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  摘要 :中籼 3037 诱变得到新的类病变坏死突变体 Sp1801,以粳稻品种 02428 为父本与其杂交构建分离群体, 并利

用RAPD技术对此突变相关基因进行了遗传连锁分析, 引物 OPI 11和 OPL 03 扩增的稳定的差异片段与突变性状紧密

连锁,两标记与目的基因的遗传距离分别为 016 cM 和516 cM ,并且两差异片段分别为 556 bp 和944 bp,因此 OPI11-556和

OPL03-944可以作为此突变基因的 RAPD标记。序列同源性分析表明, OPI11-556与一个抗稻瘟病基因 pib 有高度同源性。
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Abstract:Sp1801 was a new disease lesion mimic mutant from Zhongxian 3037. It was hybridized with 02428 and

the segregation population was structured. It was analyzed by means of RAPD technique. OPI11- 556 andOPL03-944were iden-

tif ied closely linked with the mutant gene with genetic distance of 0. 6 cent Morgan( cM) and 5. 6 cent Morgan ( cM) re-

spectively.Analysis of sequence homology shown that OPI11-556 was highly homologous with pib, gene resistant to rice

blast.
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  在植物中, 在没有明显的逆境、损伤或病原物侵

染时就能自发的形成细胞死亡,在叶片上形成坏死

斑,其症状与病原物侵染后形成的坏死斑非常相似,

这种突变体被称为类病变坏死突变体( disease lesion

mimic)。这种突变体是研究超敏反应( hypersensit ive

response)的机理及激活机制等的有利工具, 对揭示

植物的抗病反应机制, 增加植物的广谱抗性具有重

要意义。这种突变体在植物中广泛存在, 目前在拟

南芥、玉米、大麦、高粱、大豆及水稻中已发现许多这

样的材料[ 1~ 6]。在水稻中, 自 20世纪 70年代早期

发现第一个类病变坏死突变体以来, 已发现近百种

类似的突变体,目前已进行突变体相关基因定位的

只有 10个左右,且大多数是作为标志性状定位在传

统的遗传图谱上[ 7]。程祝宽[ 8] 1998 年在籼稻中发

现了一个新的水稻类病变坏死突变体,该突变体的

显著特征是, 在水稻叶片上表现有褐色的坏死斑,开

始时坏死斑很小, 随着植株的生长,斑点的数目随之

增大,并不断扩大, 最后使叶片枯死,初步的遗传学

分析表明该性状是由隐性单基因控制,本实验室利

用 SSR标记对此突变基因做了染色体定位。

近年来植物分子标记研究的发展十分迅速, 已

渗透到生物研究的各个领域,在多种 DNA分子标记
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技术中, RAPD标记因其操作简便、不使用同位素和

对模板 DNA要求不高等优点而被越来越多的研究

者采用。本研究利用 RAPD标记对此突变基因进行

分析,试图找到与目的基因连锁的 RAPD标记。

1  材料和方法

111  试验材料

Sp1801由中籼3037经 Co60辐射诱变得到, 由扬

州大学农学院程祝宽提供, 以 Sp1801为母本, 02428

为父本配组杂交, 共获得 F1 植株 3株, F1 植株表现

完全正常,全生育期内没有坏死斑出现,说明突变是

一个隐性性状, 受隐性基因控制。在上述两株 F1自

交,在 F2群体出现了严重的偏分离现象,两个 F2群

体中野生型与突变体的分离比例分别为 314B2和

316B2。将其中第一个 F2群体中能正常结实的种子

分单株混收, 种植了 137个株系, 在这些株系中, 70

个株系出现了野生型与突变型性状的分离, 分离比

例为 413B1( 3 139B735)。选取F3植株中野生型与突

变型植株分离比例接近 3B1的群体( 132B43)作为定

位群体。

112  试验方法

11211 基因组 DNA的提取  水稻总 DNA 的提取参

照Lander E S的方法
[ 9]
,依据本植物材料的特点略有

修改。

11212 RAPD扩增  RAPD 扩增在 T3 Thermocycler

扩增仪上进行, 反应总体积为 20 LLB5 ng 左右模板

DNA,2 LL 10 mmol/ L RAPD 引物, 2 LL 10 @ RAPD
buffer( 100 mmol/ L Tris-HCl pH 9. 0, 500 mmol/ L KCl,

20 mmol/ L MgCl2 1% Triton X-100 原液) , 1 LL 215
mmol/L dNTPs, 0. 5 LL 3 u/LL Taq 酶, (中科院遗传

所产品) , 1215 LL ddH2O,扩增程序为: 94 e 预变性 5

min,然后进入循环, 94 e 变性1 min, 37 e 复性1 min,

72 e 延伸 1 min, 共 40个循环, 最后再 72 e 延伸 10
min。扩增产物经 115%的琼脂糖凝胶电泳, EB染色
后检测分析。

试验所用的RAPD扩增引物根据美国 Operon公

司公布的序列,由上海生工公司合成。

11213  基因池的构建及引物的筛选  F3 分离群体

根据有无突变特征分为两组 ) 野生型群体和突变型

群体,在两个群体分别随机选取 5 株个体, 等量混

合, 形成野生型混合基因池和突变型混合基因池(简

称为野生池和突变池)。由于两亲本间的遗传背景

差距比较大, 故用两个亲本和两个群体池一起对

500个 RAPD随机引物进行初筛, 并独立重复 6次,

筛选出有稳定差异的引物,然后用作图群体对有差异

的引物进行复筛,并独立重复 6次,获得 RAPD标记。

11214  连锁分析  RAPD扩增产物经电泳检测后,
进行数据收集,采用MAPMAKER 310软件进行连锁
分析,并根据 kosbi函数, 将重组率转换成图距单位

( centi Morgan cM) [ 9]。

11215  RAPD产物的克隆、测序及序列同源性分析
 RAPD反应产物在 115%的琼脂糖凝胶上用 1 @

TAE电泳缓冲液电泳分离,片段回收用 DNA快速纯

化/回收试剂盒。回收的 RAPD产物用 pGEM-T-Easy

Vector Systems( Promega)试剂盒连接, 电击转化到感

受态细胞(电击仪为 Bio-Rad公司的 E. coli Pulser) ,

涂于含 IPTG, X-Gal和氨苄青霉素( 60 mg/mL)的 LB

平板, 37 e 培养过夜,挑取单个白色菌落, LB中摇动
培养后用碱法抽提质粒 DNA, 酶切检测插入片段,

送博亚公司(上海)测序。在 NCBI 中输入克隆片段

序列, 对 GenBank 进行同源序列搜索, 运用 Laser-

gene-DNAstar软件对克隆片段进行同源比较分析。

1 Sp1801; 2 02428; 3 突变池; 4 野生池; 5~ 12 突变型个体; 13~ 26 野生型个体,

M为分子量标记 DL2000,箭头所指为差异带, 556 bp

图 1  RAPD引物 OPI11在群体中的扩增情况
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1 Sp1801; 2 02428; 3~ 12野生型个体; 13~ 22 突变型个体;M为分子量标记 DL2000,箭头所指为差异带, 944 bp

图 2 RAPD 引物 OPL03在群体中的扩增情况

图 3 Blast序列比较结果
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2  结果与分析

211  亲本及池间多态性的检测结果与分析

本研究所用的引物在两亲本间有多态性, 表明

两亲本的遗传背景差距较大, 在所用的 500个 RAPD

随机引物中,有 33个引物未扩增出任何产物(约占

总数的 616%) ,其余 464个引物均扩增出产物。从
电泳结果看,扩增产物最少的仅为 1个片段,多的可

达到 12~ 14个片段, 多数为 7~ 10个片段, 片段大

小在 011~ 2. 5 Kb之间,大小片段分布均匀。
212  RAPD标记及其遗传距离

虽然大多数引物均可产生扩增物, 但在初筛过

程中只有 88个引物(约占总数的 1716%)的扩增产
物在亲本及池间表现出多态性,对这 88个引物做 6

次重复扩增试验,有 30个引物可以重复。再用分离

群体复筛这 30个引物, 发现只有 OPI 11(序列: 5cA-
CATGCCGTG3c)和 OPL 03(序列: 5cCCAGCAGCTT3c)

能在群体间扩增出稳定的差异片段, OPI 11和 OPL

03在 02428和野生型群体上比在 Sp1801和突变体

群体上多扩增 1个大小分别为 556 bp和 944 bp的

片段(图 1, 2) , 这两个特异片段与突变性状紧密连

锁。

经过 MAPMAKER3. 0软件的连锁分析, OPI 11

和OPL 03 与目的基因遗传距离为 016 cM 和 516
cM,因此, OPI11- 556和OPL03-944可以作为此类病变坏死

突变基因的RAPD标记。虽然这两个引物在群体上

扩增的带型非常相似,但测序结果表明,这两个是两

个引物在不同基因位点的扩增。

213  序列同源性比较

Blast比较结果表明,OPI11-556的序列与抗稻瘟病

基因 pib 的序列有高达 92%的同源性(图 3)。我们

做过的在突变体上接种稻瘟病菌试验结果表明,此

突变体增强了水稻稻瘟病抗性。从这两个结果来

看,此突变基因可能与水稻的抗稻瘟病性有关。

3  讨论

本研究构建的 F2 与部分 F3 分离群体, 突变性

状的分离既不符合单基因分离比例的 3B1, 也不符

合两对基因控制的 15B1。造成这种现象的原因可

能是: ¹突变基因与致死基因紧密连锁,该基因在纯

合条件下,可导致植株死亡,使 F2与部分 F3分离群

体中突变型个体出现的几率偏低, 而在其他接近正

常分离的 F3 群体中, 由于突变基因在 F2 中与致死

基因之间发生了交换,分离比例接近正常, 表现为突

变基因受隐性单基因控制。 º本实验室把此突变基

因定位于第 8染色体短臂近着丝点区域, 而该区域

的染色体交换通常是受抑制的, 这可能是造成分离

群体不正常的原因之一。» 杂交组合中的野生型亲

本 02428是一个梗稻品种,而突变体为籼稻, 这种亚

种间的远缘杂交容易出现后代的分离不正常。

植物基因的遗传定位常用的作图群体有 F2 群

体、BC1 群体、DH群体和近等基因系群体,而本研究

所用分离群体为 F2 家系群体, 这两个家系 F2 表现

为野生型,经 F2 自交一代, 后代野生型与突变体的

分离比例接近 3B1, 在作图群体不易建起来时, 用这

种 F2 家系群体进行基因定位也是一种行之有效的

方法。
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