转PvPGIP2基因小麦的获得与抗病性鉴定
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摘要: 多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白(PGIP)是一种植物防卫蛋白，可阻止一些病原真菌的侵害。本研究克隆出扁豆PvPGIP2 基因编码序列，构建了受玉米泛素(ubiquitin)启动子控制的PvPGIP2 基因表达载体pA25-PvPGIP2；采用基因枪法将pA25-PvPGIP2 转化小麦推广品种扬麦18幼胚愈伤组织4000块，获得了203 株再生植株。PCR检测出阳性植株65 株，转化率为1.625 %。对转PvPGIP2基因小麦T1-T2代植株，进行外源基因的PCR、RT-PCR、荧光定量RT-PCR(Q-RT-PCR)分析和小麦纹枯病抗性鉴定。结果表明，转入的PvPGIP2 能够在转基因小麦中遗传、转录与表达；PvPGIP2 基因的表达提高了转基因植株对小麦纹枯病的抗性。
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Abstract：Polygalacturcuase-inhibing proteins (PGIPs) are defense proteins produced in plants, which can inhibit the growth of pathogenic fungi. In this study, the coding sequence of the bean PGIP gene PvPGIP2 was cloned, and its transformation vector, pA25-PvPGIP2,   was constructed, in which the expression of PvPGIP2 was drived by the maize ubiquitin promoter. A total of 4000 embryo callus of wheat variety Yangmai 18 were bombarded by the particle containing pA25-PvPGIP2, and 203 regenerated plants were obtained. By PCR specific to the transgene, 65 positive transgenic plants were identified in the T0 generation, thus the transformation frequency was 1.625 %. The transgenic wheat plants in T1 - T2 generations were subjected to PCR, RT-PCR, and Q-RT-PCR analyses, and disease resistance evaluation following inoculations with Rhizoctonia cereali. The results showed that the introduced alien PvPGIP2 gene in these transgenic wheat plants could be inherited, and expressed in the wheat plants could be inherited and expressed in the wheat background.
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The transgenic wheat plants expressing PvPGIP2 showed enhanced resistance to R. cerealis compared with untransformed Yangmai 18. 
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近年来，随着肥水条件的改良、种植密度增加和耕作制度的改变，加之生产上大面积推广品种对纹枯病的抗性普遍较差，土传病害小麦纹枯病已成为我国小麦高产稳产的主要限制因素之一。小麦纹枯病，也称为小麦尖眼斑病（wheat sharp eyespot），是由腐生营养型病原真菌禾谷丝核菌（Rhizoctonia cerealis）CAG-1和立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)的AG4和AG5 融合群引起的。我国小麦纹枯病主要病原菌为禾谷丝核菌(Rhizoctonia cerealis)[1]。小麦纹枯病主要侵染小麦的基部叶鞘和茎秆，造成植株倒伏、枯死和白穗，导致小麦产量严重损失，一般地块小麦减产10%~30%, 严重地块减产超过50% [2]。化学药剂防治的效果较差。选育和推广抗病小麦品种是控制上述病害最为经济、有效和安全的措施。因此，发掘、利用重要的抗病相关基因,开展抗纹枯病小麦基因工程研究非常重要。
真菌多聚半乳糖醛酸酶（endo-polygalacturonase,endo-PG）是植物细胞壁降解酶，在真菌、细菌和线虫等侵染植物的过程中起着重要作用[3-5]。多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白（polygalacturcuase-inhibiting protein, PGIP）是一种能够抑制病原菌endo-PG活性的细胞壁蛋白[6]，富含亮氨酸重复（LRR）结构7]，一般包含9~10个LRRs,每个LRR由24个氨基酸残基组成，形成2个β-sheet,其中sheet B1形成一个内部凹陷，特异性识别endo-PG[8-10]。现已证明PGIP在植物体内具有防御作用[6],可以减少病原原菌endo-PG对植物细胞壁的降解，使植物细胞壁不易被病原菌分泌的水解酶所渗透，阻止病原真菌的侵染[11]。迄今己有多种抗性相关的植物PGIP基因被克隆[12]，对其在植物抗病中的作用以及应用进行了研究[13-15]。Cervone等[15]发现多种豆类中PGIP对真菌endo-PG具有广谱抗性。Frediani等[16]发现菜豆PGIP2基因与其他3个基因（PvPGIP1, PvPGIP3 和 PvPGIP4）位于B2连锁群上[17]，其中 PvPGI2 蛋白可抑制多种病菌endo-PGs，具有广谱性抑菌作用[10,18]。
本研究利用基因工程技术成功构建了PvPGIP2基因的单子叶植物表达载体pA25- PvPGIP2，用基因枪法将该载体转入小麦推广品种扬麦18，对转基因小麦T0-T2代材料进行分子检测和抗病鉴定，分析PvPGIP2 基因在转基因小麦中的表达水平和纹枯病抗性,以期明确转PvPGIP2 基因小麦的纹枯病抗性功能及其应用前景。
1 材料与方法
1.1 材料

小麦品种扬麦18，由江苏里下河农业科学研究所小麦育种组提供。菜豆（Phaseouls vulgaris）英国红种子由中国农业科学院作物科学研究所宗绪晓研究员提供。质粒pAHC25由中国农业科学院作物科学研究所小麦分子育种组保存；限制性内切酶SmaⅠ、SacI 和Taq DNA polymerase、T4 DNA polymerase购自大连宝生物公司；大肠杆菌感受态细胞Top10菌株、琼脂糖凝胶回收试剂盒与质粒小量提取试剂盒,购自北京天根生物技术公司。Ampicillin(Amp.)购自北京拜尔迪公司。引物由北京奥科生物技术公司合成。

1.2 方法
1.2.1 PvPGIP2基因克隆及植物表达载体的构建

利用TRIZOL试剂（Invitrogen公司）提取菜豆英国红的叶片总RNA。 用RNA PCR kit ver.3.0试剂盒（Takara）合成第一条链cDNA。以该cDNA为模板，按照PvPGIP2 （FM253101）和Sun等[19]公布的EST序列（DN551584）序列，设计1对基因特异引物 PvPGIP2-U: 5′-GCAACCATGTCCTCAAGC-3′和PvPGIP2-L: 5′-ATGATTAAGTGCAGGCAGG-3。采用Taq plus DNA聚合酶（Takara）和PCR反应标准体系，扩增得到1012bp的PvPGIP2基因产物，回收、纯化，克隆于载体pMD18-T（Takara），测序分析。结果表明，所获得的DNA片段上包含PvPGIP2的完整编码序列（ORF）。为构建转基因表达载体，设计引物(PvPGIP2-OF:5’-GACCCGGGATGTCCTCAAGCTT AAGC- 3’，引入Sma I酶切位点, PvPGIP2-OR:5’-CACTCGAGAGTGCAGGCAGGAAGAGG-3’，引入Sac I酶切位点) 进行PCR扩增。然后用Sma I、Sac I消化该PCR产物以及载体pAHC25，回收所需片段, 利用T4连接酶将Sma I、Sac I双酶切的PvPGIP2基因ORF连接到Sma I、Sac I酶切处理的pAHC25载体上, 构建成PvPGIP2基因的表达载体pA25-PvPGIP2（图1）。
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图1 PvPGIP2基因转化载体pA25-PvPGIP2构建流程
Fig.1 Construction of pA25-PvPGIP2 expression vector
1.2.2 基因枪法转化小麦幼胚愈伤组织及植株再生

利用徐惠君等[20]报道的基因枪轰击法，将pA25-PvPGIP2表达载体和适量的金粉混合后，转化小麦品种扬麦18幼胚愈伤组织4000块，通过筛选、分化、再生、移栽成苗等步骤，进而获得转pA25-PvPGIP2基因小麦扬麦18的T0代植株。
1.2.3 转基因小麦的获得及PCR检测

采用改良CTAB法[21]提取再生植株基因组DNA，作为转基因小麦 PCR检测的模板。根据转PvPGIP2基因载体的序列设计引物 (PvPGIP2-1910U：‘-GCTCTGCCTTCATACGCTA-3’和  PvPGIP2-2381L： 5‘-TGGGTGAGTTTAGCGATGG-3’)。。用扬麦18为阴性对照，质粒pA25-PvPGIP2作为阳性对照，预期从转基因载体质粒和转基因小麦扩增片段大小约为471bp。
1.2.4  PvPGIP2基因的转录水平

以第一链cDNA为模板，首先用小麦Actin基因特异引物(ACT-A：5'-CACTGGAATGGTCAAGGCTG-3';ACT-B：5'-CTCCATGTCATCCCAGTTG-3')作内标，均一化各样本cDNA模板量。用PvPGIP2基因特异的引物(PvPGIP2-QU：5'-ACTCTGCTTTTGGTCACTCTTG-3'; PvPGIP2-Q-R：5'-TACCATAAGTTCCAGAAGGCAC-3') 进行半定量RT-PCR和实时荧光定量RT-PCR(Q-RT-PCR)分析。

1.2.5 纹枯病的抗性鉴定

参考蔡士宾等[22]报道的牙签菌接种法，在小麦分蘖盛期，用消毒镊子夹取长满禾谷丝核菌R0301菌丝的牙签段，轻轻地嵌入麦苗叶鞘内，每个叶鞘嵌入一个有菌牙签段，至少保湿3 d，于小麦收获期对单株进行抗病调查，小麦纹枯病的鉴定采用蔡士宾等[22]的0级至5级分级方法，病情指数用如下公式计算：
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式中，i表示纹枯病病级，Xi分别表示病级为i级的茎秆数。

2 结果与分析

2.1 PvPGIP2基因转化载体的构建与转基因小麦的获得

由图1和测序结果可知，基因转化载体pA25-PvPGIP2构建正确，PvPGIP2受玉米泛素 (ubiquitin，Ubi)启动子的控制，此载体可以在单子叶植物中高效表达。通过基因枪，将含pA25-PvPGIP2金粉子弹轰击小麦推广品种扬18幼胚愈伤组织4000个，获得203 株再生植株，通过PCR检测出阳性植株65 株，转化率为1.625 %。

2.2  转基因小麦的分子检测

提取转PvPGIP2基因小麦T0-T2代植株的叶片基因组DNA，作为转基因植株外源目标基因检测的模板。利用转PvPGIP2基因载体特异的引物进行了PCR检测。结果表明，每代材料均可以检测到转入的PvPGIP2基因（图2），转入的PvPGIP2基因可在转基因小麦中遗传。
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图2 转PvPGIP2基因小麦T2代植株的PCR检测

Fig.2  PCR analysis on T2 plants of PvPGIP2 transgenic wheat
M：100bp DNA ladder ; P：pA25-PvPGIP2转基因载体质粒PvPGIP2 transformed vector plasmid pA25- PvPGIP2; WT 未转基因扬麦18 Untransformated Yangmai 18， CK：ddH2O；1~14：转基因株系Transgenic lines
2.3  转基因小麦中PvPGIP2的转录水平

    利用半定量RT-PCR分析转PvPGIP2基因小麦T2代抗病植株中PvPGIP2基因的转录情况，结果表明这些抗病植株中PvPGIP2基因的转录水平高于未转基因小麦受体扬麦18。进一步利用Q-RT-PCR定量分析这些抗病植株中PvPGIP2基因的相对表达量，结果表明，抗病植株（P1、P2、P3、P4、P5和P6）中PvPGIP2基因的表达水平明显高于未转基因小麦受体扬麦18，不同植株中的表达量存在差异，表达量越高抗病性越强(图3)。


图3  转PvPGIP2基因小麦中PvPGIP2表达的RT-PCR（A）和定量RT-PCR（B）分析

Fig.3  RT-PCR（A）and Q-RT-PCR(B) assays on PvPGIP2 transcript in transgenic wheat

P1~P6:转PvPGIP2基因小麦植株 PvPGIP2 transgenic wheat plants ；WT: 未转基因的扬麦18 Wild-type Yangmai 18

2.4  转基因小麦的纹枯病抗性

抗病鉴定结果表明，与未转基因小麦受体相比，PvPGIP2表达的转基因小麦植株对纹枯病抗性有所提高。转PvPGIP2基因小麦T2代PCR阳性植株的纹枯病病情指数为22.22-31.14，未转基因小麦扬18的纹枯病病情指数为54.12（表1）。由此可见，PvPGIP2基因在小麦中的表达显著提高了转PvPGIP2基因植株对纹枯病抗性。
表1转PvPGIP2基因小麦T2代纹枯病病情指数与抗性
Table 1 Disease index and resistance of PvPGIP2 transgenic wheat T2 plants against Rhizoctonia cerealis
	株系Line
	病情指数Disease index 
	抗性Resistance

	扬18
	54.12
	MS

	扬麦158
	58.25
	MS

	P1
	29.43*
	R

	P2
	24.21**
	R

	P3
	31.14*
	R

	P4
	22.22**
	R

	P5
	28.86*
	R

	P6
	28.00*
	R


数据为T2代转基因株系中阳性植株平均值。*和**分别表示在P<0.05和P<0.01水平与对照扬麦18有显著差异；MS表示中感（Mediate resistance）；R表示抗(Resistance).Data are means of positive transgenic plants in each line. * and ** indicate significant differences compared with Yangmai 18 at P<0.05 and P<0.01, respectively.补绿色阴影部分的英文？
3 讨论

PvPGIP2 蛋白是一种菜豆细胞壁蛋白，可以在体外抑制多种病原真菌的endo-PG活性，已应用于葡萄抗病育种中。针对小麦纹枯病危害日趋严重、抗纹枯病小麦常规育种进展缓慢等问题，利用基因工程方法将PvPGIP2基因转入小麦，探讨其在小麦抗病育种上应用潜力具有重要意义。
本研究创制出纹枯病抗性提高的转PvPGIP2基因小麦新资源，外源PvPGIP2基因在转基因小麦中能够遗传、表达，可以提高转PvPGIP2基因小麦对纹枯病的抗性。构建了在小麦中高效表达的转基因载体，利用基因枪介导法将PvPGIP2基因转入推广小麦品种中。通过对转PvPGIP2基因小麦T0代到T2代植株中进行PCR检测和转录表达分析，获得PvPGIP2表达的转基因小麦植株；对转PvPGIP2基因小麦的T1～T2代植株的小麦纹枯病菌抗性鉴定结果也表明，PvPGIP2基因表达的转基因小麦植株对纹枯病菌抗性得到显著提高。然而，纹枯病抗性鉴定易受环境、发病条件等因素的影响, 因此今后需要在该病高发区和重发区进行多年鉴定。本研究中还发现，虽然一些转PvPGIP2基因的小麦植株中可检测到PvPGIP2基因，但这些植株不抗病，可能与这些植株中PvPGIP2基因的表达量低或与其插入位点有关。另外，因转PvPGIP2基因小麦的抗病性水平中等，PvPGIP2基因应用于抗纹枯病小麦基因工程育种方面仍然不太理想，还需要挖掘更有效的抗小麦纹枯病基因进行功能分析。
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