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background

大田生长突变体（2020F）

• 多分蘖
• 矮杆

品种 株高 分蘖
VP-3 76.5 3

75 4
78 6
88 4
75 4
71 11
71 3
90 3
76 5
63 4

VM-132 38 21
39 21

36.5 25
39 32
43 23
36 21

39.5 18
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Map-based cloning and precise positioning

Chromosome 11 21.2M 

…

CDS （1761bp）



Map-based cloning and precise positioning

Step 1：构建群体，获得群体dna
Step 2：使用公用引物进行粗定位（12条染色体上平均分布的可靠引物）
Step 3:    根据粗定位的结果确定可能的区间，在区间内设计引物（使用primer 3）

检索出两个基因组（籼稻和粳稻）染色体序列上的区间两边的引物，在其中选择一定
长度的序列，和参考基因组进行序列比对，寻找可用的indel序列，复制进primer3网
站进行引物设计，每个位点要取多条引物



Step 2：使用公用引物进行粗定位（12条染色体上平均分布
的可靠引物）父本 母本 f1 混池

Step 3:    根据粗定位的结果确定可能的区间，在区间内设计
引物（使用primer 3）



Step 3:    检索出两个基因组（籼稻和粳稻）染色体序列上的区间两边的引物，在其中选择一
定长度的序列，和参考基因组进行序列比对，寻找可用的indel序列，复制进primer3网站进行
引物设计，每个位点要取多条引物，所有引物都需要验证多态性

Lasergene系列软件，对比使用megalign

中间形成一定长度的空缺，上下游序列即有可能产生indel
标记，将序列复制进primer3网站，选择参数即可



Chromosome 11 21.2M 

…

CDS （1761bp）

Step 4:    逐步逼近，精细定位（计算交换律推测可能的位置）



使用软件EditSeq进行翻译

Molecular Weight 63543.40 Daltons
586 Amino Acids
62 Strongly Basic(+) Amino Acids (K,R)
66 Strongly Acidic(-) Amino Acids (D,E)
229 Hydrophobic Amino Acids (A,I,L,F,W,V)
115 Polar Amino Acids (N,C,Q,S,T,Y)



• 进行blastp，在数据库中检出覆盖率大于60%的序列超过一百条，
相似度在60%以上的序列共有58条。





• 禾本科无结果，更换数据库。
• 检索到两条粳稻类胡萝卜素异构酶序列，相似度为100%



这是根据blastp结果构建的禾本科crtiso进化树

和timetree数据进行对比

  Oryza sativa Japonica Group

 cds cjo6

 Oryza sativa Indica Group

 Oryza brachyantha

 Oryza meyeriana var. granulata

 Brachypodium distachyon

  Triticum aestivum

  Aegilops tauschii subsp. strangulata

 Triticum turgidum subsp. durum

 Triticum dicoccoides

  Eragrostis curvula

 Zea mays

 Sorghum bicolor

 Miscanthus lutarioriparius

 Miscanthus lutarioriparius
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粳稻

籼稻

玉米

粳稻

小麦

硬粒小麦

短药野生稻



基于这个结果，我们查阅了上传序列的参考文献（Yin et al. 
2015）。结合苗期性状（多分蘖，节间变短），我们认为
该序列就是编码CRTISO的基因。下一步需要在群体中寻找
极端个体进行测序验证（是否为该基因突变）



我们查阅相关文献判断突变体导致的原因
• OsCRTISO在水稻叶绿素合成及叶绿体发育中起着重要作用。类胡
萝卜素生物合成受阻，引起光氧化和ABA缺陷，这可能是引起水
稻穗发芽和斑马叶的主要原因（Chai et al. 2011; Fang et al. 2008），
但进一步研究认为四-顺式-番茄红素的光周期积累和过量1O2产生
才是斑马叶产生的主因（Han et al. 2012）。

• MHZ5介导的ABA途径作用于乙烯信号的下游，抑制根的生长。胚
芽鞘中，MHZ5介导的ABA途径可能作用于上游但是负调乙烯信号，
进而控制胚芽鞘生长（Yin et al. 2015）。

• 乙烯合成关键酶ACC氧化酶1在突变体分蘖芽中上调,说明乙烯可能
促进分蘖的发生。

黄文晓. 水稻矮秆多分蘖突变体D12W191分蘖形成的生理机制[D].南京农业大学,2016.



单链



有alpha螺旋和beta折叠



从图中可以看出在预测的蛋白质结构中在533
位和538位有两个半胱氨酸，可能形成了二硫
键。

预测的链接方式如下



模板：SMTL ID : 4rep.1
Crystal Structure of gamma-carotenoid desaturase

• 底物结合域却呈现出一种新的结构，形成一个长度
为∼40å 的疏水隧道。分子对接模拟结果表明，该隧
道为类胡萝卜素提供了一个合适的底物结合位点

Crystal structure of 1'-OH-carotenoid 3,4-desaturase from Nonlabens dokdonensis DSW-6.

Ahn JW, Kim KJ

Enzyme Microb. Technol. 77 29-37 (2015) 29-37(2015)
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