附件1、完善了成都生态区油菜科研材料的小孢子培养技术体系和抗病虫等转基因技术体系

对四川成都生态区甘蓝型油菜小孢子培养的影响因素作了系统研究，结果表明：（1）小孢子形成阶段的温度及昼夜温差、花蕾消毒液、小孢子培养浓度及株龄都是影响小孢子胚产量的因素，小孢子形成阶段的温度以10-15℃,昼夜温差5℃左右胚产量最高达到300枚/蕾，温度低于5℃或高于20℃胚产量都较低甚至不出胚；花蕾消毒液以0.1%的Hgcl2效果较好，培养浓度以3-4蕾/皿较好；2009年成都生态环境下，株龄从125天到150天，胚产量随着株龄增加而增加，到141天达到最高，后逐渐下降。（2）提高小孢子胚发生能力试验表明：在诱导培养基上添加适当的6-BA和NAA有利于小孢子胚的发生；固液双层培养优于液体单层培养；在诱导培养基中添加秋水仙碱加倍处理小孢子胚产量与对照差异不明显。在诱导直接成苗前对子叶型胚进行12h/12h弱光照1～2d、在生根培养基中添加一定浓度的NAA等处理能提高小孢子胚成苗率。通过以上影响因素的系统研究，形成了一套四川生态条件下的油菜小孢子优化体系；建立了一套新胞质不育材料的小孢子培养优化体系。对优良材料的复合杂交后代61份材料进行小孢子培养，得到了一批小孢子植株。

利用农杆菌介导的方法，将抑制植物衰老基因pCAMBIA1301-SAG12-ipt、抗蚜虫基因GN34、广谱抗病基因NPR-438导入甘蓝型油菜恢复系中，获得了抗卡那霉素的再生植株，经过PCR初步鉴定，目的基因已经整合到NEAR基因组中。对抗性植株进行菌核病和蚜虫的抗性鉴定，得到了阳性转基因植株，并通过两类抗性植株田间杂交进行基因聚合，结合小孢子培养筛选到双抗转基因纯系。对遗传转化影响因素的研究表明：经预培养2天后进行农杆菌浸染的下胚轴抗性绿芽率高于对照；农杆菌浸染后的下胚轴经过恢复培养一周再进行筛选培养有利于抗性绿芽的诱导；农杆菌浸染以直接将菌液与油菜下胚轴共培养2-3天后进行筛选培养的抗性绿芽率较高。利用Floraldip法将抑制植物衰老基因pCAMBIA1301-SAG12-ipt导入J-18和J-MZ9935，转化率分别为0.66%、5.04%。荚角开裂基因IND和大粒基因wRky基因正在转化之中。
