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水稻抗病相关基因的分离克隆和功能鉴定 *
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  水稻白叶枯病和稻瘟病分别是由白叶枯病菌

(Xanthomonasoryzaepv.oryzae,Xoo)和稻瘟病菌

(Magnaporthegrisea)引起,是世界水稻生产中的

两大重要病害,造成的损失巨大。通过改良水稻自

身防御体系来控制病害,是一种既经济又绿色的方

法。鉴定水稻抗病相关基因,研究水稻抗病机理对

改良水稻有着重要的理论意义和应用前景。
植物激素生长素诱导的信号通常被认为能调节

植物的生长和发育。本研究报道的水稻基因GH3-
8是1个生长素反应基因,在依赖于生长素的发育

中发挥功能,同时也调节不依赖于水杨酸和茉莉酸

的信号路径的抗病反应。白叶枯病菌诱导水稻至少

在被侵染部位合成生长素,而生长素继而诱导水稻

大量合成松弛细胞壁的蛋白质———伸展蛋白(α-和

β-expansins),破坏细胞壁对病原菌的先天屏障作

用,以利病原菌在水稻中生长繁殖。在携带有抗病

基因Xa21或 Xa26抗病水稻品种中,病原菌引起

的水稻感染部位生长素的合成可诱导水稻快速合成

IAA酰胺合成酶GH3-8。GH3-8通过催化IAA-氨
基酸的合成抑制生长素的作用,从而阻止细胞壁的

松弛,增强植物对病原菌的自身免疫功能。超量表

达GH3-8基因增强水稻对白叶枯菌的抗性,同时

也延缓了植株的生长和发育,至少部分抑制了生长

素信号,从而抑制了α-和β-expansins的合成。本研

究结果揭示了病原菌利用生长素作为毒性因子侵染

水稻的机理以及水稻应对这一毒性因子的调控途

径,同时也从一个方面解释了植物在抗病反应中通

常要付出生长被抑制的代价的原因。
超量表达GH3-8导致植株不育。通过正反交

试验显示GH3-8超量表达植株是雄性和雌性都不

育。通过形态学观察发现,GH3-8超量表达植株的

雌蕊柱头发育不正常;通过激光共聚焦显微镜对雌

蕊胚囊观察发现,GH3-8超量表达植株的成熟胚囊

发育不正常,这可能是GH3-8超量表达植株雌性

不育的原因。通过形态学观察发现,GH3-8超量表

达植株的雄蕊和野生型无异,但花粉碘染显示,
GH3-8超量表达植株大部分花粉都败育,这可能是

GH3-8超量表达植株雄性不育的原因。通过分析

GH3-8基因表达模式,显示GH3-8基因特异在雄

蕊高表达,并随着花的发育表达强弱也不断变化,而
在雌蕊基本检测不出表达。组织和时间的特异表达

也印证了GH3-8在调控花的发育中起作用。利用

酵母单杂交技术,筛选得到和GH3-8基因启动子

互作的几个生长素反应因子。其中OsARF8超量

表达激活GH3-8基因的表达,证明OsARF8是调

控GH3-8基因表达的转录因子。通过分析 Os-
ARF8基因表达模式,显示OsARF8基因特异地在

雌蕊高表达,而在雄蕊表达很低。OsARF8基因超

量表达植株和野生型植株相比育性下降。花粉碘染

显示OsARF8基因超量表达植株大部分花粉败育;
检测雌蕊没有发现和野生型有显著差异。花粉的育

性下降可能是OsARF8超量表达植株育性下降的

原因。生 长 素 信 号 路 径 中 的 基 因 (OsARF8 和

GH3-8)的不正常表达影响了水稻育性,说明生长

素信号可能在调控水稻育性中有重要作用。检测水

稻穗发育中生长素分布,也显示生长素和穗的发育

密切相关。
在水稻品种明恢63中抑制1个维生素B1合成

基因OsDR8的表达,显著提高了转基因植株对白叶

枯病和稻瘟病的敏感。外源应用维生素B1可以互

补抑制OsDR8基因对水稻植株抗病的影响。几个

防御反应基因包括防御信号路径的早期功能基因

OsPOX 和 OsPAL 基 因 以 及 路 径 下 游 基 因 Os-
PR1a、OsPR1b、OsPR4、OsPR5和OsPR10的表达
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在OsDR8抑制表达的植株中下降。这些结果说明

OsDR8影响植株的抗性可能是通过影响防御反应

基因的表达,OsDR8的功能在信号路径的上游。另

外,维生素B1 的积累可能是水稻植株对白叶枯病和

稻瘟病的抗性所必需的。
通过筛选水稻 T-DNA插入突变体库,发现1

个类病斑突变体。侧翼序列分析显示T-DNA插在

1个基因(命名为OsDR9)的开放读码框。预测Os-
DR9基因编码由180个氨基酸组成的功能未知蛋

白。OsDR9基因在茎和幼穗中表达很低,而在幼

苗、剑叶、叶鞘和愈伤表达较高,在根中没有检测到

表达。另外OsDR9基因在老叶中比新叶表达更高。

突变体对稻瘟病和胡麻叶斑病表现高抗。对有类病

斑的叶片进行组织化学检测和DNA断裂分析显示

细胞死亡具有凋亡特征。病程相关蛋白 PR4和

PR8以及稻瘟病相关基因 AOS2在突变体中上升

表达。突变体植株也积累了自发荧光物质、SA、JA
和植保素(momilactoneA 和sakuranetin)。突变

体提高了超氧化物和 H2O2的水平。将1个来源于

水稻品种日本晴的包含有OsDR9基因的10.5kb
片段转入突变体02Z15AM37,转基因植株类病斑表

型消失,说明由于T-DNA插入导致的OsDR9突变

是引起类病斑表型的原因。这些结果说明,OsDR9
是水稻抗病和细胞凋亡的1个负调节子。
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RicebacterialblightdiseasecausedbyXanthomonasoryzapv.oryzaandfungalblastdiseasecaused
byMagnaporthegrisea,aretwoofthemostdevastatingdiseasesofriceworldwide.Thesetwodiseases
canleadtotremendousyieldlosseveryyear.Efficientcontrolofdiseasethroughimprovingricedefense
systemiseconomicandenvironmentfriendly.Characterizingricediseaseresistancerelatedgenesandelu-
cidatingthemechanismofricediseaseresistanceareimportantbothinscientifictheoryandinriceim-
provement.

Thesignalinginducedbytheplantgrowthhormoneauxinisgenerallyrecognizedtoregulateplant
growthanddevelopment.HerewereportriceGH3-8,anauxin-responsivegenefunctionedinauxin-de-
pendentdevelopment,activatesdiseaseresistanceinasalicylicacid–andjasmonicacid–signaling-in-
dependentpathway.Bacteriainduceaccumulationofindole-3-aceticacid(IAA),themajortypeofauxin
inrice.IAAinducestheexpressionofα-andβ-expansins,theproteinsthatareknowntoloosecellwall,
thenativebarrierofbioticintruder,tofacilitatethegrowthofcells.Inriceresistancevarietycarrying
Xa21orXa26,theinfectionofbacteriainducericetosynthesizeGH3-8ininfectionsiteofrice.GH3-8
encodesanIAA-aminosynthetasethatpreventsfreeIAAaccumulationandloosenessofcellwall.Over-
expressionofGH3-8enhanceddiseaseresistanceanddelayedgrowthanddevelopment,whichispartly
duetoinhibitingtheexpressionofα-andβ-expansinsviasuppressingauxinsignaling.Hereweshowthe
mechanismofbacteriahijacksauxinasvirulencefactortoinfectrice,andtheregulatingpathwayofricetothe
virulencefactor;inadditionto,explainthecausethatplantsgrowthwasrestrainedindiseaseresistance.

OverexpressionofGH3-8resultsinsterilityofplants.Analysisofforwardandreversecrossshowed
thatGH3-8-overexpressingplantsweremalesterilityandfemalesterility.Wefoundthatthestigmasof
GH3-8-overexpressingplantsareabnormalbymorphologicalobservation.Weobservedthematureem-
bryosacofGH3-8-overexpressingplantsusinglaserscanningconfocalmicroscopy.Theresultshowed
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thatthematureembryosacsofGH3-8-overexpressingplantswereabnormal.Thismaybethereasonof
femalesterility.NoobviousdifferencewasobservedinstamenbetweenGH3-8-overexpressingplants
andwide-typeplant,butthemostofpollenofGH3-8-overexpressingplantsweresterile.Thismaybe
thereasonofmalesterility.GH3-8hadhighexpressionlevelinstamen,andtheexpressionofGH3-8
changesasthedevelopmentofflower.Tissueandtimedifferentialexpressionconfirmedtheroleof
GH3-8inregulatingflowerdevelopment.Weidentifiedseveralauxinresponsivefactors(ARFs)thatin-
teractedwiththepromoterofGH3-8byanalysisofyeastonehybrid.OverexpressionofOsARF8inMu-
danjiang8activatedtheexpressionofGH3-8.ThisresultsuggestedthatOsARF8isthetranscription
factorinregulatingtheexpressionofGH3-8.OsARF8expressedhighlyinpistil,butlowlyinstamen.
FertilityofGH3-8-overexpressingplantswaslowerthanthatofwidetype.ThemostofpollenofOs-
ARF8-overexpressingplantsweresterile.Theoverexpressionofauxinsignalinggenes(OsARF8and
GH3-8)resultedindecreaseofricefertility.Thisresultsuggestedthatauxinplaysacriticalroleinregu-
latingflowerdevelopment.Thedetectionoftheauxindistributioninpanicledevelopmentshowedthat
auxinisaffinitivelyrelatedwithpanicledevelopment.

ThetransgenicplantswithrepressedexpressionofOsDR8showedreducedresistanceorsusceptibil-
itytoXanthomonasoryzaepv.oryzaeandMagnaporthegriseacausingbacterialblightandblast,re-
spectively.TheputativeproductofOsDR8washighlyhomologoustoanenzymeinvolvedinthebiosyn-
thesisofthethiazoleprecursorofthiamine.Exogenousapplicationofthiaminecouldcomplementthe
compromiseddefenseoftheOsDR8-silencedplants.Theexpressionlevelofseveraldefense-responsive
genesincludingtheearlierfunctiongenesofdefensetransductionpathway,OsPOXandOsPAL,andthe
downstreamgenesofthepathway,OsPR1a,OsPR1b,OsPR4,OsPR5andOsPR10,wasalsodecreasedin
theOsDR8-silencedplants.TheseresultssuggestthattheinfluenceofOsDR8ondiseaseresistancein
ricemaybethroughtheregulationofexpressionofotherdefense-responsivegenesandthesiteofOsDR8
functionisontheupstreamofthesignaltransductionpathway.Inaddition,theaccumulationofthiamine
maybeessentialforbacterialblightresistanceandblastresistance.

AmutantwithlesionmimicsontheleaveswasfoundthroughscreeningariceT-DNAinserted
pool.TheT-DNAwasinsertedintotheopenreadingframe(ORF)ofagenenamedOsDR9.Thepredic-
tedencodingproductofOsDR9consistsof180aminoacidswithunknownfunction.OsDR9hadverylow
expressionlevelinstemandyoungpaniclebuthigherlevelinseedling,flagleaf,sheathandcallus;no
OsDR9expressionwasdetectedintheroot.Inaddition,OsDR9hadhigherexpressionlevelinoldleaf
thanyoungleaf.ThemutantwashighlyresistanttoMagnaporthegriseacausingfungalblastdiseaseand
BipolarisoryzaecausingCochliobolusmiyabeanusdiseaseinfield.HistochemicaldetectionandDNA
fragmentationoftheleavesdevelopedlesionmimicsshowedthatthecelldeathhadthesamefeaturesof
apoptosis.Inaddition,theexpressionofpathogenesisrelated(PR)proteinsgenesPR4andPR8aswell
asablastresistancerelatedgeneAOS2wasupregulatedinthemutant.Themutantalsoaccumulatedau-
tofluorescentmaterials,salicylicacidandphytoalexins(bothmomilactoneAandsakuranetin).Themutant
containedelevatedlevelsofsuperoxideandH2O2.A10.5-kbfragmentharboringtheOsDR9genefromricevari-
etyNipponbarewastransferredintothemutant.Lesionmimicphenotypewasdisappearedinthetransgenic
plants,indicatingthatknockoutofOsDR9byT-DNAinsertioncausedthelesionmimicmutantphenotype.These
resultssuggestthatOsDR9isanegativeregulatorinricediseaseresistanceandapoptosis.

Keywords Oryzasativa;bacterialblight;fungalblast;diseaseresistancerelatedgenes;auxin;
salicylicacid(SA);jasmonicacid(JA);basalresistance;development;expansin;GH3-8;thiamine;

lesionmimicmutant(LMM);apoptosis
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