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突变基因进行了定位分析，初步定位结果显示目的基因 ＫＳＲ１与第４染色体上ＳＳＲ标记ＲＭ１２２３连锁。在该标记附近进一

步发展了８对ＳＳＲ标记和２对ＩｎＤｅｌ标记，将突变基因定位于ＩｎＤｅｌ标记４-２４７２５Ｋ和ＳＳＲ标记ＲＭ１７１８２之间，该区段物理

距离为１５５ｋｂ。

7��关键词：水稻；短根；基因定位；分子标记

7��中图分类号：Ｑ９４３．２；Ｓ５１１．０３　　　　　　　　　文献标识码：Ａ　　　 7��文章编号：１００１-７２１６（２０１０）０６-０６５２-０３

7��　　 根系是植物从土壤中吸收水分和氮、磷、钾等各种养分

的主要器官。根系能合成氨基酸、植物激素等生物活性物

质，如生长素、脱落酸、乙酰胆碱等，这些物质除了参与根系

发育外，还能调节地上部的生长和发育。此外，根系具有分

泌有机酸、酶、生物碱等物质的能力，影响根系对土壤中的矿

物质的吸收和根际微生物的种类和数量。而根系的长度是

根构型的一个重要指标，根的长度可对许多重要的性状产生

影响，如养分吸收、抗倒伏性、抗旱性和产量等。根长对农作

物产量和抗逆性具有重要作用，已经成为农作物育种的一个

重要研究内容，受到越来越多的重视。

7��根的伸长主要由两个连续的过程决定：细胞分裂和细胞

伸长。拟南芥作为一种模式生物已经发展了一定数量的突

变体，并克隆和研究了一些与短根有关的基因，如 ＲＭＬ、

ＨＢＴ、ＥＬＩＬ、ＰＲＣ１等 7��［１-４］ 7��。其中 ＨＢＴ基因编码与ＣＤＣ２７

同源的基因，对于根尖的分生组织形成是必需的，其突变体

ｈｂｔ缺少根的分生组织，导致根短小。ＥＬＩＬ基因在根的伸长

区和其他组织中起作用，调节细胞的膨胀从而促进细胞增

大，同时抑制次生细胞壁的形成，其突变体ｅｌｉｌ因木质化沉

积异常，影响次生壁的形成，导致植株矮小根短。近年来，在

水稻中也发现了一些短根突变体并克隆了一些短根相关基

因，如 ＧＬＲ３．１、ＯｓＧＮＡ１和ＯｓＣｙｔ-ｉｎｖ１等。位于第２染色

体的ＯｓＣｙｔ-ｉｎｖ１基因编码碱性／中性蔗糖转化酶（ａｌｋａｌｉｎｅ／

ｎｅｕｔｒａｌｉｎｖｅｒｔａｓｅ），与根细胞的发育和分裂有关，其突变体根

细胞纵向长度减小，蔗糖积累而己糖含量降低，外源供给葡

萄糖可部分恢复短根缺陷 7��［５］ 7��。位于第９染色体的 ＯｓＧＮＡ１

基因编码葡萄糖氨-６-磷酸酰基转移酶（ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ-６-ｐｈｏｓ-

ｐｈａｔｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）基因，参与糖基化供体ＵＤＰ-ＧｌｃＮＡｃ

合成途径，ＯｓＧＮＡ１基因突变后，内源 ＵＤＰ-ＧｌｃＮＡｃ水平显

著降低，导致Ｎ或Ｏ连接的 ＧｌｃＮＡｃ糖基化水平相应降低，

同时细胞代谢、细胞形状和微管稳定性出现异常，导致短

根 7��［６］ 7��。位于第４染色体的ＧＬＲ３．１基因为编码植物离子通

道型谷氨酸受体的基因，与根系的生长发育相关，参与调控

根尖分生组织细胞的分裂和凋亡 7��［７］ 7��。

7��在本研究中，水稻短根突变体ｋｓｒ１在苗期只表现为短根

7��性状，地上部性状与野生型没有显著差异，对该突变体的研

究，能帮助我们进一步了解水稻根系伸长的可能分子机制。
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7��中筛选到一个短根突变体ｋｓｒ１（Ｋａｓａｌａｔｈｓｈｏｒｔｒｏｏｔ１）。在

温度为３２℃、光照１２ｈ条件下，ｐＨ５．０的０．５×培养液 7��［８］ 7��培

7��养６ｄ后观察根的表型并测量根长。

7��１．２　短根突变体的遗传分析

7��将突变体ｋｓｒ１与野生型Ｋａｓａｌａｔｈ杂交，观察Ｆ 7��１ 7��的表型。

7��Ｆ 7��１ 7��自花授粉得到Ｆ 7��２ 7��，种植于３２℃培养箱中，６ｄ后观察并统

计Ｆ 7��２ 7��植株的分离情况并进行适合度测验。

7��１．３　定位群体构建

7��将短根突变体ｋｓｒ１与粳稻日本晴杂交，自交获得Ｆ 7��２ 7��，选

择其中表现为ｋｓｒ１突变表型的植株用于基因定位。

7��１．４　水稻总ＤＮＡ的提取

7��剪取２ｃｍ长的水稻叶片放入１．５ｍＬ的离心管中，加入

２００μＬ的 ＴＰＳ（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＣｌｐＨ８．０，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）抽提液并捣碎，然后７５℃下水浴２０

ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，取上清液１２０μＬ到新的离

心管中并加入等体积的异丙醇，摇匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心

１０ｍｉｎ，倒掉上清液，沉淀用７０％的乙醇清洗，１２０００ｒ／ｍｉｎ

下离心５ｍｉｎ，待乙醇挥发干净后，用２０μＬ超纯水溶解上述

沉淀，以１％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的质量与浓度。

7��１．５　突变基因的定位分析

7��在已公布的ＳＳＲ标记中，均匀选取分布在１２条染色体

上的２０８对引物，分析籼稻Ｋａｓａｌａｔｈ与粳稻日本晴间的多态

性，将其中在两亲本间表现多态性的标记用于突变相关基因

的定位分析。在无多态性ＳＳＲ标记的情况下，通过比较已公

布的日本晴和９３１１的核酸序列，对差异的部位设计引物，筛

选多态性ＩｎＤｅｌ标记。

7��２　结果与分析

7��２．１　突变体的表型及遗传分析

7��取于３２℃条件下生长６ｄ的的幼苗进行观察，发现突变

体ｋｓｒ１的地上部与野生型没有显著差异，ｋｓｒ１不定根和单

位根长的侧根数与野生型没有显著差异。ｋｓｒ１主根、不定根

和侧根均比野生型短，ｋｓｒ１主根长为（３．１２±０．３８）ｃｍ，野生

7��型主根长为（１５．５４±１．１６）ｃｍ，突变体ｋｓｒ１主根长只有野生

7��型的２０％左右，差异非常显著（图１）。

7��以突变体ｋｓｒ１为父本，与野生型Ｋａｓａｌａｔｈ杂交，Ｆ 7��１ 7��植株

7��表型与野生型Ｋａｓａｌａｔｈ完全一致，说明ｋｓｒ１为隐性突变。

7��Ｆ 7��１ 7��自花授粉所得的Ｆ 7��２ 7��中，正常植株与短根植株的分离比为

２６４／８１＝３．２６，卡方检测结果为０．４４＜χ 7��２
7��０．０５ 7��＝３．８４，正常植

株与短根植株的比例符合一对基因控制的３∶１分离比，表

明该突变体是隐性单基因突变体，将该基因命名为 ＫＳＲ１。

7��２．２　ＫＳＲ１基因的染色体定位

7��利用筛选到的多态性标记对２１个Ｆ 7��２ 7��的突变单株定位群

7��体进行初定位。结果发现在第４染色体的标记ＲＭ１２２３处，

２１个突变单株全部扩增出与亲本Ｋａｓａｌａｔｈ相同的带型，说

明突变基因 ＫＳＲ１与标记 ＲＭ１２２３连锁，且距离较近（图

２）。

7��２．３　 ＫＳＲ１基因的精细定位

7��在初定位的基础上，我们根据 Ｇｒａｍｅｎｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ）网站上提供的数据，合成了ＲＭ１２２３附近的２０

7��图１　野生型Ｋａｓａｌａｔｈ（Ａ）和 ｋｓｒ１突变体（Ｂ）的苗期表型

7��Ｆｉｇ．１ ＰｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＫａｓａｌａｔｈ（Ａ）ａｎｄｋｓｒ１ｍｕｔａｎｔ（Ｂ）ａｔｔｈｅ

7��ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｔａｇｅ．

7��图２　与 ＫＳＲ１基因连锁的ＳＳＲ标记ＲＭ１２２３的扩增结果

7��Ｆｉｇ．２．ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅＳＳＲｍａｒｋｅｒＲＭ１２２３ｌｉｎｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅＫＳＲ１ｌｏｃｕｓ．

7��１―日本晴；２―Ｋａｓａｌａｔｈ；３―Ｆ 7��１ 7��（日本晴×ｋｓｒ１）；４～２４―Ｆ 7��２ 7��短根单株。

7��Ｌａｎｅ１，Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ；Ｌａｎｅ２，Ｋａｓａｌａｔｈ；Ｌａｎｅ３，Ｆ 7��１ 7��（Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ×ｋｓｒ１）；Ｌａｎｅｓ４ｔｏ２４，ＳｈｏｒｔｒｏｏｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｉｎＦ 7��２ 7��ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．

7��３５６ 7��宁永强等：水稻短根突变体ｋｓｒ１的遗传分析和基因定位
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7��表１　具有多态性的ＩｎＤｅｌ标记的引物序列

7��Ｔａｂｌｅ１．ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＩｎＤｅｌｍａｒｋｅｒｓ．

7��引物名称　　

7��Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ　　

7��正向引物

7��Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

7��反向引物

7��Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

7��４-２４７２５Ｋ 7��ＴＴＧＡＧＡＴＴＡＣＡＴＧＣＧＡＡＡＴＧ 7��ＴＡＴＣＡＡＣＣＡＧＴＡＣＡＴＣＧＴＣＴＡＣ

7��４-２４８５６Ｋ 7��ＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＡＡＴＣＴＣＡＴＴＧＡＡＣ 7��ＧＣＴＴＴＡＣＴＧＡＡＡＣＧＣＣＡＴＴＧ

7��对引物，其中有８对在Ｋａｓａｌａｔｈ和日本晴间表现多态性。利

用这些多态性标记，我们分析了７３５个 Ｆ 7��２ 7��突变单株，将

ＫＳＲ１基因定位于分子标记ＲＭ１７１６９和 ＲＭ１７１８２之间约

２４５ｋｂ的范围内，与ＲＭ１７１６９有２个重组子，与ＲＭ１７１８２

有１个重组子。为了进一步缩小范围，我们利用在这个区域

内公布的水稻品种日本晴和９３１１的序列，分析两者的差异，

用引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计了７对ＩｎＤｅｌ引物。

7��经过多态性筛选，其中有２对表现多态性，分别为４-２４７２５Ｋ

和４-２４８５６Ｋ（表１）。用这２对引物对Ｆ 7��２ 7��定位群体进行扩增，

7��分别筛选出２个和０个重组个体，且标记４-２４７２５Ｋ 和

ＲＭ１７１６９的重组子是相同的，这样就把基因 ＫＳＲ１定位在

标记４-２４７２５Ｋ和ＲＭ１７１８２之间约１５５ｋｂ范围内（图３）。

7��３　讨论

7��水稻根系与养分吸收、产量、抗旱、抗倒伏等性状密切相

关，高产水稻需要发达和较长的根系，但水稻根系改良目前

并没有在水稻育种计划中得到具体的体现和重视。吴伟明

和程式华先生提出了水稻根系育种的理论和概念，指出可以

通过塑造理想的根型、稳定持久的根系机能、适应性广的根

系生态特征，配合水稻地上部生理生态性状的优化，最终达

到高产、稳产和高效以及环保的目的 7��［９］ 7��。所以，根长分子机

制研究对于水稻根系改良育种具有重要的指导意义。

7��本研究通过对ＥＭＳ筛选得到的 ｋｓｒ１短根突变体进行

遗传分析，发现该突变由一对隐性核基因控制。利用分子标

记对该基因进行定位，最终将 ＫＳＲ１位点定位在水稻第４染

色体ＩｎＤｅｌ标记４-２４７２５Ｋ和ＳＳＲ标记ＲＭ１７１８２之间，物理

7��图３　 ＫＳＲ１基因在水稻第４染色体上的位置

7��Ｆｉｇ．３．ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＫＳＲ１ｇｅｎｅｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ４ｏｆｒｉｃｅ．

7��距离约１５５ｋｂ。生物信息学分析表明，在这１５５ｋｂ的范围内

7��有２１个可编码蛋白的预测基因，没有已知的与根伸长相关

的基因，因此，ＫＳＲ１是一个新基因。

7��尽管对植物根系伸长已有了一定的研究，并且也克隆了

一些与根系伸长相关的基因，但是我们对根系伸长的分子机

理的了解还是很零碎的，整个调控的途径更不清楚，需要利

用更多突变体来逐步阐明根系伸长的分子机理。由于根系

性状大多与地上部性状关联，影响根系生长基因也常影响到

地上部的表型，所以很多已研究的与根系伸长相关基因在根

系育种时，因为涉及到地上部的影响而会限制其应用。本研

究筛选到的短根突变体ｋｓｒ１，在苗期只表现为短根性状，地

上部性状与野生型没有显著差异，所以该突变体是一个很好

的研究根系伸长的模型。ＫＳＲ１基因的克隆将会有助于阐明

水稻根系伸长的分子机制并具有很好的应用价值。

7��谢辞：浙江大学生命科学学院吴平教授对本研究给予了

大力的支持和帮助，王宽诚教育基金会给予了资助，谨致谢

忱。
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