生命科学学院
本科生能力提高项目（科研训练）基金
子课题概要
申请类别：   指南项目□√             开放项目□           
课题名称：无载体、无选择标记基因的转基因耐贮藏河套蜜瓜的培育                                              

教师姓名： 哈斯阿古拉   研究方向：  植物分子生物学及基因工程              

合作指导教师： 郝金凤、张立全    
拟接收本科生年级和人数： 05级2人、06级2人                    

研究项目介绍

	背景知识
简介
（或训练内容）

	    本项目是关于甜瓜果实发育分子生物学及其基因工程的研究课题。内容涉及基因克隆、表达载体构建、植物基因转化、转基因植物的检测、转基因耐贮藏甜瓜----河套蜜瓜新品种培育等植物分子生物学及基因工程的研究内容。

	现有研究
基础


	申请者长期从事甜瓜（品种为河套蜜瓜）果实发育分子生物学及其耐贮藏基因工程研究。曾主持完成多项国家科技部项目、国家自然科学基金项目和内蒙古自然科学基金项目。克隆了甜瓜ACC合成酶基因cDNA、ACC氧化酶基因cDNA、PG基因cDNA、甜瓜果实特异性表达黄瓜素基因启动子，建立了河套蜜瓜花粉管通道法转基因技术和农杆菌介导转基因技术，将ACC合成酶反义基因和ACC氧化酶反义基因分别导入河套蜜瓜，经过多代自交选育，已获得了T6代转基因耐贮藏河套蜜瓜新品系，这些品系已经农业部批准，2002年完成了“中间试验”安全性评价 ，2003年至2004年完成了“环境释放”安全性评价，2005年进行了“生产性试验”安全性评价。为本项目的开展奠定了坚实的基础。



	研究摘要

	利用植物双元表达载体pPZP211和RNAi（RNA干扰）载体pART29,分别构建甜瓜ACC合成酶基因cDNA、ACC氧化酶基因cDNA、乙烯受体基因Cm-ETR1、Cm-ERS1、Cm-ETR2  cDNA超表达或RNAi表达载体，用限制性内切酶切割，电泳分离和制备无载体、无选择标记基因、只含有启动子、目的基因、终止子和LB/RB序列的目的DNA片段。应用花粉管通道法将目的DNA片段导入内蒙古特产的优良甜瓜品种河套蜜瓜，获得T0代转化种子，播种于田间，进行自交，根据分子检测结果和转基因果实的耐贮藏表型筛选转基因植株，收集耐贮藏果实，采集T1代种子，播种于田间，自交授粉，继续评价果实耐贮性，并根据分子检测和表型分离情况，选择纯合株系，采集T2代种子，进行外源基因拷贝数测定。为进一步培育无载体、无选择标记基因的更具有生物安全性的转基因耐贮藏河套蜜瓜新品种创造条件，可见本项研究具有重要应用前景。

	进度计划

	（1）2008年：载体构建、制备导入片段；转化河套蜜瓜，获得大量T0代转化种子；T0代植株的分子检测和耐贮性鉴定；获得T1 代转基因种子。
（2）2009年：T1代植株的耐贮性鉴定和生理生化分析；获得T2代转基因种子；外源基因拷贝数测定。

	预期成果形式
	1、在实际应用方面，获得无选择标记基因、无载体骨架的转基因耐贮藏河套蜜瓜，为解决转基因甜瓜生物安全性问题探索一条新的技术路线。
2、在基础理论研究方面，阐明甜瓜乙烯受体基因对果实发育和成熟的调控作用。在国内外重要期刊上发表2～4篇高质量的研究论文。
  3、在人才培养方面，培养1名硕士研究生、1名博士研究生、完成4名本科生毕业论文。

	项目来源说明
	    该项目前期研究工作已获得国家自然科学基金的资助，项目名称：“无载体、无选择标记基因的转基因耐贮藏河套蜜瓜的培育”。起止时间：2007.1～2009.12。资助经费20万元。


注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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