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水稻核辐射靶向基因突变筛选技术规程
[bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc151655474]范围
[bookmark: _Hlk151664510][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334]本文件规定了水稻核辐射靶向基因突变筛选技术的原理、诱变源及材料、仪器设备以及操作步骤等内容。
本文件适用于采用核辐射诱变水稻种子获得目标基因突变体。
[bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc151655475][bookmark: _Toc26718931]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: _Hlk151664548]GB/T 4404.1 粮食作物种子 第1部分：禾谷类
GB/T 5084 农田灌溉水质标准
GB/T 17891 优质稻谷

[bookmark: _Toc151655476]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

植物辐射  plant irradiation
指利用物理诱变源照射的方法对植物种子、子房、花粉、营养器官以及愈伤组织进行处理的方法。

最适宜辐射剂量 optimal radiation dosage
水稻辐射后的M1代植株在两叶一心期植株苗高降低对对照的一半时的辐照剂量为最适宜剂量。

靶向筛选 targeted screening
确定目标基因，用目标基因的序列设计探针，与基因组杂交捕获，对捕获片段PCR扩增，测序获得目标基因的突变位点信息。
4  原理
采用物理诱变源对水稻干种子进行辐射诱变后，在M2代植株的苗期提取基因组DNA，构建DNA文库；根据野生型水稻目标基因设计分子探针；将探针与DNA文库进行杂交；采用磁珠对杂交后的产物进行富集，构建富集文库；对富集文库进行鉴定分析，筛选出与野生型水稻基因的序列有差异的目标基因，得到目标基因突变体
[bookmark: _Toc1257]5  核辐射诱变源及材料
5.1 诱变源
核辐射一般分为电磁辐射和粒子辐射两大类。通常包括α粒子、β粒子、γ射线、中子、质子、电子、离子束等物理诱变源。
5.2 主要材料
水稻干种子（含水量<14%）的质量应符合GB/T 4404.1、培养架。
6 [bookmark: _Toc29021]仪器设备及试剂盒
6.1 仪器设备
主要包括组织研磨仪、高速冷冻离心机、核酸浓度测定仪、水浴锅、PCR扩增仪、琼脂糖凝胶电泳仪、水平电泳槽及制胶附件、凝胶成像系统、MiniSeq 500测序仪。
6.2 试剂盒
主要包括DNA提取试剂盒购买于天根生化科技有限公司。
Serapure磁珠购买于Invitrogen公司的Dynabeads® M-270 Streptavidin beads。
天根NG301试剂盒和NG303试剂盒购买于天根生化科技有限公司。
xGen® Hybridization and Wash Kit试剂盒购买于Integrated DNA Technologies, Inc
KAPA 文库扩增试剂盒购买于上海捷易生物科技有限公司
KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit购买于罗氏公司
MiniSeq测序试剂盒购买于Illumina公司
7 [bookmark: _Toc2161]操作步骤
7.1 诱变材料的选择
选择农艺综合性状优良、市场推广面积大的纯系自交品种，针对其特定育种目标性状进行相关基因突变的靶向筛选。
7.2 水稻核辐射最佳诱变剂量
选择颗粒饱满健康的水稻种子，种子品质按照GB/T 17891作为选择标准，不同诱变源采用不同的最佳诱变剂量进行辐照处理，γ射线250~350Gy，12C+6离子束120~150Gy，电子束是250~350Gy，中子12~20Gy、质子150~200Gy。

7.3 辐射诱变材料群体的种植与目标变异筛选
7.3.1 M1代植株种植
将M1代的植株分单株进行种植，严格自交结实，按穗收法，收获每个单株的每一穗种子，获得植物M2代种子。管理方法按照GB/T 5084 农田灌溉水质标准执行。
7.3.2 M2代植株种植与取样
将M2代的植株分单株进行种植，每个群体100株，对每个群体编号；以每个样本群为单位，待幼苗生长到两叶一心时，对其中每个单株采用直径为6mm的打孔器取等量叶片进行混合，将不同植株之间等量混合，得到混池样本群。
7.3.3 目标基因分子探针设计
依据育种目标农艺性状，在Gene bank数据库中查找到野生型水稻基因，使用Oligo6.0软件针对目标性状相关基因设计分子探针。
7.3.4 DNA提取
采用CTAB法或直接采用植物基因组提取试剂盒进行DNA提取。
7.3.5 基因组DNA文库构建
将提取的基因组DNA进行片段化处理，然后将片段化处理后的DNA片段加上A尾，连接测序接头并纯化，扩增得到DNA文库。反应体系见附录A.1-A.3。
7.3.6 探针和文库的杂交
使用xGen® Hybridization and Wash Kit试剂盒进行探针和文库的杂交。反应体系见附录A.4。
7.3.7 目标基因片段产物富集
    采用磁珠对杂交后的产物进行富集。反应体系见附录A.5。
7.3.8 目标基因片段扩增
采用PCR仪进行目标基因片段的扩增。反应体系见附录A.6。
7.3.9 扩增产物的测序和生物学分析
    在MiniSeq 500测序仪平台完成高通量测序，并对测序结果进行生物信息学分析，筛选出与野生型水稻基因序列有变异的目标基因，变异情况包括点突变、基因片段插入、基因片段缺失。
7.3.10 变异位点的检测
    存在差异位点的基因的序列利用Primer Premier 5.0软件设计分子引物，分别对样本群混池中100个M2代单株样品的基因组DNA进行PCR扩增，PCR扩增产物直接进行Sanger测序,以确认突变单株为真实目标变异。反应体系见附录A.7。
[bookmark: _Toc24790]8 植株材料编号
  诱变种子株系编号：品种名-诱变种类-年月-世代-株系编号-世代-单株编号；例如 xx-γ射线-2023-Mx-xxxx-Mx
  M2群体混池编号：A1.2.3······。
  目标突变混池单株编号：A1-1······。
[bookmark: _Toc26867293][bookmark: _Hlk57740557]9 突变体档案
在田间或实验室进行水稻基因突变体综合农艺性状和突变基因表型特征考察情况，具体考查内容及记载表格见表1。
表1　 突变体档案记录表格
	品种名
	诱变源种类
	编号
	播种期
	始穗期
	齐穗期
	成熟期
	突变基因分子特征
	突变基因表型特征

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	





附录A
（规范性附录）
反应体系

A.1 DNA片段化/DNA片段加A尾
	组分
	每反应量（μL）

	样本群DNA
	X

	10×FEA Reaction Buffer
	5

	5×FEA enzyme Mix
	10

	ddH2O
	35-X











	温度
	时间

	热盖70℃
	On

	4℃
	1min

	32℃
	16min

	65℃
	30min

	4℃
	Hold


A.2 接头连接
	组分
	每反应量（μL）

	反应产物
	50

	5×Ligase buffer 
	20

	TIANSeq DNA Ligase
	10

	DNA Adapter X
	2.5

	ddH2O
	17.5













	温度
	时间

	热盖
	Off

	20℃
	15min

	4℃
	Hold



A.3 DNA文库的扩增
	组分
	反应量（μL）

	KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) 
	25

	TruSeq Primer 1.0
	1.5

	TruSeq Primer 2.0
	1.5

	连接产物
	22

	总量：
	50












	步骤
	温度
	时间
	循环
	

	初始变性
	95℃
	3 min
	1
	

	变性
	98℃
	20 sec
	4
	

	退火
	60℃
	15 sec
	
	

	延伸
	72℃
	15 sec
	
	

	终延伸
	72℃
	1 min
	1
	

	HOLD 
	4℃
	∞
	1
	















A.4 探针和文库的杂交

	
	Illumina® LT adapter– ligated libraries

	DNA文库
	1000ng

	Cot-1 DNA
	5 μg即5μL

	xGen® Universal Blockers-TS Mix* 
	2 μL



	试剂
	体积（μL）

	[bookmark: OLE_LINK7]Nuclease-Free Water
	1.8

	Hybridization Buffer Enhancer
	2.7

	2×Hybridization Buffer
	8.5



A.5 产物富集

	
	Concentrated buffer（μL）
	Nuclease-Free Water（μL）

	2×Bead Wash Buffer
	250
	250

	10×Wash Buffer I
	30
	270

	10×Wash Buffer Ⅱ
	20
	180

	10×Wash BufferⅢ
	20
	180

	10×Stringent Wash Buffer
	40
	360



	缓冲液
	每反应量（μL）
	缓冲液温度

	10×Wash Buffer I
	100
	65℃

	
	200
	室温（15-25℃）

	Stringent Wash Buffer
	400
	65℃



A.6 目标基因扩增

	组分
	反应量（μL）

	KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) 
	25

	TruSeq Primer 1.0
	1.5

	TruSeq Primer 2.0
	1.5

	富集杂交产物的磁珠
	22

	总量：
	50



	步骤
	温度
	时间
	循环

	初始变性
	95℃
	3 min
	1

	变性
	98℃
	20 sec
	14


	退火
	60℃
	15 sec
	

	延伸
	72℃
	15 sec
	

	终延伸
	72℃
	1 min
	1

	HOLD 
	4℃
	∞
	1



A.7 差异位点的基因扩增

	总体积
	20μl
	PCR程序

	DNA模版
	2μl
	步骤1
	94℃
	2min

	正向引物(10μM)
	0.5μl
	步骤2
	94℃
	30s

	反向引物(10μM)
	0.5μl
	步骤3
	56℃
	1min

	dNTPs(10μM)
	0.6μl
	步骤4
	72℃
	1min

	10×PCR Buffer
	3μl
	步骤5
	到步骤2
循环21次
	

	rTaq DNA polymerse
	0.2μl
	步骤6
	72℃
	7min

	ddH2O
	13.2μl
	步骤7
	4℃保存
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