
、
�����克

、

����
‘ ·

�� ��

�克 ��二��蔗 糖 �克
、

琼胎 ��克
， �月已成

����毫升培养基
、 ��订

�

�
。

���溶液
� �� ��� ‘ �

�

�二克
，
例。 ���� �

�
�

��克
、
��
�� �

�

�克
、

配成����毫 升蒸馏水

溶液
， �兀生�

�

�
。

对于����工�������������
、、�� ，

培 养

基中加入��毫克�升硫酸
一

�切”霉索 ‘�����夕
�

��。 �、 �丈��
��

。

�
。
� 转化

�
�

�
�

� 野生��质粒单转化

将表面消毒灼块茎削去纵向 两 端 的 表

皮
，
用打孔器扎取直径为 �厘

一

米的柱体
， 一

再

用解剖刀将其切成���毫米厚的圆片
，
分别

浸入��� ，
���和����的 ���溶液中 �浓度 约

��召个�
，���

，
轻轻振荡溶液

，
��分钟后

，
万菩

块茎盘取出
，
吸干表面菌液

， 、

卜放 在 叻 毫

米玻璃培养皿的固体�� ��� �不加催糖和

肌醇� 培养基表面
，
匆皿 �块

，

用透明胶带

封侧
。

培养皿放在 �了
。
�

、
��小时光洲 的 生

化培养箱中培荞
。

诱 导产生的肿瘤长 到 �一

�毫米时
，
将伸瘤 勿下

，

玫置在加有 ����毫

克�升竣节青 霉 素 �‘ �场 。 “ 。
����

。 ， ��� 的

�� ��� 培养韭上杀菌 �天
，
然后转移到加

有���毫克�井山的�弓 ���� 或同徉水平��的

�� ���刊弓�夕毫克�
�

丁�
一

� ��肠毫克�升 十 蔗

搪名。克�升夕堵养毖上促 吐才灼再 上
。

艺
�

�
。

� 双转厂匕

�导���
， 〔 ��和����与 ������〕��������

�工��“· 。 。
按川 �“ ��

�

�
�、 ，，� 。勺比例接种于块茎

�主
。

得到 ‘
一

�兮仲 沼 瓷在 明
一

��’ ���毫克�升 ����。 �
一

��，����� �。 ��� � �。 〔�
��，，�� �

一

士。
‘ 、

�������汁勺������

培养从上杀菌
，
然 亏转侈川���有

‘

工�����玉硫

酸卡那霉 素 和 ��� 毫克刀
一

卜����。
��� 的 � �

��。� 培莽推上筛
�

选抗性仲瘤�双转化体�
，

在��培养缝 上再止茅
。

�
�

�
�

� 用发报土壤杆菌转化洁种�
����。 。

共培养方法同 �
。

诱导产生的毛状 很长

到约扛�长时
，
切下 �毫米左右的根尖

，
在

尤抗菌素的�� ‘��� 挤 不 转
�

�培 养 ���

天
，
观察 无菌落

’ ，二矛胜
‘
�
‘

上
，

手艰尖转移 列��

���� 培 冷 ‘
，

匕上扩 友繁殖
�
一
二

生菌落的根
，

仅根尖 � 乞米
，

收斑州 方 � 。 。 。毫克�升
��的

�� ���� 培 序 咬上哈车�一 生天
，
取 其 尖 端

·

�毫米放 仁万
、

�
��

、 ’

勺从� ���� 培养 荃 上 测

试是 否厄全脱菌
。 、

主祥 生过 比轮倍养
，
优可

得到无菌的 忆状很培莽 阶
。

将 乙份戈很 日成段 �。
�

����
， 一 ‘

爹不 庄 儿

种诱 导愈沛的堵 矛毕土
，
培 李之周后长出愈

厉组织
，

将 百 厉组织 泥其旧
、戈转移���培 养墓

东土
�

匕生 牛
。

从 生芽达到 �压米
、�

一

百时
，

��� 卜

转移到五巧 �乙�� 培 厂月
�
一 �

仁土
‘
杖

。

�
·

�
·

测定

匹廖
�

件 �卿
，卜 、

� 测定

旨喊 �切娜 沙���冲扣扛位减 ��� ��，

不�丁

��

�
一

均为
。
扮 。
型

，

�����

合 戈

理烟几

咽刀旨御 台成策鱼碱
，

型

肠 为
。 �，。

，
�，�，��

·

型
，

沂��
，
访
。 ，·。 、 ��，飞�

「。
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钟瘤均为白色
，

结构 紧 凑
，
生 长 较 慢

，

��笼的肿瘤初为半透明状
，
魂周 后逐渐变为

褐色
，
且生长较快

，
在肿有丧而 密 集 成 一

片
· 。

�
�

�
�

� 不同基因型对同一菌株诱 矛钟瘤的 丈

应

统计发生的神瘤数
�

发现同一 菌株对不

同基因型的肿瘤诱导效果不同
。

如 用 ���诱

导 �个基因型
，

得到表 �的结果
。

其它菌株

与之相似 �资料略�
。

不 同墓目型讨������诱导仲 亏的 反

应 �共培养��天 斤 、

基 因 型 接种块茎盘数 产主肿瘤数 每决茎盘仲瘤数

�
�
，

�
︼���

�
，山弓

曰�目�，︺��讨�
��‘�

根据��
��飞�等 ������〔��〕听述的 方 法

，

将新鲜组织 �肿瘤
、

茎
、

叶和 浪� �������

毫克放在一个无菌的离心管中
，
用玻璃作挽

碎
。

在小型离心机上离心��分钟
，
取其上清

液��
，�在��

�，���� ���层沂滤纸上点 �
�’

井
，
可羊

点之间相距 �厘米
，
用吹风机迅速吹干

。

分

别用�
�

���
，�������

·

�
和�

�

�����，���� � ����
�

���作为标样
。
理���

，
��毫安电泳 �小时

。

电泳液为 甲酸
、

乙酸和水 ����
�

��
，
����

的混合液
。

将滤纸 吹 干
，
井 用 新 配 制 的

�
�

�� �菲醒的纯酒精液和 ���������
���

���酒精液 ���祝合液染色
。

吹干的滤 纸 在

紫外光下观察少手拍照
。

�，�������测定

恨据�
。 ���� ������ 〔��〕所述

，
韭本方

法同上
，
标准样为�

�

���
�爪 。 ����

。

得到的电

泳滤纸吹干后浸入碱性硝酸银溶液中 ��
�

��

��水中含�
�

���� �、��� �，
加入 �� 毫 升 丙

酮
，
一滴滴加入蒸馏水直到银沉淀溶解�

�

风干��分钟
，
然后 在 �� 毫 升 ����

��� 与

��毫升甲醇混合液中浸一下
。

风干��分钟
，

浸在硫代硫酸钠溶液 ������� 中
，
流水

冲洗�一 工小时之后风干
，
观察

，

照拍
。

�
�

�
�

� 染 色体计数

取新鲜的根尖
，
在饱和的对二氛代 未溶

液中保存 �小时
，
在卡诺固定液 �乙醇

�

冰

醋液 二 ��

�� 中过夜
。

然后在 �� ��工�拼液中

��
”
�水解 ��分钟

，
用卡宝品红液 染 色

，

在

�������显微镜下观察井拍照
。

���一��

�������

�������� �� ��� ��
�

� �

��一测验
，
显著水平�

�

�多
，
不同字旧表示差异显著

结果与讨论

野生��质粒单转化

在��
�

�
，
��小时光照的条件下

，
感染的

块茎 �天以后就 可以 见到 小突起
，
�天以 后

从块茎上大量产生肿密
。
工��

、
���和 ��地诱

导产生肿稠的时间没有明 淤的区训
，

但 �种

肿瘤的形 怒�����向
一

听下同
。

���和�粥 诱 份的

�
�

�
�

� 不同菌株对同
一

基因型的 诱 导效果

表 �资料表明
，
根癌土壤汗菌不但讨寄

主植物的范围有一定要求
，
而且对植物不同

基因型的反应也有显著差异
。

在进行遗传转

化时
，
选择敏感的墓因型

，

可以提高转化效

果
。

�
�

�
�

� 不同部位的块 劣盘对根癌 土 壤汗菌

诱导肿瘤的反应

从块茎的中心抽打取灼柱状体
，
叮戎决

笔盘感染细菌��天后
，
统计依次排列的块 节

盘上的仲瘤数
，

发现从块茎生物学上端到下

端肿瘤数逐渐减少 � 而在币直于 中 心 柱 方

向
，
从映茎纵向长度 ���处汀取的住状体

，

各块省盘产生的肿瘤数没有明显的差异 �丧

��
。

各菌株的诱导效果都有相同灼趋势
。

发恨土壤杆菌诱导
一

毛状很的情形 与 之 相 似

�后述�
。
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表 � 品种�������块茎不 同部位对��免诱导

肿瘤的反 应 �共培养��天�
���，�，，曰�������������，�������������� 一

一
尸尸����户

， ， ，咋 ，
一 ，，，，�尸，，

块 茎 盘 序 号

方向 � � � � � � 夕 � � �� �� �� ��

纵向
�上一下�

横向
〔左一右�

�� �� ��刁����� �� ���， �� �� �� �

�� �� ���� �� ������ �� �� �� ��

���两�口�州���阳，州团 、 � � �口加���叻�口�口 �口口，���自口， 飞 � ，��，， ，晰，电� 勺�目��国 ��暇峨， 贬认别
， ” 知二翎翎

��闭，��� 二��门，� ，�

�
曰� ” 打 尹，

以上资料
一

友明
，
位于块茎前端的�戈茎盘

对两种土壤杆菌的反应要比末端 的反 应 敏

感
，
这可能是由于前端比较幼嫩

，
而末端老

化
，
各自处于不同的生理状况所致

。

由此看

来
，
选择幼嫩的组织或器官 �块茎前端

、

芽

尖和子叶等� 作为转化材料
，
可能会提高转

化效率
。

已有报道未曾述及以上现象
，
因此

还需进行深入研究
。

�
·

�
�

� 胭脂碱分析

������。经乃，诱导的肿涵
，
在小加 激 索

的�� ���� 培养基上培养 � 个月后
，
有士了

、

肿瘤分化出芽
。
各个肿瘤块分化芽的数量差

异很大 �表 ��
，
其中 �个肿瘤块的分化分

切下后转移到�� ��的 或生根培养 诀���十

����
�

��盯力 上不能少根
，

似这些芽 及 其

肿瘤块都检测到胭脂 碱
，

由于胭脂喊是 �一

���上的基因在植物细胞中表达合戍的
，

非

转化组织中末检测到胭脂碱
，
可以证明这些

再生芽是经过仁�一
一

���转化的
。

已有资科表明
，
��质粒诱导的��中瘤是 由

正常细胞和转化细胞组成的嵌
一

合体
，

而这些

转化细胞也是由不同结杭的�一 。 入�单独转

化的 。 �，
��

， ��〕 。

被丁�� �一��人转化的细胞

所产生的促进芽分化的 随物激素
，

不但可以
�

长 � �乡诱导的�
����二钟瘤分化 的芽

使转化细胸 士芽 石泣种律不 易生很�
，

而且可

促进其它妞咆再汗 年〔�印 。
��三��再生的芽

可能扰是由作转细逾六 与为
，

再生芽能正常

生恨
。

转化 牛汉离体尽 资列 正信小泣株上
，

以

其 得到转手匕植袜
。

�
�

�
�

落 下同基因 里的 冲斑 丈飞的 兮化能力

几�诱导的帅僧中
，

只有 ���汀。 。
的仲瘤

培养 �个月后分化 �
’

芽
，
而其它 洁种的肿瘤

均未分化
。 一

才
一

叮脂 居由于不同基因型的肿嗜

的分化旅 ��有 鉴异
。

马怜廖为组织培荞中
，

基因型的 代且织 方个 走勺
” ��，��。 。 ����，���。

川
。
以�� 抓少分化 川再 上

‘

也着十分 暄要 的 作

用 〔��，
��〕 。

现 己报�山沟
一

马铃薯遗传转化主要

在容易再生的�
����。 。

，
����� ����和��

���
�
等

品种上取
「

少成功
。

�
�

� 用野生菌珠和改造菌株进行双转化

肿 瘤 号 分化苗数
。 二 在培养基��
�可瞥 ����上生根

胭儿碱

�����

���
�

��

�百� ��

����
’

�

�� 丛生芽 一 十��株〕

一 十

独习

� � �” � 目� 脚�
，，刊，

当一纤上型的从贡位与一改造的带有 目

的基因的��质位混 台感染恤物细咆时
，

有 些

到咆可能会同讨 脸内 沁下�质粒均�一��� 转

化
。 �

主于�
，
双传化的洲

’
�已花

一

挂任不加植物敌索

的培养丛上 �
‘

�主 级长
�

沁川匕
，

同时又
�

犷有要

呀入的 目的 上因
，

不州
�

饰勺难因进 厅筛 �立
，
可

以于孚到才述转化
。
且月

、 。

炎� ，
习

。

匕�
‘

不同灯 二
�

世菌招
�“手

�
舒有共整

合质位的很癌土壤仔菌几 合感染 洁种���一

�� ��
一

天后 秀导声生的帅 位效
。 、 ’
丁以 舌 出

，

两个胭脂碱型的菌侏
，
仗转比比 单转化诱导

产叮
一

为种 坟 衬显减
一
而章应碱型的菌株

�
，��州勺代转化比 单转化 心

『‘

子的钟思数无明显

率川
， ，泣可呢址山 犷吨戈菌侏与

�

褚仃共整台

质位灼恨耳土埃汗菌川互作用不同的结果
。

‘
�

之沁 汁叹种诱 子
�

闭冲招转 移到加 有 �。 。

毫兑�升硫酸卡邵毒索均涪 排 二
�

红创计
，
�周以

后
，

就可看 川有沈分神称
二�衬卡生

一

民
，
另一部

分仲瘤则 �‘ 生 咬 逐 折变为渴色
，

最后死

亡
。

表 �给
‘

以丁
一

户
，�

方择 �六爪从
�

仁筛逃 �周 以

后的抗胜伸 八妇洲
��百分率 中

，

万虫接种产生
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����

的肿瘤均不抗卡那霉素
。

表 � 单独 私混今接种对品 仲���一�只产生

月书店数的书 响 �于吝养��天后 �

组 合 楼种块茎盘数 诱导际瘤数
何块茎盘
肿户数

�
�

��，

� �互�

�
�

� ��平

� ����

� ��，� �。亏。
，

� �三�
� ��奋

。

� �‘ ��� ��云。

���

���

�
�

� �

�
�

� �

� �

���目八口��月‘内��︺作曰

�
�

� �

��
�

� �

门气了�，尹�，、，山弓」

︸︻﹃︸

六曰目��︸，口门�﹃

������ ������� ����������

���一测聆
，
显芳水平�

�

��

���的肿瘤有自然 发 生 芽 的 能 力
，
才

���混合感染得到的抗性仲 疥
，
进行教代

�

啥

养以得到转化植株
。

抗性肿瘤是否是经过双转化的还要进 行

��� 亚西仃活 性 钡�定和 �������� ��〔川 ��� ‘
，

析
。

但 。 而 。 �
分析表明

， ’

诬
一

��
，
��� 单 独 或 与

�����混合诱导 �为月中瘤
，

者�二有
积������ �

�

��弓�

单独诱导的钟瘤 都 有
。 ��。 户

��
存 在

，

而 与

�����混合诱导的刀中瘤含 有
门�����” 。

和 ����
�

��” �，

可作为双铃化的一 个化证
。

矛
一

� 不 同肿瘸对卡那 雾素

�筛选 ��司�

与元介

组 合 肿 姗 数 性肿
� 执性肿瘤

百分率 ���

� ��， 二�

� ��，����� ��

� �玉� ��

���一���弓� ���

� ���� ���

��‘ ��
一

卜��生� ���

��
。

�

�� �

��
�

�

�
�

� 用发根土壤杆范�
心

�������

用�
‘
感染�

。 �����块

转化马铃馨品种

劣盘
， �厂�

，
�� 小

时光照下
。

第 �夭即有很小的毛 状 突 起 产

牛
，
第 �廿丈开始便有大量的毛状根产生

。
�

周以后
，
很少有新根产生

，

原来产生的根便

开蛤分枝
。

毛状恨
�

�
一

密波娜而细的绒毛
。

毛

状根的向地性减弱
，
往住向上突起

，

而不是

仲向培 冷草
一 。

用 ���处理的对照不产生根
。

� 。 只����
�
�。 个刀�省六的平均毛状根数 �培

弃��夭后�为 了�
。

�谧 �
�

几 各块茎盘 上 产生

毛状根的 条数共 异很大
。

从块茎的生物学上

端到下端毛状根数逐渐减少
，
这与用野生��

质拉诱导仲有的情况相阻
。

将脱菌的毛伏恨培 泞物切成 �
�

�匣米长

的切段
，

接在含有��
，
��

，
����一������

于�����
、
��� ��

�

��一�
�

������ 的 �种

不同培养基 卜
，

�音养 �周后
，

除在 �� 培养

某 ���� �������� ����
。

������� 蔗 糖

�。刀��
��

匕在 切段的生物学上端形成愈伤组织

外
，
在其余的培养基上 切段之一端或两端均

产牛次牛的毛状根
，
继续培养�周

，
愈伤组织

增大到�一�毫米大小
，
将愈伤组织连其 切段

一起转移到生芽 涪养某��上
，
�一 �周 以 后

使 育从 牛芽产生
。

从随机取的毛状根克隆及其愈伤组织和

再生芽的 切段都检测到
���。 ��� 。

的 存 在
。

这

夫明毛状根是经���丁一��� 转 化 的
，
�一

���枪定整合到植物细胞巾
，

可以通过愈伤

组织传递到再生芽中
。

衬三��� 了一���转化的

另外一个结果是将�一���上的生长素基因

带到植物细饱
‘
�
“
并表达

，
使产生的毛状根可

以 八
二
小 加伙物激索的涪 矛毖上快速生长

，
而

川
�

八
一

，庆银叨段�扩二 上愈厉的时候也起作用
。

� 。 ��、 。
的 、口

��
一

汉 庄��
一

卜分、 �毫克�升 � 工八�

‘毫克�夕
一

卜涪 侧邃上涪介 �周后生芽
，
而培养

在此洁
�污基上的毛状根 田段只产生次生的毛

伏 浓
，
说明由 犷�一��八上生长素荃因的表

达而使毛状根细胞有较高水平的 内 源 生 长

索
。

庄试验中观察到
，
在��培养基上

，

只在根

叨段之一端 �幼嫩的一端� 长出愈伤组织
，

在
�
弓一端则很 少产生愈伤

。

而培 养 在 ��
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����

培养华上的正常根
，
膨大并在两端产生愈伤

�虽然幼嫩端较多�
。

这也表明
，
由于�� �一

��八的作川
，
改变了正常根所具有的 激 素

习‘ 衡
‘ 。

��培莽基上根切段产 卞愈伤的 频 率 达

到����
。

在转移到生芽培养 长��上的根 切

段中
，

有刊 �的根段再生了芽
，

但再
广�
�

芽的

多少有羊异
，
最多达��个

，

饭少仅 �个
。

已分析的��个转化小植株
，
根尖染色体

均为��条
，
当然这还不能说明所有再生的转

化植株没有染色体数目变异
。

发根土壤杆菌诱导毛状根的再生植株
，

也有一 定程度的染色体变异
。
�。 二 �

等〔��〕在

含有��和 �
�

�一�
一

的��培养基上使 ������。

的毛状根产生愈伤
，
然后在 �� 培养基上生

芽
。

总共至少需要��周的时间
。

本试验最快

可以在�一�周内得到再生芽
。

而且在有限的

观察群体中未发现染色体变异
，
可能是由于

再生时间比较烦的缘故
。

因为愈伤组织再
�

生

时问越长
，
发生变异的可能性越大

。

在毛状根培养过程中
，
发现有少数毛状

根可 以自然发生芽
。

这种现象在 烟 草〔�匀 、

花椰菜 〔��〕和马铃薯 〔��〕上也有 报 道
。

而 月
�

马铃薯的毛状根可 以通过休细胞 发 生 再 生

芽 〔��〕 。

再生芽在�� ����培养基上生长 比 正

常芽快
，
而且小植株比较健壮

。

转移到温室

的转化植株
，

叶 片给缩
，
根系发达

，
表现出

明显的表型变异
。
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