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水稻白叶枯病菌 h r p 调节基因 h r p G 的

鉴定及其变异分析
’
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摘要 根据水稻细 菌性条斑病菌 ( X a nt h o m
o n a 、 。 r y z a 。

p v
. 。 r y 欢。。 la

,

X 。
、 ) h r p 基 因的序列设

计引物
,

通过 P C R 方 法从水稻 白叶枯病菌 J X O I H 和 P X O 9 9 “ 菌株 中扩增得到核普酸序列完全一

致的 h r
P G 墓 因

.

以该基 因为探针 与 J X O l l l/ p U F R O3 4 墓 因组 文库中含有 h r P X 克隆 p U H R X 2 4弓

( 3 6
.

8 k b ) 的 4 个 亚克隆进行
S o u t h e r n b l o t 分子杂交

,

确定在亚 克隆 p B I 中 1
.

3 k b 大小 的片段和

A E 4 (3
.

0 k b) 片段 中存在 h r P G 同源序列
.

测序结果表明
,

在 p B I 中有 5 8 6 个碱基序列
,

在 A E 4 中

有 2 0 6 个碱基
,

共同构成完整的 h r
P G 基因

,

且与已知的 h r P X 基因是毗邻的
.

以 同样方 法 从水稻

白叶枯病菌 P X ( ) 9 9 “
菌株 的 l: r

P
一

突变体 M 16 中扩增得到 h r
P G 基因对应位置 的同源突变序列

.

序

列分析表明其有意义 突变为 5 41 位的 C ~ T 的突变
,

从 而导致亮氨酸 变为苯丙 氨酸 ( I
J e u

~ P h曰
.

将 h r P G 基 因和突变序列分别导入突变体 M 16 中
,

转移结合子 M 1 6 / h
r P G ( P X O 9 9 “ )恢复 了其在烟

草上 的过敏反应和在水稻 上 的致病性
,

而突变序列 的结合子 M 16 / h
r
P G (M 1 6 ) 则不 能使其恢复功

能
,

从 而确定 M 16 是由于单个碱基 的突变所引起 的功能突变
.

经 过对基因及其产物的比对发现
,

对于第 H 组 h r P 调节基因 h r
P G 的变异

,

种间变化明显高于种 内不 同致病变种的变化
.

关键词 水稻 白叶枯病菌 h rP G 基因 h rP G 基 因突变体 变异分析

h r
P 基因 ( h y p e r s e n s it iv e r e a e ti o n a n d p a t h o g e n i e i t y

ge en )是植物病原细菌致病关键因子
,

控制对非寄主

植物烟草的过敏反应和在寄主植物上的致病性: `
,
2〕

.

h r
p 基因是一个基因簇

,

根据 hr p 基因的调控机制和

结构特征
,

革兰氏阴性植物病原细菌的 hr p 基因被分

为两组
3 {

.

第一组 h rP 基 因以 E八刃乞in a a m贝
。
训ar 和

尸eu d( )m洲
。 、
尽八 n g ae vP

.

sy ir n

ga
。
的 h rP 基 因为代

表 ; 第二组以 R a l s t o 、 i a 、 o l a o a o e a r

。
:

和 X a n r h

~
n a :

,a m P .e’ lr 八 的 h r
P基因为代表

.

第一组 h rP 基因的调

节基因主要是 h : p R和 h rP S赶钊
,

而第二组 h rP 基因的

调节基因主要是 hr PG 和 h rP 了
5川

.

两组 h rP 基因调

节基因在结构上的特征是第一组的调节基因 h rP R 和

h rP S 与 h r
P 基因簇 紧密相连

,

而第二组的调节基因

h r
P G 和 h r

P X 是远离 h rP 基因簇的
,

在 h rP 基因簇附

近都未发 现调节 基 因比
、

幻
.

在 X an tho
7

nD 。 、
属 中

,

h r
PG 基因控制 h rP X 和 h rP A 的表达

,

而 hr P X 则控

制 h rP 基因中其他基因的表达川
.

据 w en ge iln k 等报

道
,

辣椒斑点病 菌 ( X
. `。 m P

e 、 z r i
s

p v
.

二: s i c z o r Z。 ) 的

h r
P6 基因和 hr P X 基因是毗邻的

.

水稻黄单胞 X an
-

ht o

mD
n a 、 。 yr az

。
包括两个致病变种 vP

.

or y az 。 和 vP
.

。
yr iz co la

,

分别引起 白叶枯病和条斑病
` ’ ` )二

.

本实验室

的研究表明水稻黄单胞 X an t ho mo an
、 o

yr az 。 由 h rP 基

2 (〕0 4 0 7 0 6 收稿
,

20 0 4一 0 5
一

2 7 收修改稿

关
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因编码的效应分子 hr a pi %在致病变种间的区别 比致

病变种内菌株间的变化大 ll [〕
.

Z hu
等报道 了水稻白

叶枯 病 菌 (而
n t人

oo m
n ao s勺 z ae p v

.

o卿 z ae,

Xo
o )

PX O 86 菌株不完整的 h rP G 基因与完整的 h rP X 基因

之间有 7 61 个碱基的距离川」
.

本实验室的研究表明

水稻细菌性条斑病菌 (Xa nt h

~ an
: 。 yr az “

vP
·

。 yr iz
-

co la
,

xo oc )的 h rP G 基因和 h rP X 基因也是毗邻 的
,

两者之间的距离也为 76 1 个碱基山〕
.

我们还从 X oo

JX OI n 基因组文库克隆 p U H R X2 45 中鉴定出调节基

因 h r PX
,

但尚未明确 hr P G 的序列特征及其位置关

系川〕
.

在同一研究中用硫酸二乙醋化学诱变方法从

P X 0 99 菌株得到 h rP
一

突变体 M 16
,

其不能在非寄主

植物烟草上引起过敏反应
,

在寄主植物水稻上只能产

生很弱的致病性
.

M 16 能与水稻细菌性条斑菌 R S 10 5

中含有 h rP G 和 h rP X 基因的片段互补恢复功能
,

即

在烟草上恢复过敏反应
,

在水稻上恢复致病能力
,

而

仅含 h rP X 的片段则不能互补恢复功能
.

M 16 是否在

h rP G 位点发生突变尚不清楚
.

本文报道从 x o 。 两个菌株 ( J x o l xl 和 p X O 9 9 A )

得到的 h r P G 基因
,

通过序列分析对 h r
P G 基 因进

行定位
,

同时通 过与水 稻细菌性 条斑 病菌 ( X an
-

t h o m o n a : o r夕 z a 。 p v
.

o r 夕 z i c o za
,

X o o 。 ) 和 X
o o 突变

体 M 16 中 h rP G 基因的同源性 比对
,

以期 了解水稻

黄单胞不同致病变种及菌株 间 h :
PG 的变异和对致

病性的影响
.

本文研究结果对阐明水稻黄单胞菌致

病性变异机制和与水稻的互作关系有一定意义
.

1 材料与方法

1
.

1 供试水稻 品种
,

菌株及 xo
o 的基因文库克隆

和亚克隆

供试水稻品种为感病品种汕优 63 (由安徽省农业

科学院赠送 )
,

接种水稻白叶枯病菌后病斑长度可超

过 20 c m
.

X
口。
菌株 JX 0 m 的致病表型与 日本系统小

种 3 相同
,

PX O 99入 为菲律宾小种 6
,

在汕优 63 上接

种 12 d后病斑长度分别达 21 和 20 c m
,

而突变体 M 16

形成的病斑只有 4 cm
.

用于 P C R 扩增 h r
P G

r o 。 的 JX
-

O n l 基因文库构建在粘粒 p U F 0R 34 上
,

转化大肠杆

菌 D H a5
.

含调控 区的文库克隆 p U H RX 2 4 5 和有关

亚克隆片段由本实验室筛选获得 (表 1)
.

表 1 本研究使用的菌株与质粒

菌株 或质粒 有关特征 来 源

菌株

X
.

0 p v . o

砂
z a e

j X O l l l

P X O 9 9 A

M 1 6

E
.

c o l i

D H 5
a

5 17一 1

粘粒和质粒

pG E M R 一

--T E a s y
一

v e e t o r

P U F R 0 3 4

P U H R X 2 4 5

PB I

A E 7

A E 4

P B K 6

P H R S 3
.

3

PB 7

水稻白叶枯病菌

野生型
,

日本 系统小种 3

野生型
,

菲律宾小种

P X O 99 A 的 h r
p 一 突变体

本研究室

本研究室

本研究室

F
,

m
Zn r e c

A
,

中8 0 d l a c
Z

,

△M 12

T r a + r e

cA S P
t

G i b e o-- B R L 公司

S im o n 仁1 5〕

A P r

粘粒 I n c W
,

N m r ,

K m
r ,

M
o b + ,

M o b ( P )
,

L a e Z
a +

X oo 基因组粘粒 ( p U F R O 3 4) 文库 中含 h r PX 基因的克隆

p U H R X 24 5 的亚克隆 (含 1
.

3 k b 和 5
.

2 k b 两个片段 )

p U H R X 24 5 的亚克隆 ( 3
.

o k b )

p U H R X 2 4 5 的亚克隆 ( 3
.

0 k b )

X oo ` 基 因组文库中含 hr P G 和 h rP X 基因的克隆

X oo 基因组文库中含 h rP X 基因的克隆

p U H R X 2 4 5 的亚克隆 ( 5
.

Z k b )

P r o m e g a 公 司

D e F e y t e r e t a l「 16〕

本实验室 [ 咭3〕

本研究

本研究

本研究

本研究室 l3[ 〕

本研究室 l[’ 〕

本研 究

1
.

2 P e R 扩增 xo
o 的 h r p G x o o

基因

根据水稻细菌性条斑病菌 R 1S 05 的 h r P G 基 因

序列设计 了特异性 引物
: 5仁C G G G A T C C A T G A A

-

CA T C C C T T G C C C C C T T G C
一

3 尸和 5 ’ 一

C G G G A T
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CA C TG TCG A CG AG CG G G C T TG G CA TG
一

3
` ,

从水稻 白叶枯病菌菌株 J X O I xx
,

P X O 9 9 A ,

M 1 6 中

扩增同源序列
.

扩增条件为 94 ℃ s m in ; 94 ℃ 3 0 5 ,

6 1
.

5℃ 1 5 ,

7 2℃ 2 5 ,

7 2℃ 1 0 5
.

(M 16 )
,

在寄主植物水稻上采用剪叶接种
,

在非寄

主植物烟草上采用注射接种
.

菌体培养及接种方法

参照文献 [ 19」进行
.

1
.

3 s o u t h e r n b l o t 杂交

将 P C R 扩增 得 到 的 人rP G 二 ,)() 基 因
,

连 接 至

p E G M 妞 T
一

ea s y 载体
,

得到 p E T e 一 G X oo
.

地高辛标

记后作 为探 针
,

与 p U H R X 2 45 的各 亚 克 隆进 行

S o
ut h er n bl ot 杂交

’ 7 {以决定 h :
P G 基因与 h :

P X 的

位置
.

1
.

4 序列测定与序列分析

从 J X O l l l
,

PX ( ) 9 9 A ,

M 16 中扩增的 h r P G 同源

序列以及将 有杂交信号的亚克隆 片段 A E 4 和 p BI

以 E c o R I 酶切位点为中心向两边进行测序测定
.

序

列测定在 T a k ar
a 公司进行

.

序列分析应用 iB oe id t

软件
.

1
.

5 两亲交配法进行功能互补

将 P X 0 99
“
和 M 16 两者 的 P C R 产物分别导人

p U F R 03 4 ll 6

粘粒 中
.

通过两亲交配法
` 5

,
` 8了获得互

补 结 合 子 M 1 6 / h rP G ( P X 〔) 9 9
“
) 和 M 16 / h

r
P G

2 结果与分析

2
.

1 从 J x 0 l l l
,

p XO9 9 A

和 M i 6 菌株中 p C R 获得

的 h r p G x o 口
基因及相应序列

以水稻条斑病细菌 h rP G
不。、 基因的序列设计

一

引

物
,

从水稻白叶枯病菌菌株 JX O n l 和 P X 〔) 9 9 A

基因组

D N A 扩增得到 h rP G ℃o 。 序列
,

大小均为 79 2 b p ( G e n -

aB
n k 登录号分别为 A Y o 4 8 6 8 2 和 A Y O4 8 68 3 )

,

两者

有两个碱基的区别
,

但推测的氨基酸序 列完全一致

(资料未显示 )
.

它们与细菌性条斑病菌 R S 1 05 的 h : -

P份 (,o
。
基因和氨基酸序列分别有 96 %和 98 % 的一致

性
,

与辣 椒斑点 病菌 的 h rP 份二 基 因和 氨基 酸 有

87 %和 85 %的一致性
.

三者推测 的氨基酸序列的 比

较见图 1
.

根据黄单胞细菌 h rP G 基因编码产物的氨

基酸序列比较发现
,

水稻黄单胞两致病变种的 h rP G

在第 22
,

29 和 2 52 位点有三个氨基酸不同
,

而水稻

黄单胞与辣椒斑点病菌 ( X(
一

v) 的 hr P` 则有较大区别
,

有 30 多个氨基酸发生变化 (图 1)
.

】仁欢p ` 加 0 0

H欢p G邢b o c

】泣欢p ` 洲〔 丫

扣阿r p c 卫升冬耳Gs 人卫L L T卿人卫毛人 s 幻界缪从能象 p泌 签J 熬笋3 、了F 3砂 艺L E L L及 S L跳
S P c E L L v F D 6 。

扣牙I p c p冷人 H` 6 人F 毛L T②人肠叮骡 )再琪藏人3 么人护婆 不里裹尹弓钟 g 孙玄L E L L卫 g L班弓 r c E L L v F D 6 。

H班 ) H 3 P S班 A GS V 乒L L T 皿: 八习工了3 水邝渡真慈舀人乡乙色 I J不尹g 了F 弓心卫L E L L卫 S L 斑王S p C E L L 工F D 6 0

】台p ` 韶。 0

】仁娜` 加b o c

】匡娜` 加。 ,

湘心 G琳。 0

】胜 p G器b o c

邢切`知脚丫

人 S C V A汉 ,盆 S S L L A甸劝卫口日 S G分I T奋 L I V乞爵蔽犷夏C A翻卧工 L口蛋犷了取熟 G几 Q EV L二 J
J

p 刃 J p主扭 L O叮 1 2 0

A S C V A乌心盆 S S L L产多刃只 l级H S C挂 p r 蓄L工V 乙忿象 F氢汤C习盆 工乳心坷 Y p涣 G人 Q盆V L A I山p 丸 J S王妞 LO叮 1 2 0

A S C V再决户乃 S弓毛乙 A毛幻只台拄容 C O p了 p t丈V乙容公醉忿忿再兹瀚工工盆生介尸农大 G人 O忿V乙滋 L p劝汀g生扭毛甘叮 1 2 0

众人A L人乙乌夕V月 {认 C夕且了卿若么奢梦 G拿习心L彭藕二器肺补笋Y乌J月公1巷 工V 羌T A众孔下容工人琐乙乙 P 3 3 p G甘 C I 白O

孰六人 L入乙弓 PV好认 C p萝了漪瓦享廿芬争羚乙石瀚翼瀚 r V丫霆老墓嵘封多艺幼豁t 人获茸砂容艾人列 L儿夕宫寥p G叮 C 工日O

p人人 L人工写 p V人H人C p皿 T召姗乳乌V弓 p钾滚乳工陇 敲材岁梦丫摊 G裂乡工人 L丁人众习F 3工习幻L L尹 S弓p C甘 C 工日0

】厄切 G加。 0

习臼 p ` 瀚b o c

】口艺 p ` 升乙 v

F及p C Q么人从人仍口辱 S H T尽夕T乃 盯班盆谬盆工域旧
声
粉矛J Q

日

奋乙钟卿翔祥跳飞瓜工及 t叮丫 S H珍Y万几 E L人 L O D 2 4 0

F双
c 。 ` 人R人 , 可尽

淤
遥盯 L盯拟妙日1了双蕊黝心几 Q`攀和卿以掀

工妹搏 s H̀ 丫升 I E认 L QD 2 4 。

F刀只 C O L A只 A毛吸了弓 S王打万夕了刀只了五双红赶二飞
尸

洲通石绎 J 注 O几渗g p 3 日A百限工及了叹份 S H尽 Y万 l 卫】山红 L HD 2 4 0

】厄欺p ` 急. 0

】七 p ` 义b o c

H欢p ` 加亡 v

只 OA T T卫妈 R人甘 S

只O A T T卫石从人 V S
堵

p
坦琴下“ c *

乙S p启日刀贫么么 C潇

T R A T T劲S只人 V性冲 S LG p 3 H日汤人蕊 C ,

之石咬

艺感啼

三感 4

图 1 水稻黄 单胞细菌 J x o ll 和一些其他黄单胞细菌 hr p C 基因推 测的氮基酸序列的 比较

突变体 M 16 与 PX O 99
“
的 hr P G 同源序列 比较

发现 ( M 16 h r
P G 基因的序列登录号为 A Y O49 7 5 3 )

,

仅在 51 4 和 5 41 两个位置上的碱基发生 了变化
,

且

都是 由 C 转换为 T
.

但氨基酸分析结果表明 (见 图

2 )
,

第 5 14 位上的碱 基变化为无意义突变
,

而 541

位上 的碱 基变化 引起 了氨基 酸的变化
,

使 亮氨 酸

(I eu )突变为苯丙氨酸 ( P he )
.

这表明突变体 M 16 的

h r
P G 基因是由于单一氨基酸的改变而使功能丧失

.

通过与 X a nt h 。。 on as 属其他种 h r
P G 比较时发

现
,

水稻 白叶枯病菌之间 h : P G 及其产物的 一致性
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高于与水稻条斑病细菌 h P rG 的一致性
,

而与其他 黄单胞细菌 h r
P G 的差别较大 (表 2)

.

卯50h r p G五丑 6 M N 1 P C P L A H G S A F L L T Q D A R L A S Q V N A S I A P L S R N V S V F S D E L E L L R S L 卫
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h r P G五卫 6 H 5 P C E L L V F D 人 5 C V A S D E 5 S L L人 W Q R C H S G H r T P L

h r p G g夕 H 5 P C E L L V F D A 5 C V A g D E 5 S L L A W Q R C E S G H r T P L

V L G R F D C A N D I L D W 1 0 0

V L G 灭 F D C 人 N D I 工 D W 10 0

h r p G M 1 6

h r P G 9 9 };l

h r p G孔丑 6 N T V Y L H G K P 1 V L T A R E F S I A W L L F S S 卫 G V C 荃 R R C Q L 人 K A V W G S 只 T E F T D R 2 0 0

h r P G 9 9 N T V Y L H G K P I V L T A R E 万 S I A W L L F S S r G V C 石 R R C Q L A K A V W G S H T E F T D R 20 0

h r p G h 灯 6 T M E Q H I Y K L R K K L Q L G N H N G A V R I R T V Y S H G Y K L E L A L Q D K D A T T M S K A V 2 5 0

h r p G 9 9 T M E Q H 1 Y K L R K K L Q L G N H N G A V R I R T V Y S H G Y K L E L A L Q D K D A T T M S K A V 2 5 Q

h r p G 五归 6

h r p G 9 9

5 L 5 L 5 P A H R T A A C 生 2 64

5 L 5 L 5 P A H R T A A C ` 264

图 2 与其突变体 M 16 的 h
r p G 基 因编码的氨基酸推测序列的分析

表 2 水稻 白叶枯病菌 t X面 )菌株《J xo ll
,
P拟卫 ,

,
PX C旧6 an d

M 16 )和其他黄单胞细菌 hr p G 基因及其产 物的一致性

黄单胞细菌种或菌株幻

X
o o (

( A F 2 7 2 8 8 5 ) b )

X
o o ( A B 0 4 0 4 0 2 )

P X O 8 6 ( A F 0 2 2 ] 8 5 )

P X ( ) 9 9 ( A Y 0 4 8 6 8 3 )

M 1 6 ( A Y 0 4 9 7 5 3 )

X c 刀 ( U 5 7 62 5 )

X
f 〔
( A E 0 12 2 15 )

X a c
( A E 0 1 17 5 6 )

与 H r p G ( A Y o 4 s 6 s Z )的一致性 /%

核昔酸 氨基酸

9 8

9 9

9 9

10 0

9 9

8 5

7 2

8 5

隆 E co R I 和 B a m H I 单 酶切 和 双酶切 图谱 见图 3

( a )
.

以 h r PG 为探针 ( p E T e 一G X o o ) 进行 S o u t h e r n

b l o t 杂交 的结果表明
,

X o o ( JX O l l l ) 文库克隆 p U
-

H R X 24 5( 第 6 泳道 )和两个亚克隆片段 p B 1( 第 3 泳

道 ) 和 A E 4 与 阳性 对 照 h r
P G 基 因 ( p E T e 一G x o

o/

B a m H I
,

第 2 泳道 )一样均有杂交信号 ( 图 3 ( b) )
.

2
.

3 对亚克隆 p B I 和 A E 4 中所含 hr p G 基 因的测

序分析

根据酶切图谱分析 p BI 和 A E 4 位于含 hr P X 枷

基因亚克隆片段 p H R 3S
.

3 的左侧
,

p BI 和 A E 4 两

个相邻片段 由一个 E co R I 识别序列连接 (图 4)
.

从

上述 s o u t h e r n b l o t 杂交结果已知 p B I 和 A E 4 与 h r -

P G 有 杂 交 信 号
.

因 此
,

从 亚 克 隆 p B I 和 A E 4

E co R I酶切位 点向两侧测定核昔酸序列
,

结果表 明

几卜QUQU八曰óOJt了7
.厅了QùOJQéOJDOJ曰SQ曰

a ) X o o ` ,

X
.

o

勺
z a e P v

.

o r夕 z i c o l a ; X o o ,

X
.

o

砂
z a e p v

.

o r 夕 z a e ;

X
.

` o 功 P
尸 s t i s p v

.

v e s i e t o r i a ; X
c e ,

X
.

e o m P
e s t r i s p v

. c o 阴 P
e s t r i s ; X

a c ,

X
·

a x o n o P o d i s p v . c i t r i
.

b ) 括号内为 G e n B e n k 登录号

2
.

2 含调节基 因克隆 p u H R x2 4 5 及亚克隆酶切图

谱及
s o u t h e r n b一o t 杂交对 h印G x o o

基因定位

含 h r P 调节基 因的克隆 p U H R X 24 5 及其亚 克

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

2 3 13 0
9 4 16
6 55 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- - - - - - - - - - - - - - - -

2 3 2二
2 0 0 (

`
9兮8
5 0 0

2 5 (

10 (

图 3 p U H R x2 4 5 及其亚克隆酶切电泳图 (a) 及 p E I
,

-e G
x
oo 与各文库克隆

,

亚克隆的 s o u t h e r n b lo t 杂交结果 ( b )

( a )
:

l
,

D L
一

2 0 0 0 D N A 标志
; 2

, p E T e 一G x o o / B a m H I ; 3
, p B I / B a , H l+ E c o R I; 4 , PB 7 / E c o R I ; 5

,

A E 4 / E c o R I ;

6 , p U H R X 2 4 5 / E e o R I ; 7 , p B K 6 / E
c o R I ; 8

.

A E 7 / E
c o R I ; 9

,

空白 ; 1 0 ,

人/ H i n d l l l

( b )
: l

,

D L
一

2 0 00 D N A 标志 ; 2
, p E T e

一

G x o o / B a m H I ; 3
, p B I / B a 劝 H l十 E

c o R I ; 4 , p B 7 / E
e o R I ; 5 ,

A E 4 / E c o R I ;

6
, p U H R X 2 4 5 / E

c o R I o 7 , p B K 6 / E
c o R I ; 8

,

A E 7 / E e o R I ; 9 ,

空 白 ; 10 , 入/ H i n d l l l
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帅G h华比

( 7 6 2 b P )

圈 4 水相白叶枯病 J x 0 I n 菌株的 h
r p
xG oo 签因与

h r p x 甚 因在 pU H R x2 4 5 文库克隆中的相对位 t

A E 4
, p B I

, p H R S 为粘粒文库克隆 p U H R X 2 4 5 的亚克隆
; E 表

示 E o o R I ; B 表示 B a m H I ; S 表示 S a c l ;
箭头表示基 因转录方向

力
.

从不同菌株剪叶接种水稻后在叶片中的生长曲

线也可以看 出含 h rP G 基因突变体 M 16 在水稻叶片

中的繁殖量明显低于野生菌株
,

而野生菌株与互补

结合子 (M 1 6 / h rP G )繁殖量差别不大 (资料未列 出 )
.

因此可以确定 M 16 为 h rP G 基 因缺失突变
,

而且其

突变位点 ( 5 4 1 位 )为功能性突变
.

两个亚克隆各含有 h r
P G 基因的部分序列

,

共同组

成一 个 完 整 的 h r
P G 序 列

.

p B I 的 实 际 长 度 为

13 1 3 b p
,

从该片段 7 22 位开始为起始密码子
,

直到

13 0 7 位 cE
o R I 酶切位点

,

总共 5 86 个碱 基
,

A E 4

右端从 E o R I 酶切位点 开始共 2 06 个碱基是 h r -

P G x o o

基 因 的 剩 余 部 分 ( 测 序 号
:

N J S 6 45 和

N J S 6 54 )
.

h r p G x o o 的总长 度与 直接 从 J X O l l l 和

P X O 9 9人 基因组中 P C R 扩增的片段长度和序列完成

一致
.

2
.

4 J x o i i i 菌株的 h r p G 基因与已知的 h r p X 基因

位置关系的分析

hr P G 基因与 h r
P X 基因是相毗邻的

,

两者之间

的距离在 7 22 个碱基 以上
,

其中包括 h rP X oo 左侧

从 S a 。 I 酶切 位点 的 46 个碱基 和 hr P G x oo 右侧 至

B a m H l 酶切位点的 67 6 个碱基 (图 4 )
,

但尚未包含

从 B a m H I 至 S ac l 酶切位点之间的碱基距离
.

本研

究还对文库克隆 p U H R X 2 45 中 h r P G 和 h r P X 右侧

约 2 7 k b 的序列进行测定
,

未发现 h rP 基因簇 的结

构基因 (资料未显示 )
,

说明水稻黄单胞的调节基因

与结构基因是远离的
.

2
.

5 重组结合子功能分析

将从 P X O 9 9 A ,

JX O l l l 和 突变体 M 1 6 中 P C R

扩增获得的 h r P G工
。 。
基因同源片段连接至粘粒载体

p U F R 03 4 上
,

分别导入突变体 M 16 中
.

互补结合

子在非寄主植物烟草上进行注射接种
,

在寄主植物

水稻上进行剪叶接种
.

从水稻 的致病性和烟草的过

敏反应上 (图 5
,

6) 可以看出
,

用 M 16 中扩增得到的

hr P G 突变序列与 M 16 互补后不能恢复突变体 M 16

的功能
,

其致 病性 和诱导过敏反应能力没有变化
;

而从野生型菌株 P x o 9 9 人 和 Jx o n l 中扩增得到 的 3

h rP G 片段则都可以恢复 M 16 的功能
,

包括在 寄主

植物上的致病性和非寄主植物上诱导过敏反应的能

图 5 h r PG 及突变序列与 M 16 互补后在

烟草上的过敏反应

A
,

P X 《〕9 9 A ; B
,

J X ( )111
; C

,

M 16 ; D
,

M 1 6 / h
r

川
x 印 ( P XO9 9 A

的 P C R 产物 ) ; E
,

对照 ; F
,

M 1 6 / h r PG ( M 1 6 的 P C R 产物 )

田 ` 加P G 及突变序列与 M 】6 互补后的致病性

烟草上的过敬反应

l
,

对照 ; 2
,

JX ( )111
; 3

,

PX (〕9 9A ; 4
,

M 1 6 ; 5 ,

M 1 6伍
,

pG

( M 16 的 P C R 产物 ) 6
,

M 1 6 / h
r P G x o o ( PX O 9 9 A 的 P C R 产物 )

讨论

本研究结果表明水稻 白叶枯病菌 ( X 。 。 ) J X O n l
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与P XO 99
人

菌株的 hr
P G基 因推测的氨基 酸序列完

全一致
,

X oo 的 h rP G 基因与水稻细菌性条斑病菌

( X oo 。 )的 h r
P G 基因编码 的氨基 酸序列具有极高 的

同源性
,

但 是与 X二 的 h rP G 基 因的 同源性不 到

90 %
.

这说明 h r
P G 基因在种 内的同源性 高于不同

种之间同源性
.

在氨基酸水平上
,

水稻黄单胞两个

致病变种 H rP G 变化仅反映在第 22
,

29 和 25 2 位氨

基酸上
,

而与辣椒 斑点 病菌 H rp G 的差别 表现在

3一 9 和 2 16 一 2 20 位约 30 个氨基酸发生变化
.

由此

看来
,

对于第 n 组 h rP 基因簇调控基因 h rP G 的变

异
,

种间变化明显高于种 内不同致病变种的变化
.

水稻黄单胞菌和辣椒斑点病黄单胞菌 ( X o v) 同

属植物病原细菌 h rP 基因簇第二组 3j[
.

尽管它们的

h rP G 基因的序列有很高同源性
,

且相对位置一致
,

但它们突变后对不同细菌的致 病性却 有不同影 响
.

如 W e n g el in k 等认为
,

X vc 的 h rP G 基 因突变并 不

影响其在接种辣椒后 的增殖
,

且症状 出现较早
,

病

斑较大 l6[ 〕
.

与 X vc 不同
,

X oo 的 h r
P G 基 因突变体

M 16 在接种水稻后
,

细菌在水稻体 内虽然有一定增

殖
,

但仅表现微弱致病性
,

且不能在烟草上激发过

敏反应
.

本研究证明
,

在 M 16 h rP G 基 因序列中单个有

意义的位点突变就可以引起 h rP G 基因的功能改变
.

根据 W en ge in ik 等的报道
,

在辣椒斑点病菌的 3 个

h rP G
一

突变体 中
,

也都是单一的碱基位点突变
,

分

别为
:

第 13 0 位 G 变为 A
,

第 59 5 位 G 变为 A
,

第 5 81 位 A 变为 G
.

同时他们 的研究还表 明
,

X vc

的 h r P G 基因突变引起 的是所 有 h rP 基 因的组成性

表达
,

强化 了致病症状和细胞死亡
〔州

.

而本研究中

的 X oo 的 h r P G 基因突变使细菌在寄主植物上的致

病性减弱而在非寄主植物上丧失 了诱导过敏反应能

力
.

这表明
,

X oo 的 h r
P G 突变后 由 h r P 基 因编码

的与致病性和诱导过敏反应有关的效应分子都没有

正常表达
.

以往在辣椒斑点病菌的研究认为 H rP G

是一种直接与寄主互作的应答因子
,

并且是 h rP 基

因中第一个被活化的基因 2[]
.

M 16 的致病性和诱导

非寄主植物过敏反应能力 的明显变化
,

说明它确实

在寄主
一

病原细菌互作中起重要作用
.

水稻白叶枯病

菌突变体 M 16 与辣椒斑 点病菌 的 3 个 h rP G一 突变

体的不同表现说 明在 黄单胞属 的不 同种 中
,

h r P G

基因对 h rP 基因簇的调节功能是有差别的
.

M 16 能

与水稻细菌性条斑病菌 R S 1 05 中含有 h rP G 和 h r -

P X 基因的片段互补而恢复其功能
,

即在烟草上恢

复过敏反应
,

在水稻上恢复致病能力
,

而仅含 h r -

p X 的片段则不能互补恢复功能 l[’ 〕 ,

因此
,

hr p G 基

因的正常表达对 h rP 基因的功能的表现是必须 的
.

在本研究 中
,

克隆得 到的 h rP xG
。 。 则能恢复 M 16

的功能
.

因此
,

可以确定 M 16 为 h rP G 基因功能缺

失突变体
.

h rP G 基因与 h rP X 基 因作为 X a
nt ho m on

a 、 属

h rP 基因簇的两个重要调控基 因
,

在水稻白叶枯病

菌 J X O n l 中与其他种一致
,

两者也是毗邻的
.

从对

X oo JX O H I 菌株 h r P G 和 hr P X 基 因的测序结果和

在文库克隆 p U H R X 2 45 上相对位置看
,

两者之间有

72 2 个碱基的距离
,

与其他黄单胞 h rP G 和 h rP X 基

因 7 61 个碱基的距离稍有差别〔` 3〕
.

参 考 文 献

L i n d g r e n P B
,

P e e t R C
,

P a n o p o u l o s N J
.

G e n e e l u s t e r o f P
s e u d

-

o m o n a s s夕 r i n g a e p v
.

P h a s e o l i c o l a e o n t r o l s p a t h o g e n i e i t y o f b e a n

p l a n t s a n d h y p e r s e n s i t i v i t y o n n o n h o s t p l a n t s
.

J B a e t e r io l
, 19 8 6

,

1 6 8
: 5 1 2一 5 2 2

L i n d g r e n P B
.

T h e r o l e o f h
r
P g e n e s d u r in g p l a n t一 b a e t e r i a l i n t e r

-

a e t i o n s .

A n n R e v P h y t o p a t h o l
, 1 9 9 7

,

3 5
:
1 2 9一 1 52

A l f a n o J R
,

C o l lm e r
A

.

T h e t y p e 111 ( H r p ) s e e r e t i o n p a t h w a y o f

p l a n t p a t h o g e n i e b a e t e r i a
:

T r a f f i e k i n g h a r p i n s ,

A v r p r o t e i n s ,

a n d d e a t h
.

J B a e t e r i o l
, 1 9 9 7

,

17 9
: 5 6 5 5一 5 66 2

G r im m C
,

A u f s a t z W
,

P a n o p o u l o s N J
.

T h e h r
PR S lo e u s o f

P
s e u d o勿 o n a s s 夕 r i n g a e p v

.

P h a s e o l i e o l a e o n s t i t u t e s a e o m p l e x

r e g u l a t o r y u n i t
.

M o l M i e r o b i o l
,

1 99 5
,

1 5
:

1 5 5一 16 5

K a rn d a r H V
,

K a m o o u n S
,

K a d o C 1
.

R e s t o r a t i o n o f p a t h o g e n i e
-

i t y o f a v i
r u l e n t X a n t h o m o n a s o r iaz e p v

.

o r y z a e a n d X
.

c a仇 P e s t i s

p a t h o t a r s b y
r e e ip r o e a l e o m p l e m e n t a t i o n w i t h t h e h r

PX o a n d h
r -

P X c g e n e s a n d id e n t i f i e a t i o n o f H
r P X f u n e t i o n b y s e q u e n e e a n a ly

-

s e s J B a e t e r i o l
, 1 9 9 3 , 17 5 ( 7 )

:
2 0 17一 2 0 2 5

W e n g e l n i k K
, v a n d e n A e k e r v e k e n G

,

B o n a s U
.

H r p G
, a k e y

h r P r e g u l a t o r y p r o t e i n o f X a n t h o m o n a s c a m P e s t r i s p v
.

Ve
s i c a t o -

r i a ,

15 h o m o l o g o u s t o t w o 一 e o m p o n e n t r e s p o n s e r e g u l a t o r s
.

M
o l

P l a n t一 M i e r o b e In t e r a e t , 1 9 9 6
, 9 : 70 4一 7 12

K im J u n『G u n ,

P a r k B y o u n g K e u n ,

Y o o C h a n g H y u k
.

C h a r a e -

t e r i
z a t i o n o f t h e X a n t h o

斑 o n a s a x o n o P o d i s p v
.

g l y e i n
e s H r p p a t h

-

o g e n i e i t y i s l a n d
.

J B a e t e r i o l
,

20 0 3
,

1 8 5 ( 10 ) 3 1 5 5一 3 1 66

O k u T
,

T a n a k a K
,

I w a m o t o M
, e t a l

.

S t r u e t u r a l e o n s e r v a t i o n o f

t h e g e n e e lu s t e r i n X a n t h o m o n a s o

即
z a e p v

.

o

即
z a 尸

.

J G
e n P la n t

p a t h o l
,

2 0 0 4
, 7 0

:
1 5 9一 16 7

L a u r e n t N o 趁L
,

T h i e m e F
,

N e n n s t i e l D
, e t a l

.

T w o n o v e l t y p e

、!
1
1
|

I
J口es. es一

;…
|



6 6 1氮毅并乎` 瓜 第 , 5卷 第 2 期 2 0 0 5年 “ 月

111
一 s e e r e t e d p or t e i n s o f X a n t h o m o粉 a 占 e a m P e s t r艺5 p v

.

v e s i c a t o n a

a r e e cn o d e d w i t h i n t h e h rP p a t h go
e n i e i t y i s l a dn

.

J aB
e t e r i o l

,

2 0 0 2
, 1 84 ( 5 )

:
1 3 4 0一 1 3 4 8

10 S w i n g s
J

, v a n

压
n M o o t e r M

,

V a u t e 6 n L
, e t a l

.

R e e l a s s i if e a t i o n

o f t h e e a u s a l a g e n t s o f b a e t e r i a l b lig h t ( X a n
ht

o m o
na

s c a m P e ` t ir s

p v
.

o

即
z a e ) a n d b a e t e r i a l l e a f s t r e a k ( X a n t h o m o

na
s o a 仇P e s t r f s

p v
.

o r y z i e o la ) o f r i e e a s p a t h o v a r s o f X 口摊 t h o机。 ” a s o
州

z a e ( e x

I s h i y a m a 19 2 2 ) s p
.

n o v
. , n o m

.

r e v
.

I n t
J S y s t

aB
e t e r i o l

,

1 9 9 9
,

4 0 :
30 9一 3 1 1

11 李 平
,

陆徐忠
,

邵 敏
,

等
.

水稻 黄单胞细 菌 H ar iP n 蛋 白的

遗传多样性及其诱导烟 草过敏 反应和抗病性功 能
.

中国科学
,

C 辑
,

2 0 0 4
,

3 4 ( 2 )
: 1 3 6一 14 3

1 2 Z h u W G
,

M a G b a n u a M M
,

W h i t e F F
.

I d e n t i fi e a t i o n o f t w o n o -

v e l 人r P
一 a s s o e i a t e d g e n e s in t h e h r P g e n e e lu s t e r o f X a 玲 rh o m o

na
s

口 r夕 z a e p v
.

o r , az
e

.

J B a e t e r i o l 2 0 00
,

18 2
:

18 4 4一 18 5 3

13 陈功友
,

王金生
.

水稻条斑病细菌 h印 调节 基 因 h印G xo oc 和

h r pX o o 。 的克 隆 和序 列 分 析
,

植物病理学 报
,

2 0 0 3
, 3 3 ( 3 )

:

2 13一 2 1 9

议 陈功友
,

余晓江
,

王金 生
.

水 稻白叶枯病菌 hr P 调 节基 因 hr
-

p X o o 的克隆与序列分析
.

中国农业科学
,

20 0 3
,

3 6 ( 5 )
:
5 2 8一

5 3 5

1 5 S im o n R
,

P r i e f e r U
,

P u h le r
.

A b or a d h o s t r a n g e m o b i l i z a t i o n

s y s t e m f o r i刀 v i加 g e n e t i e e n g e n e e r in g
:
T r a n s p o s o n m u t a g e n e s i s

in G r a m n e g a t i v e b a e t e ir a
.

iB o / T e e h n o lo g y
,

1 9 8 3
,

l
:

7 8 4一 7 9 1

1 6 压 F e yt e r R
,

K a d o C l
,

G a b r i e l D w
.

S m a [ l
, s t a b l e s h u t t le v e e -

t o r s f o r u s e i n X a 凡君h o饥 o n a .s G e n e ,

1 9 9 0
,

8 8
:

6 5一 7 2

1 7 aS m b r o o k J
,

F it t s e h E F
,

M a n i a t i s T
.

M o le e u la r C lo n i n g
:
A L a -

b o r a t o r y M a n u a l
.

Z
n d e d

.

N e w y o r k
:
C o ld SP

r i n g H a r bo r L a b o -

r a t o r y P r e s s , 1 9 8 9

一5 D e F e y t e r R
,

G a b r i e l D W
.

A t l e a s t s i x a v i r u le n e e g e n e a r e e lu s -

t e r e d o n a 9 0 k il o b a s e P l a s讯 id in X a 月 t h o m o

朋
5 c a m P

e s t r 忿5 p v
·

m a l v a e e a r u m
.

M o l P la n t 一 M i e r o b e I n t e r a e t ,

1 9 9 1
, 4 : 4 2 3一 4 3 2

19 方中达
.

植病研究方法
.

第 三 版
.

北 京
:

中 国 农 业 出 版 社
,

1 9 98
, 19 2一1 9 4

2 0 w e

吃
e ln ik K

,

R o s s i e r o
,

oB
n a s U

.

M
u t a t i o n s i n t he r e g u l a t o r y

g e n e h r P G of Xa
n t h o僻。刀 a s e a 沉 P e s t r 泛5 p v

.

ve
s z云c a t o r i a r e s u l t in

e o n s t i t u t i v e e x p r e s s i o n o f a l l h rP g e n e s
.

J B a e t e r i o l
, 19 99

,

1 8 1
:

6 8 2 8一 6 8 3 1

园家囱缎剥拳基益姗宪寄碧
《海南岛土系概论 》 龚子同 张甘霖

科学出版社 定价
: 5 0

.
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漆智平 主编

元

《海南岛土系概论 》 是中国土壤系统分类 中基层分类研究项 目成

果之一
,

是一本以土系为主的土壤基层分类研究专著
,

涵盖了全岛 8

个土纲的 77 个土系
.

本书分上下两篇
,

上篇论述了海南土壤的成土

条件
、

土壤分类的发展
、

土壤诊断高级单元
、

基层分类 的建立 和制

图表达土系数据库的建立及土壤开发利用 的途径和措施
.

下篇系统

阐述了各土系单元的生境条件
,

主要性状及生产利用等
.

篇末 还介

绍 了全岛发生分类的土壤类型与土壤系统分类 的参比
.

最后附有海

南岛土壤概图
.

本书理论阐述较全面
,

内容丰富
,

数据翔实
,

科学性
、

生产性

强
,

可供有关土壤
、

农业
、

生态科技人员
、

院校师生及生产部门应

用
.


