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wholegrowthperiod．Inordertoidentifythemutant,nearisogeniclinepopulationsofZhongcuiBandZhong９Bwere
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andrecurrentparent．Comparedwithwildtype,Bc１８significantlydeclinedby７０．７０％ and４７．１６％in mechanical
strengthofculmandleaves,respectively．Nosignificantdifferenceswerefoundintermsofgrowthduration,plant
height,paniclenumberperplant,spikeletnumberperpanicle,seedsettingrateand１０００Ｇgrainweight．Cellwall
componentsanalysesshowedthatcellulosecontentandlignincontentinBc１８hadnosignificantdifferenceascompared
withthoseofwildtype,whilehemicellulosecontentinculmandleafdramaticallyincreasedby３１．８４％ and１７．３５％,
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摘　要:从三交组合ⅡＧ３２B//协青早B/Dular的F２群体中获得了１个脆性突变体,整个植株表现全生育期脆性.根据该突
变体的表型,将其命名为Bc１８(Brittleculm１８).为了更好地鉴定该突变体,用正常茎秆强度品种中９B作轮回亲本与Bc１８
杂交,创制了Bc１８ 脆秆近等基因系中脆B和中９B.表型鉴定显示,突变体Bc１８ 在生育期、株高、单株穗数、每穗粒数、结实
率和千粒重等主要农艺和产量性状上与野生型中９B无显著差别,但茎、叶的机械强度分别下降了７０．７０％和４７．１６％.细胞
壁组分分析表明,突变体 Bc１８ 茎、叶的纤维素和木质素含量与野生型中９B 无显著差异,但半纤维素含量分别提高了

３１􀆰８４％和１７．３５％.６个杂交组合F２和１２个回交BC１F１群体的遗传分析证明Bc１８ 脆性突变由单显性基因控制.采用图位
克隆技术,构建了Bc１８/０２４２８和Bc１８/９３１１的 F２定位群体,并利用网上公布的SSR标记和新设计的InDel标记,最终将
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　　水稻茎秆强度是一个非常重要的农艺性状,与
水稻的抗倒伏、产量、米质和品种的适应性密切相

关,是超级稻育种的重要考核指标之一.水稻脆性

突变,一方面导致茎秆机械强度显著降低,影响水稻

的抗倒伏性和栽培适应性;另一方面,脆性突变导致

茎叶细胞壁的组分改变和适口性增加,使其有望成

为动物饲料的原材料[１Ｇ２],甚至成为提取生物能源乙

醇的宝贵资源[３Ｇ４].
水稻脆性突变体的研究始于２０世纪６０年代.

自１９６３年 Nagao等[５]首次报道水稻脆茎突变体

bc１ 以来,已鉴定了２０多个水稻脆性突变.,这些脆

秆突变体大多数由隐性单基因控制,只有Bc６ 和

nbc(t)由显性基因控制,其中Bc６ 由半显性单基因

控制[６],nbc(t)为双显性基因控制[７].利用脆秆突

变体,克隆了一系列脆秆相关基因.OsCesA４、OsCＧ
esA７、OsCesA９ 编码纤维素合酶催化亚基,在功能

上并不冗余,可能形成一个纤维素合酶复合体参与

次生细胞壁合成[８].bc７ 与bc１１ 是等位基因,均是

由纤维素合酶基因OsCesA４ 突变产生[９Ｇ１０].fp２ 突

变体为OsCesA７ 基因发生了错义突变,导致植株矮

小,叶片披垂,机械强度明显下降,生长缓慢,纤维素

减少了７５％,木质素减少了６８％,半纤维素和硅质

则增加了３１％和３０％[１１].Bc６、bc８８、dwf１、S１Ｇ６０
和bc１３ 为等位基因,均是OsCesA９ 基因发生了突

变,其中Bc６ 在第７外显子的高度保守区发生了错

义突变,导致第５８８个氨基酸由精氨酸变为亮氨酸,
茎秆纤维素含量降低了３８％,半纤维素含量增加了

３４％[６];bc８８ 在第５外显子的第１７８４位点发生碱

基代换,错义突变导致第４２１个氨基酸由脯氨酸变

为亮氨酸,植株矮化,秧苗期叶片萎蔫,生育期延迟,
根短,分蘖减少,茎秆纤维素含量只有野生型的

６０％(鲜质量)[１２Ｇ１３];dwf１ 在第７外显子上产生的

错义突变,导致植株变矮,叶片披垂,纤维素和木质

素含量下降,半纤维素含量增加,叶片机械强度下降

了８３％[１４];S１Ｇ６０ 在第５跨膜区域发生的错义突

变,导致植株矮化、育性下降,纤维素含量只有野生

型的４４．７％,机械强度下降[１５];bc１３ 则在第５５１位

点发生了错义突变(G变为 A),编码的氨基酸由谷

氨酸变为赖氨酸,位于 NＧ末端锌指之后富含酸性氨

基酸残基区域,导致植株机械强度只有野生型的

１/３,细胞 壁 变 薄,纤 维 素 含 量 比 野 生 型 降 低 了

２２％,部分维管束木质部坍塌或导管数量变多但大

小不均匀,地上部分镉(Cd)积累减少,耐镉能力增

强[１６].BC１ 基因编码一个主要在水稻的厚壁组织

和维管束中表达的类Ｇcobra蛋白,与纤维素微纤丝

的组装和纤维素结晶密切相关,BC１ 基因突变不仅

可以降低细胞壁厚度和纤维素含量,还增加了木质

素的含量[１７Ｇ１８].BC３ 基因编码 OsDRP２B蛋白,调
节细胞的跨膜运输,影响纤维素合酶 OsCesA４在质

膜上的丰度,BC３ 基因突变干扰了细胞壁纤维素的

合成,导致植株根、茎、叶纤维素含量降低了２８％~
３６％[１９Ｇ２０].BC１０ 基因编码一个定位在高尔基体的

Ⅱ型内整合膜蛋白,具有糖基转移酶的活性,通过调

节细胞壁纤维素合成和阿拉伯半乳聚糖蛋白含量,
控制水稻的机械强度[２１].BC１２ 基因编码一个马达

蛋白kinesin４,这是一个双靶向定位蛋白,在细胞核

和细胞质中均有分布,参与次生细胞壁的生物合成

和细胞周期进程,细胞数目显著减少导致了突变体

植株矮化,纤维素微纤丝排列异常和细胞壁组分改

变导致脆性突变[２２].BC１４ 与OsNST１ 是等位基

因,编码一个具有尿苷二磷酸Ｇ葡萄糖(UDPＧGluＧ
cose)转运活性的核糖转运子(NSTs),该转运子定

位于高尔基体内,调控细胞壁多糖生物合成过程中

底物的 跨 膜 运 输,参 与 细 胞 壁 多 糖 及 糖 蛋 白 构

建[２３Ｇ２４].BC１４/OsNST１ 基因的错义突变引起纤维

素含量下降,细胞壁结构改变,导致植株机械强度降

低和生长发育缺陷.BC１５/OsCTL１ 基因编码一个

定位在高尔基体上Ⅱ型跨膜类几丁质酶蛋白,错义

突变引起厚壁组织细胞壁变薄和纤维素含量降低,
机械强 度 严 重 下 降,但 生 长 发 育 未 受 到 显 著 影

响[２５].Li等[２６]通过 TＧDNA插入水稻突变体库,筛
选到了一个软秆脆茎突变体fc１,植株变矮(株高只

是野生型的８０％),茎秆软且不能直立,结实率和千

粒重下降,生育期延长,第１、２节间的机械强度降低

到野生型的３４％~２８％,纤维素含量为野生型的

８６％,木质素含量为野生型的８２％,FC１ 编码一个

肉桂醇脱氢酶,主要在厚壁组织的次生细胞壁和维

管束中表达.此外,已染色体定位但还有待克隆或

确定功能的脆性基因有位于第２染色体的dfr[２７]、

dbc１[２８],位于第５染色体的bc２[２９Ｇ３０],位于第６染色

体的bc４[３１]、７３４[３２],位于第９染色体的ncb(t)[７]、

fld１[３３]等.这些研究结果表明,水稻植株表现脆性

主要是由细胞壁组分(特别是纤维素含量降低)或结

构发生变化引起的,细胞壁形成过程中的某一个环

节出现问题均有可能导致脆性突变的产生.
本研究从新品种选育过程中三交组合ⅡＧ３２B//
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协青早B/Dular的 F２群体获得一个茎、叶、穗和种

子均表现脆性的突变体Bc１８,通过农艺和产量性

状、细胞壁组分、茎叶机械强度等方面的研究揭示了

Bc１８ 突变体的生物学特性,并利用图位克隆技术对

Bc１８ 进行基因定位,旨在为克隆该基因和研究显性

脆秆水稻的分子机理奠定基础,为谷草两用脆秆杂

交稻新品种培育提供种质资源.

１　材料与方法

１．１　试验材料

在三交组合ⅡＧ３２B//协青早 B/Dular的 F２群

体中发现一个脆秆单株,通过连续１０代自交选择后

获得了水稻脆性突变体.根据突变体的表型,将该

突变体命名为Bc１８(Brittleculm１８).
因突变体Bc１８ 来源于三交组合ⅡＧ３２B//协青

早B/Dular,三交组合的各个亲本与突变体Bc１８ 均

有一定的亲缘关系,但却不适合作为突变体的野生

型用于对比.因此,用Bc１８ 作为脆性基因供体,中
９B作为受体和轮回亲本创制了该脆秆性状的近等

基因系中脆B(Bc１８)和中９B.突变体和野生型植

株如无特别说明均来自该近等基因系.

１．２　农艺性状和产量构成调查

２００８－２００９年,结合脆秆杂交稻配合力比较试

验,调查突变体Bc１８ 及其野生型中９B的主要农艺

和产量性状.采用随机区组设计,每区组设置１１个

小区,重复３次,每小区种植１０行,每行１５株,行株

距２０cm×２７cm,单本插.记载各个小区的生育

期,成熟期从小区第３行、第３株开始调查连续１０
个单株的株高、单株有效穗数,再按１０个调查单株

的单株平均有效穗数取样２株考查穗长、每穗总粒

数、实粒数、结实率、千粒重,每小区实割测产１１０
株.

１．３　植株机械强度测定

分别挖取成熟期突变体Bc１８ 和野生型中９B
各３~５株,挑选没有病虫害、粗细比较接近的茎秆

各１０个,取倒２节间上部约１２cm 长的茎秆片段放

在 WZLＧ３００B卧式电脑拉力仪上进行抗张力测试,
参数设定如下:ω＝０．０５g/m２;夹距＝５０mm;速度

v＝１０mm/min,在显示器上读取抗张力数值(牛,

N).按同样的测试方法,取健康无病的倒２叶１０
片,在靠近叶片基部总长度的１/３处取１２cm 长的

叶片放在电脑拉力仪上测定叶片的抗张力.以抗张

力的测定值代表测试样品的机械强度.

１．４　细胞壁组分分析

取抽穗期的叶片与茎秆,１０５℃下杀青１h,然
后６５℃下烘２４h,粉碎后过４０目筛,装入样品袋备

用.采用 VanSoest法测定细胞壁组分含量的技术

原理[３４],利用丹麦FOSS公司生产的Fibertec２０１０
型纤维素测定仪测定样品的纤维素、半纤维素和木

质素含量.

１．５　脆秆突变体Bc１８的遗传

选用３个籼稻保持系(中９B、ⅡＧ３２B、协青早

B)和３个恢复系(明恢６３、密阳４６、中恢２１８),分别

与原始突变体Bc１８ 进行杂交及回交,建立F２群体

和BC１F１回交群体.采用超稀直播法播种,每个F２

群体播种２０００~３０００粒,回交群体播种２００~３００
粒.出苗后大约２叶１心时,对２粒谷挨在一起或

过密之处的单株进行间苗.在群体绝大部分单株成

熟时,采用人工折断法进行脆与非脆单株的鉴定.

１．６　Bc１８脆秆基因分子定位

１．６．１　构建定位群体

用原始突变体Bc１８ 分别与粳稻品种０２４２８和

籼稻品种９３１１杂交建立 F２群体.采用人工折断

法,抽穗期进行第一次植株脆性鉴别,成熟期进行第

二次脆性确认,两次鉴别均表现野生型(０２４２８或

９３１１)的非脆秆单株用于Bc１８ 基因的定位.

１．６．２　水稻总 DNA 的提取和 PCR 检测分子标记

的多态性

参照卢扬江和郑康乐的方法,稍作修改后提取

水稻DNA[３５].PCR体系包括２０ng/μL模板DNA
２μL,１μmol/LSSR 引物２μL,１０×PCR 缓冲液

１􀆰５μL,１μmol/LdNTP０．８μL,５U/μLTaq酶０．
３μL,ddH２O８．４μL.PCR扩增程序如下:９４℃下

预变性５min;９４℃下变性１min,５５℃~５８℃下退

火１min,７２℃下延伸１min,３５个循环;再在７２℃
下延伸１０min.PCR 产物采用８％聚丙烯酰胺凝

胶电泳,银染法显色后直接观察分子标记的多态性.

１．６．３　Bc１８ 脆秆基因的定位

选取均匀分布在水稻１２条染色体上的２５６对

SSR引物,对野生型亲本０２４２８、９３１１分别与原始

突变体Bc１８ 进行多态性分析.根据两亲本间分子

标记的多态性,确定用于基因定位的分子标记和F２

群体.在确定Bc１８ 基因在染色体上的位置后,将
国际水稻基因组测序计划完成的日本晴基因组序列

和中国华大基因研究中心完成的９３１１草图序列作

BLAST 分 析 (http://www．ncbi．nlm．nih．gov/
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BLAST/Genome/PlantBlast．shtml),找出日本晴和

９３１１之间的差异 序 列,用 引 物 设 计 软 件 Primer
Premier５．０设计新的InDel引物.利用新设计的

引物和更多的定位单株,通过染色体步移最终确定

Bc１８ 基因所在的区域.

２　结果与分析

２．１　突变体Bc１８及其近等基因系的获得与纯化

在杂交水稻三系不育系的选育过程中,从三交

组合ⅡＧ３２B//协青早 B/Dular的 F２群体中发现一

个茎秆、稻穗容易断裂的单株,后代繁种出现茎秆脆

与不脆分离.从中选择茎秆表现最脆,株叶形态较

好的单株留种.经过连续１０代自交加代和人工选

择,获得一个谷壳金黄色,茎、叶、穗和种子很容易折

断的单株群体,根据突变体的表型将其命名为Bc１８
(曾用名:ZGBCR１).

以Bc１８ 作为脆性基因供体,正常茎秆强度的

籼稻保持系中９B作为受体和轮回亲本,杂交后再

连续回交３次,获得了Bc１８ 脆秆性状的近等基因

系中脆B(Bc１８)和中９B(野生型),并以此近等基因

系进行突变体Bc１８ 相关性状的鉴定.

２．２　突变体Bc１８的主要农艺和产量性状

突变体Bc１８ 田间表现与野生型相似.两者播

始历期相同,株高也十分接近.突变体的茎粗(茎秆

外径)略小于野生型,但秆壁的厚度较野生型稍大;
突变体的叶片略长于野生型,但叶片变窄、叶厚增

加.统计学分析显示,所有这些性状在突变体和野

生型之间均无显著差异(表１).
连续两年三次重复区组比较试验,突变体Bc１８

的单株有效穗数、每穗总粒数、每穗实粒数、穗长、着
粒密度与野生型基本一致;结实率略高于野生型,千
粒重比野生型略低,但差异不显著;实测小区产量两

者没有明显差异(表２).

　　以上结果说明,Bc１８脆性突变对植株的生长发

表１　突变体Bc１８ 及其野生型的主要特征特性(２００８年,杭州)

Table１．MajoragronomictraitsofBc１８anditswildtypeinHangzhou,２００８．

材料

Material

播始历期

DSH/d

株 高

PH/cm

茎秆粗度

ODS/mm

茎秆壁厚

TS/mm

叶长

LL/cm

叶宽

LW/cm

叶厚

TL/mm

Bc１８ ６４ ９２．８３±１．７５a ５．２４±０．５２a １．６９±０．４６a ４７．２０±４．１３a １．１４±０．１１a ０．２８±０．０５a
WT ６４ ９２．６６±２．２８a ５．４７±０．７９a １．４９±０．４８a ４３．２０±７．２５a １．２６±０．１１a ０．２３±０．０４a

　　除播始历期外,均为１０个测定数据的平均值;数据后相同字母代表差异不显著.

Thevaluesaremeansof１０measurementsexceptdaysfromsowingtoheading(DSH);FiguresfollowedbythesameletterarenotsiginifＧ

cantlydifferentat０．０５level．PH,Plantheight;ODS,Outerdiameterofstem;TS,Thicknessofstem;LL,Leaflength;LW,Leafwidth;

TL,Thicknessofleaf;WT,Wildtype．

表２　突变体Bc１８ 与及其野生型的产量与产量构成(２００８－２００９年,杭州)

Table２．YieldsandyieldcomponentsofBc１８anditswildtypeinHangzhou,２００８－２００９．

材料

Material

年份

Year

单株有效穗

No．of

effective

panicles

perplant

每穗总粒数

Spikelet

number

perpanicle

每穗实粒数

Filledgrain

numberper

panicle

结实率

SeedＧsetting

rate/％

穗长

Panicle

length
/cm

千粒重

１０００Ｇgrain

weight
/g

产量

Yield
/(kg􀅰６６６．７m－２)

Bc１８ ２００８ １１．９３±０．５０ １４９．１６±３．３３ １１６．３０±６．３３ ７７．９６±３．４７ ２２．３９±０．７３ ２４．１７±０．３０ ４３１．０６±１０．２５
２００９ １３．５５±０．０７ １５１．６３±１０．９５ １１６．４７±１４．０５ ７６．６８±３．７３ ２４．０６±１．３９ ２４．０３±０．３２ ４２５．７６±２４．３０

平均 Average １２．７４±０．２９a １５０．４０±７．１４a１１６．３９±１０．１９a７７．３２±３．６０a ２３．２２±１．０６a ２４．１０±０．３１a４２８．４１±１７．２８a
WT ２００８ １２．４３±０．７８ １５６．０７±８．４０ １１８．４２±７．９４ ７５．８５±１．９９ ２３．２３±１．０３ ２４．３８±０．１８ ４４１．６７±９．４６

２００９ １３．１０±０．４２ １５３．４４±５．０８ １１０．３６±１．６２ ７１．９５±１．３３ ２３．８３±２．４４ ２４．２５±０．２１ ４４０．１５±２７．４０
平均 Average １２．７７±０．６０a １５４．７５±６．７４a１１４．３９±４．７８a ７３．９０±１．６６a ２３．５３±１．７３a ２４．３２±０．１９a４４０．９１±１８．４３a

　　每年均为３个小区测定数据的平均值;数据后相同字母代表在０．０５水平差异不显著.

Theaveragevaluesaremeansofthreerepeatedplotseveryyear;Valuesfollowedbythesameletterarenotsiginifcantlydifferentat０．０５

level;WT,Wildtype．
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A、B、C和 D分别为突变体Bc１８ 易折断的茎秆、叶片、叶鞘和稻穗;箭头表示突变体Bc１８ 各个部分易断裂之处.

A,B,CandDshowbrokenculm,leaf,leafsheathandpanicleofBc１８,respectively;ArrowsindicateeasilybrokenpositionofBc１８;WT,

Wildtype．
图１　突变体Bc１８ 和野生型的表型

Fig．１．PhenotypesofBc１８anditswildtype．

１０个测定数据的平均值;∗∗ 表示在０．０１水平上差异显著;横栏表示

标准误.

Theaveragevaluesaremeansof１０measurements;∗∗significantat

０．０１level;Barsarestandarderrors;WT,Wildtype．

图２　突变体Bc１８ 和野生型的机械强度

Fig．２．MechanicalstrengthofBc１８anditswildtype．

育没有明显影响,农艺和产量性状没有变劣.

２．３　突变体Bc１８的机械强度

突变体 Bc１８ 植株表现全生育期脆性,茎、叶

片、叶鞘、穗都很容易折断,机械强度明显下降(图

１).采用人工折断的方法虽然可以对稻株的机械强

度进行大致定性,却难以进行精确的定量分析.为

此,我们利用 WZLＧ３００B 卧式电脑拉力仪测定了

Bc１８ 及其野生型中９B成熟期倒２节间和倒２叶的

抗张力,结果表明突变体Bc１８ 倒２节间和倒２叶

的抗张力分别为１９．８９N和１０．４４N,分别比野生型

降低了７０．７０％和４７．１６％(图２).可见,脆性突变

严重影响了Bc１８ 植株的机械强度.

２．４　突变体Bc１８的细胞壁组分

测定成熟期突变体Bc１８ 和野生型中９B茎秆

和叶片的纤维素、半纤维素、木质素含量,结果表明,
突变体Bc１８ 茎、叶的纤维素含量各占茎、叶干物质

总质量的２８．９３％和１８．８％,与野生型接近;半纤维

素含量各占干物质总质量的２６．５％和３５．０％,分别

比野生型提高了３１．８４％和１７．３５％,差异极显著;
木质素含量各占茎、叶干物质总质量的３．２３％和

４􀆰５％,比野生型提高了３．１９％和５．１５％,差异不显

著(图３).这与已发表的大多数脆性突变体纤维素

含量明显降低不同.

２．５　Bc１８脆秆性状的遗传

用原始突变体Bc１８ 与３个籼稻保持系和３个

籼稻恢复系分别杂交获得F１植株,所有F１植株茎、
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A－茎秆纤维素、半纤维素和木质素含量;B－叶片纤维素、半纤维素和木质素含量.３个测定数据的平均值;∗∗ 表示在０．０１水平上差异显著;

横栏表示标准误.

AandB,Cellulose,hemicelluloseandlignincontentsoftotalcellwallresiduesoftheculm (A)andleaf(B)segmentsfromBc１８anditswild

typeplants;Theaveragevaluesaremeansof３measurements;∗∗significantat０．０１level;Thebarsreferstandarderrors．
图３　突变体Bc１８ 和野生型细胞壁组分含量

Fig．３．MeasurementofcellwallcomponentsofBc１８anditswildtype．

叶都表现脆性;６个F２群体,茎秆表现脆和非脆的单

株数呈现典型的３∶１分离,经卡方测验,符合一对

显性单基因控 制 的 遗 传 模 式 (表 ３).以 突 变 体

Bc１８ 作轮回亲本建立的６个BC１F１回交群体,全部

植株均表现脆性;以正常茎秆强度亲本作轮回亲本

建立的６个BC１F１回交群体,脆与非脆单株以１∶１
分离,进一步证明了Bc１８ 突变体受单显性基因控

制.

２．６　Bc１８脆秆基因的染色体定位

多态性检测结果显示,２５６对 SSR 引物中有

１０２对在Bc１８ 和０２４２８之间具有多态性.利用筛

选获得的多态SSR引物检测Bc１８/０２４２８F２定位群

体中９个野生型(不脆)单株的基因型,结果显示第

１染色体长臂端的分子标记 RM７４１９显示的９个野

生型单株的基因型与亲本０２４２８完全相同.扩大样

本到２１个野生型单株,结果发现Bc１８ 脆秆基因与

RM７４１９标记之间仅存在１次交换(图４).通过以

上实验初步将Bc１８ 定位在第１染色体长臂端分子

标记RM７４１９附近.

２．７　Bc１８脆秆基因的精细定位

在初定位的基础上,我们根据 Gramene(htＧ
tp://www．gramene．org)网 站 上 提 供 的 数 据,在

RM７４１９标记附近挑选了１０对SSR引物.PCR扩

增结 果 显 示 只 有 SSR 标 记 RM３１５ 在 Bc１８ 与

０２４２８之间具有多态性.利用 RM７４１９和 RM３１５
引物检测２１个野生型单株的基因型,发现 RM７４１９
和RM３１５与Bc１８ 均有１个交换,但是交换单株不

同 ,因此Bc１８基因被定位在SSR标记RM７４１９和

表３　突变体Bc１８F２分离群体

Table３．GeneticanalysesofBc１８F２populations．

组合

Combination
F１

F２群体 F２population
脆秆单株

Brittleculm

野生型

Wildtype

总数

Total

χ２
３:１

P 值

Pvalue

中９B/Bc１８Zhong９B/Bc１８ 脆秆 Brittleculm １２７８ ４１９ １６９７ ０．０４ ０．７６９
ⅡＧ３２B/Bc１８ 脆秆Brittleculm １７５４ ５７３ ２３２７ ０．０９ ０．６７５
Bc１８/协青早BBc１８/XieqingzaoB 脆秆 Brittleculm １４５５ ４７７ １９３２ ０．０５ ０．７５３
Bc１８/明恢６３Bc１８/Minghui６３ 脆秆 Brittleculm １８１７ ５９５ ２４１２ ０．０７ ０．７０７
密阳４６/Bc１８ Milyang４６/Bc１８ 脆秆Brittleculm １０４５ ３５８ １４０３ ０．１０ ０．６５５
Bc１８/中恢２１８Bc１８/Zhonghui２１８ 脆秆Brittleculm ２０８９ ７０３ ２７９２ ０．０２ ０．８２７
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１－Bc１８;２－０２４２８;３－F１(０２４２８×Bc１８);４~２４－F２不脆单株.

Lane１,Bc１８;Lane２,０２４２８;Lane３,F１(０２４２８/Bc１８);Lanes４to２４,NonＧbrittleculmindividualsinF２population．
图４　与Bc１８ 基因连锁的SSR标记RM７４１９的扩增结果

Fig．４．ElectrophoresisoftheSSRmarkerRM７４１９linkedwiththeBc１８locus．

RM３１５之间.继续在 RM７４１９和 RM３１５标记之

间寻找和合成新的SSR引物,通过１３４个定位单株

把Bc１８ 基因进一步定位在 SSR 标记 RM１２３１和

RM２６５之间大约５．７Mb的区间内.
为了 对 Bc１８ 基 因 做 进 一 步 的 定 位,根 据

RM１２３１和RM２６５之间水稻品种９３１１和日本晴的

基因组序列差异,用引物设计软件PrimerPremier
５．０设计了５对InDel引物,多态性分析显示,只有１
对引物在０２４２８和Bc１８ 之间表现出多态性,却有４
对引物在９３１１和Bc１８ 之间表现出多态性,且带型

清晰.因此,精细定位群体改为９３１１/Bc１８F２群体

中的非脆单株.通过１０１１个定位单株,把Bc１８ 基

因定位在InDel标记PBC４与PBC２５之间,物理图

距为４６０kb的区域内.然后又在 PBC４与 PBC２５
之间新设计了４个有多态的InDel标记(表４).用

这４对InDel引物进一步将Bc１８ 基因定位在InDel
标记PBC２２与PBC３３之间大约１５４kb的物理图距

内(图５).

３　讨论

３．１　突变体Bc１８的表型比较

从已报道的脆秆突变体来看,除了茎叶比较脆

图５　Bc１８ 基因在第１染色体上的位置

Fig．５．　LocationoftheBc１８geneonthechromosome１ofrice．

嫩、植株机械强度显著下降之外,大多数脆性突变体

还伴随着诸如植株矮化、叶片披垂、卷叶、生育期延

迟、穗变小、结实率下降等多种效应.例如,bc３、

bc１０、bc１１、bc１２、bc１４、 NE１０３１、 ND８７５９、

ND２３５９、bc８８ 等 突 变 体 植 株 变 矮,bc１１、fp２、

bc８８、NE１０３１、ND８７５９、ND２３５９、dwf１ 等突变体

成熟期叶片下垂,突变体fc１茎秆不能直立,bc３、

表４　用于Bc１８ 基因精细定位的分子标记

Table４．MarkersusedforfinemappingoftheBc１８gene．

标记　

Marker　

引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)

产物大小

ProductsizeinNipponbare/bp
PBC４ F:GAACGTTTACAAGACTCT １２４

R:ACACAACTACTTCACTGC
PBC２１ F:TCCCACCACCTCAATCTC １１６

R:CCCTACGACTCCAGCTAAT
PBC２２ F:TCGCATATTCAGATAAGCATC １０８

R:TAATCGGAAAGAAGGCAAT
PBC３３ F:GCTTGTTGCTGTTGCCTCTT １５１

R:TCACGGCAGAATCGCACA
PBC３１ F:CTACAAAGGCACGATGATGA １８５

R:AACGCAACCTAAAAGACACTAA
PBC２５ F:CTTGAGCCATTATGTGCA １６６

R:GACTCACGGACGCTATCA
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bc１０、bc１１、bc１２、gdd１、bc１４、NE１０３１ 等突变体表

现分蘖少、根短、结实率下降、叶片萎蔫等性状.本

研究获得的突变体Bc１８ 株叶形态良好,农艺、产量

性状、生育期与野生型接近.
细胞壁组分测定结果表明,脆秆突变体的纤维

素含量基本都呈现下降的趋势,半纤维素含量有升

有降,木质素含量升高的突变体较多.半显性脆秆

突变体Bc６ 茎秆纤维素含量比野生型降低了３８％,
半纤维素含量增加了３４％,木质素含量没有明显变

化[６];nbc(t)突变体茎秆纤维素含量比野生型下降

了１７％,木质素含量提高了５％,茎秆抗张力下降了

６９％[７].与这些突变体相比,Bc１８ 茎、叶的纤维素

含量基本不变,木质素含量变化也不大,而半纤维素

含量显著提高了３１．８４％和１７．３５％,茎秆机械强度

比野生型下降了约７０％,叶片机械强度则下降了

４７％.只有半纤维素含量显著提高是Bc１８ 脆秆突

变体在细胞壁组分上与其他脆秆突变体的明显不同

之处.

３．２　Bc１８突变基因的探讨

在已报道的脆秆突变体中,大部分是隐性单基

因控制,只有bc６、nbc(t)为显性基因控制,其中bc６
是一个半显性基因,位于第９染色体,是纤维素合酶

OsCesA９ 基因发生了突变[６];nbc(t)则可能是由双

显性基因控制,也位于第９染色体[２５].从本研究结

果来看,Bc１８ 由单显性基因控制,位于第１染色体

的长臂端.
目前,第１染色体上报道了３个脆秆突变体

bc７、bc１１ 和NE１０３１,它们均是纤维素合酶OsCeＧ
sA４ 基因发生了突变引起的.基因克隆分析发现,

bc７ 在OsCesA４ 基因的第１０外显子和第１０内含子

的连接处缺失了７个碱基,移码突变导致不能产生

正常功能的 OsCesA４蛋白,纤维素含量降低了约

１０％,半纤维素提高了３０％,木质素含量没有明显

变化,细胞壁变薄、机械强度下降,但外形没有明显

变化[９];bc１１ 是在OsCesA４ 基因的第１３外显子上

的一个碱基发生了错义突变,突变位点位于非常保

守的第５个跨膜结构域的末端,G８５８R位置氨基酸

由亮氨酸变为精氨酸,植株矮化、叶片萎蔫、穗变小、
成熟期叶片披垂,细胞壁变薄,纤维素含量比野生型

降低了约６０％,阿拉伯木糖显著增加,木质素含量

变化很少[１０];NE１０３１ 是在OsCesA４ 基因的第６外

显子处插入了Tos１７ 转座子,导致基因产生突变,
植株矮小,叶片萎蔫,茎秆变细,结实率低,纤维素含

量比野生型下降了８０％左右,细胞壁变薄[８].基因

预测和功能注释结果表明,Bc１８ 所在的１５４kb区

间内有２３个 ORF,其中包含了OsCesA４ 基因(LoC
_Os０１g５４６２０).到 底 Bc１８ 是 不 是 与bc７、bc１１、

NE１０３１ 一样,因OsCesA４ 基因突变产生了脆性,
还有待于进一步研究,但本研究的精细定位结果对

进一步克隆Bc１８ 基因奠定了基础.
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