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1.增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的方

法，所述方法包括将至少一个突变引入编码NRT2.3启动子的核酸序列中。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述植物是水稻。

3.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述编码NRT2.3启动子的核酸序列包含

SEQ  ID  NO:9或其功能变体。

4.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述编码NRT2.3启动子的核酸序列包含

SEQ  ID  NO:1或其功能变体。

5.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述突变是使用诱变引入的。

6.如权利要求4所述的方法，其中所述突变是使用TILLING或T‑DNA插入引入的。

7.如权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述突变是使用靶向的基因组修饰，优

选ZFN、TALEN或CRISPR/Cas9引入的。

8.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中将所述突变引入SEQ  ID  NO:1，优选引入

SEQ  ID  NO:9。

9.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述突变是插入、缺失和/或取代。

10.如权利要求9所述的方法，其中所述突变是至少一个核苷酸的取代。

11.如权利要求10所述的方法，其中所述取代位于SEQ  ID  NO:1的位置160、位置201或

位置222。

12.如权利要求11所述的方法，其中所述突变是在位置160处的取代。

13.如权利要求12所述的方法，其中所述突变是T到C的取代。

14.如权利要求1至9中任一项所述的方法，其中所述突变是至少一个核苷酸的缺失。

15.如权利要求14所述的方法，其中所述突变是SEQ  ID  NO:1的至少五十个，更优选六

十个5’核苷酸的缺失。

16.如权利要求14所述的方法，其中所述突变是SEQ  ID  NO:1的至少九十个，更优选一

百个5'核苷酸的缺失。

17.如前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述增加是相对于对照或野生型植物。

18.如权利要求1至17中任一项所述的方法，其中所述方法进一步包括再生植物并筛选

所述植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的增加。

19.通过权利要求1至18中任一项所述的方法获得或可获得的植物。

20.如权利要求19所述的植物，其中所述植物是水稻。

21.遗传改变的植物，其植物细胞的一部分，其中所述植物在至少一种编码NRT2.3启动

子的核酸序列中包含至少一个突变。

22.如权利要求21所述的遗传改变的植物，其中所述核酸序列包含SEQ  ID  NO:9或其功

能变体。

23.如权利要求22所述的遗传改变的植物，其中所述核酸序列包含SEQ  ID  NO:1或其功

能变体。

24.如权利要求21所述的遗传改变的植物，其中所述植物的特征在于产量、生物量、氮

利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的增加中的至少一种的增加。

25.如权利要求21至24中任一项所述的遗传改变的植物，其中所述突变被引入到SEQ 

ID  NO:1中，并且优选被引入到SEQ  ID  NO:9中。
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26.如权利要求21至25中任一项所述的遗传改变的植物，其中所述突变是插入、缺失

和/或取代。

27.如权利要求26所述的遗传改变的植物，其中所述突变是至少一个核苷酸的取代。

28.如权利要求27所述的遗传改变的植物，其中所述取代位于SEQ  ID  NO:1的位置160、

位置201或位置222。

29.如权利要求27所述的遗传改变的植物，其中所述突变是在SEQ  ID  NO:1的位置160

的取代。

30.如权利要求28所述的遗传改变的植物，其中所述突变是T到C的取代。

31.如权利要求21至26中任一项所述的遗传改变的植物，其中所述突变是至少一个核

苷酸的缺失。

32.如权利要求31所述的遗传改变的植物，其中所述突变是SEQ  ID  NO:1的至少五十

个，更优选六十个5’核苷酸的缺失。

33.如权利要求31所述的遗传改变的植物，其中所述突变是SEQ  ID  NO:1的至少九十

个，更优选一百个5'核苷酸的缺失。

34.如权利要求21至33中任一项所述的遗传改变的植物，其中所述增加是相对于对照

或野生型植物。

35.如权利要求21至34中任一项所述的遗传改变的植物，其中所述植物是水稻。

36.鉴定和/或选择具有或将具有增加的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或

氮含量的植物的方法，优选地与对照或野生型植物相比，所述方法包括在植物或植物种质

中检测NRT2.3启动子基因序列中的至少一种多态性并筛选所述植物或其后代。

37.如权利要求36所述的方法，其中所述NRT2.3启动子基因序列包含SEQ  ID  NO:9，更

优选SEQ  ID  NO:1或其功能变体。

38.如权利要求36所述的方法，其中所述多态性是在SEQ  ID  NO:1的至少位置160处的

至少一种取代。

39.如权利要求36所述的方法，其中所述多态性是SEQ  ID  NO:1的至少一个5'核苷酸的

缺失，更优选SEQ  ID  NO:1的至少前六十个5'核苷酸的缺失。

40.如权利要求36至39中任一项所述的方法，其中所述方法进一步包括使包含NRT2.3

启动子中的至少一种多态性的染色体区域渐渗第二植物或植物种质中以产生渐渗的植物

或植物种质。

41.增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的

方法，所述方法包括在所述植物中引入并表达核酸构建体，所述核酸构建体包含与NRT2.3

基因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中所述NRT2.3启动子序列选自包含SEQ  ID 

NO:2、3、4或5或其功能变体的组。

42.制造具有增加的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量的植物的方

法，所述方法包括在植物或植物细胞中引入表达核酸构建体，所述核酸构建体包含与

NRT2.3基因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中所述NRT2.3启动子序列选自包含

SEQ  ID  NO:2、3、4或5或其功能变体的组。

43.如权利要求41或42所述的方法，其中所述NRT2.3基因序列包含SEQ  ID  NO:8或其功

能变体。
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44.如权利要求41至43中任一项所述的方法，其中所述植物是水稻。

45.通过权利要求42所述的方法获得或可获得的植物。

46.核酸构建体，其包含与NRT2.3基因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中所

述NRT2.3启动子序列选自包含SEQ  ID  NO:2、3、4或5或其功能变体的组。

47.如权利要求46所述的核酸构建体，其中所述NRT2.3基因序列包含SEQ  ID  NO:8或其

功能变体。

48.载体，其包含权利要求46或47所述的核酸构建体。

49.宿主细胞，其包含权利要求48所述的载体或权利要求46或47所述的核酸构建体。

50.转基因植物，其表达权利要求48所述的载体或权利要求46或47所述的核酸构建体。

51.如权利要求50所述的转基因植物，其中所述植物是水稻。

52.如权利要求48所述的载体或权利要求46或47所述的核酸构建体在增加植物中产

量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种中的应用。

53.改变NRT2.3基因剪接的方法，所述方法包括将至少一个突变引入编码NRT2.3启动

子的核酸序列中。

54.核酸构建体，其包含编码至少一个DNA结合结构域的核酸序列，所述至少一个DNA结

合结构域能够结合至少一个NRT2.3启动子。

55.如权利要求54所述的核酸构建体，其中所述核酸序列编码至少一种原间隔元件，并

且其中所述原间隔元件的序列选自SEQ  ID  No  16至23或与SEQ  ID  No  16至23有至少90％

同一性的序列。

56.如权利要求54或55所述的核酸构建体，其中所述构建体进一步包含编码CRISPR 

RNA(crRNA)序列的核酸序列，其中所述crRNA序列包含所述原间隔元件序列和额外的核苷

酸。

57.如权利要求54至56中任一项所述的核酸构建体，其中所述构建体进一步包含编码

反式激活RNA(tracrRNA)的核酸序列，其中优选地，所述tracrRNA在SEQ  ID  NO.24或其功能

变体中定义。

58.如权利要求54至57中任一项所述的核酸构建体，其中所述构建体编码至少一种单

指导RNA(sgRNA)，其中所述sgRNA包含tracrRNA序列和crRNA序列。

59.如权利要求54至58中任一项所述的核酸构建体，其中所述构建体与启动子可操作

地连接。

60.如权利要求59所述的核酸构建体，其中所述启动子是组成型启动子。

61.如权利要求54至60中任一项所述的核酸构建体，其中所述核酸构建体进一步包含

编码CRISPR酶的核酸序列。

62.如权利要求61所述的核酸构建体，其中所述CRISPR酶是Cas蛋白。

63.如权利要求62所述的核酸构建体，其中所述Cas蛋白是Cas9或其功能变体。

64.如权利要求54所述的核酸构建体，其中所述核酸构建体编码TAL效应子。

65.如权利要求54或64所述的核酸构建体，其中所述核酸构建体进一步包含编码内切

核酸酶或其DNA切割结构域的序列。

66.如权利要求65所述的核酸构建体，其中所述核酸内切酶是FokI。

67.分离的植物细胞，其用至少一种如权利要求54至66中任一项所定义的核酸构建体
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转染。

68.分离的植物细胞，其用至少一种如权利要求54至60中任一项的核酸构建体和第二

核酸构建体转染，其中所述第二核酸构建体包含编码Cas蛋白，优选Cas9蛋白或其功能变体

的核酸序列。

69.如权利要求68所述的分离的植物细胞，其中在权利要求54至60中任一项所述的核

酸构建体之前、之后或同时转染所述第二核酸构建体。

70.遗传修饰的植物，其中所述植物包含如权利要求67至69中任一项所定义的转染细

胞。

71.如权利要求70所述的遗传修饰的植物，其中编码sgRNA的核酸和/或编码Cas蛋白的

核酸以稳定形式整合。

72.增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的

方法，所述方法包括在植物中引入并表达权利要求54至66中任一项所述的核酸构建体，其

中优选所述增加是相对于对照或野生型植物。

73.通过权利要求72的方法获得或可获得的植物。

74.如权利要求54至66中任一项所定义的核酸构建体在增加植物中的产量、生物量、氮

利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种中的应用。

75.获得如权利要求70至71中任一项所定义的遗传修饰的植物的方法，所述方法包括：

a.选择植物的一部分；

b.用如权利要求54至66中任一项所定义的核酸构建体转染段落(a)的植物部分的至少

一个细胞；

c.再生至少一个源自转染的细胞的植物；

选择根据段落(c)获得的显示NRT2.3b表达增加的一种或多种植物。
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提高水稻籽粒产量的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及通过改变硝酸盐转运蛋白基因的剪接来增加水稻籽粒产量和氮利用

效率的方法，以及具有增加的产量的遗传改变的植物和制备此类植物的方法。

背景技术

[0002] 在自然环境中，植物的生长和发育受到生物和非生物胁迫的不利影响。环境变化

也是影响农作物正常生长的重要因素。因此，植物已经发展出许多独特的机制来应对环境

波动。

[0003] 水稻是世界上最重要的主要粮食之一，被世界上超过50％的人口，尤其是亚洲人

口消费(粮农组织(FAO)，2015)。它在营养上也是最重要的粮食作物之一。然而，在田间，水

稻可能会受到许多不利条件的影响，这会导致产量的巨大损失。影响产量的主要限制因素

之一是低氮可用性。

[0004] 氮(N)是作物发育的基础，因为它是许多有机分子、核酸和蛋白质的基本成分。氮

营养影响植物功能的各个层面，从新陈代谢到资源分配、生长和发育。由于施用的有机和肥

料N的强烈硝化作用，植物根系获得N的最丰富来源是天然需氧土壤中的硝酸盐(NO3‑)。相

比之下，由于厌氧土壤条件，铵(NH4+)是水淹稻田中可获得的N的主要形式(Sasakawa和

Yamamoto，1978)。

[0005] 因此，土壤无机氮(N)在好氧高地和排水良好的土壤中主要以硝酸盐形式供植物

使用，而在排水不良的土壤和水淹厌氧稻田中以铵形式供植物使用。在许多植物中，根获得

的硝酸盐在被同化之前被输送到茎干。相比之下，来自硝酸盐还原或直接来自铵吸收的铵

优先在根部中同化，然后以有机形式被输送到地茎干。为了应对土壤中不同浓度的硝酸盐，

植物根部至少发展出三种硝酸盐摄取系统，两种高亲和力运输系统(HATS)和一种低64亲和

力运输系统(LATS)，负责硝酸盐的获取。组成型HATS(cHATS)和硝酸盐诱导型HATS(iHATS)

在外部培养基中以低硝酸盐浓度吸收硝酸盐，饱和度范围为0.2‑0.5mM。相比之下，LATS在

较高的外部硝酸盐浓度下在硝酸盐获取中起作用。LATS和HATS的摄取分别由属于NRT1和

NRT2家族的硝酸盐转运蛋白介导。根部的摄取受负反馈调节，将硝酸盐摄取的表达和活性

与植物的N状态联系起来(Miller等人，2007)。

[0006] 尽管高等植物具有利用有机氮的能力，但根系获取氮的主要来源被认为是NO3‑和

NH4。植物对这两种N源的相对适应性差异很大。虽然NH4应该是优选的N源，因为其代谢需要

的能量比NO3‑少，但当NH4作为唯一的N源提供时，只有少数物种实际上表现良好。后者是北

方针叶树、杜鹃花科植物、一些蔬菜作物和水稻(Oryza  sativa  L.)。与这些物种相反，大多

数农业物种有时会在NH4上出现严重的毒性症状，因此，可见这些物种在NO3‑上的生长速度

更快。然而，当同时提供两种N源时，与单独在NH4或NO3‑上生长相比，生长和产量通常会显

著提高(Kronzucker等人，1999)。

[0007] 水稻与其他作物的不同之处在于它能够完全依靠NH4作为唯一的氮源生长。水稻

传统上在淹水厌氧土壤条件下种植，其中铵是主要的氮源。然而，水稻根部特化的通气组织
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细胞可以将氧气从茎干转移到根部并将其释放到根际，在那里会发生细菌将铵盐转化为硝

酸盐(硝化作用)。淹水水稻根际的硝化作用可导致25‑40％的总作物N以硝酸盐的形式被吸

收，主要是通过高亲和力运输系统(HATS)。硝酸盐的吸收是通过与质子(H+)的共转运来介

导的，质子(H+)可以通过质膜H+‑ATP酶从细胞中排出。水稻中硝酸盐吸收和转运的分子机制

尚不完全清楚。由于稻田根际中的硝酸盐浓度估计小于10μM(Kirk和Kronzucker，2005)，

NRT2家族成员在水稻吸收硝酸盐方面起主要作用(Araki和Hasegawa，2006；Yan等人，

2011)。因此，在湿地条件下生长的水稻根系吸收的总N中，高达40％可能以硝酸盐的形式存

在，并且吸收率可与铵的吸收率相媲美(Kronzucker等人，2000；Kirk和Kronzucker，2005)。

[0008] 在水稻基因组中，已鉴定出五个NRT2基因(Araki和Hasegawa，2006；Feng等人，

2011)。OsNRT2 .1和OsNRT2 .2具有相同的编码区序列，但具有不同的5'‑和3'‑非转录区

(UTR)，与其他单子叶植物的NRT2基因具有高度相似性，而OsNRT2.3和OsNRT2.4更紧密地与

拟南芥NRT2基因相关。OsNRT2.3mRNA实际上被剪接成两个基因产物，OsNRT2.3a(AK109776)

和OsNRT2.3b(AK072215)，它们推定的氨基酸序列有94.2％的相似性(Feng等人，2011；Yan

等人，2011)。OsNRT2.3a主要在根部表达，并且这种模式因硝酸盐供应而增强，而OsNRT2.3b

在根部表达较弱而在茎干中相对丰富，N形式和浓度对转录物数量没有影响(Feng等人，

2011，Feng  2012)。有趣的是，OsNRT2.3b的过表达已被证明提高转基因植物的产量、生长和

NUE(Fan等人，2016)。

[0009] 总而言之，仍然需要为作物植物提供营养效率更高的基因型，以确保可持续的作

物生产而实现全球粮食安全，并降低矿物肥料投入的成本和负面环境影响，例如空气和水

的质量和生物多样性损失。本发明旨在解决这种需要。

发明内容

[0010] 我们描述了使用靶向诱导的基因组局部损伤(TILLING)产生水稻OsNRT2.3突变

系。我们鉴定了所得的突变系共享在OsNRT2.3基因的翻译起始密码子上游的位置‑83处的

单突变。有趣的是，NRT2.3启动子在该位置的突变增加了NRT2.3b与NRT2.3a的相对表达，此

外，显著增加了突变系的生长、产量和氮利用效率(NUE)。

[0011] 启动子上的顺式作用元件在基因表达和转录翻译中也起着重要的调节作用。我们

的详细分析表明，TATA‑盒是OsNRT2.3转录为OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的关键顺式调控元件。

在这项研究中，我们鉴定了一种TATA‑盒结合蛋白OsTBP2 .1，它与OsNRT2 .3启动子上的

TATA‑盒基序结合。结果表明，OsNRT2.3b的5'UTR中的TATA‑盒突变体和结合蛋白OsTBP2.1

一起增加了OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值，从而增加了产量和NUE两者。

[0012] 因此，结果揭示，OsNRT2.3基因翻译起始密码子上游的‑83bp区域对于OsNRT2.3a

和OsNRT2.3b的差异转录以及最终的作物生长很重要。

[0013] 在本发明的一个方面，提供了增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量中的至少一种的方法，该方法包括将至少一个突变引入编码NRT2.3启动子的

核酸序列。在优选的实施方案中，植物是水稻。

[0014] 在优选的实施方案中，编码NRT2.3启动子的核酸序列包含SEQ  ID  NO:9或其功能

变体。在进一步优选的实施方案中，编码NRT2.3启动子的核酸序列包含SEQ  ID  NO:1或其功

能变体。
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[0015] 在一个实施方案中，使用诱变引入突变。在优选的实施方案中，使用TILLING或T‑

DNA插入引入突变。在备选实施方案中，使用靶向基因组修饰，优选ZFN、TALEN或CRISPR/

Cas9引入突变。

[0016] 优选地，将突变引入SEQ  ID  NO:1，并且优选引入SEQ  ID  NO:9。更优选地，突变是

插入、缺失和/或取代。甚至更优选地，突变是至少一个核苷酸的取代。

[0017] 如权利要求10所述的方法，其中所述取代在SEQ  ID  NO:1的位置160、位置201或位

置222。

[0018] 在一个实施方案中，突变是位置160处的取代。优选地，突变是T到C的取代。

[0019] 在另一个实施方案中，突变是至少一个核苷酸的缺失。更优选地，突变是SEQ  ID 

NO:1的至少50个、更优选60个5’核苷酸的缺失。在另一个实施方案中，所述突变是SEQ  ID 

NO:1的至少90个、更优选100个5’核苷酸的缺失。

[0020] 在进一步的实施方案中，该方法进一步包括再生植物并筛选所述植物的产量、生

物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的增加。

[0021] 在本发明的另一方面，提供了遗传改变的植物，其植物细胞的一部分，其中所述植

物包含在至少一种编码NRT2.3启动子的核酸序列中的至少一个突变。

[0022] 在优选的实施方案中，核酸序列包含SEQ  ID  NO:9或其功能变体。在另一个实施方

案中，核酸序列包含SEQ  ID  NO:1或其功能变体。

[0023] 在一个实施方案中，植物的特征在于产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/

或氮含量中的至少一项的增加中的至少一项的增加。

[0024] 在一个实施方案中，将突变引入SEQ  ID  NO:1，优选引入SEQ  ID  NO:9。优选地，突

变是插入、缺失和/或取代。在一个实施方案中，突变是至少一个核苷酸的取代，并且在一个

实例中，是在SEQ  ID  NO:1的位置160、位置201或位置222处的取代。在另一实例中，突变是

在位置160的取代。在一个实施方案中，突变是T到C的取代。

[0025] 在备选的实施方案中，突变是至少一种核苷酸的缺失。在一个实施方案中，突变是

SEQ  ID  NO:1的至少50个，更优选60个5’核苷酸的缺失。

[0026] 优选地，遗传改变的植物是水稻。

[0027] 在本发明的另一方面，提供了鉴定和/或选择具有或将具有增加的产量、生物量、

氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量的植物的方法，优选与对照或野生型植物相比，该方

法包括检测在植物或植物种质中的NRT2.3启动子基因序列中的至少一种多态性并选择所

述植物或其后代。

[0028] 在一个实施方案中，NRT2.3启动子基因序列包含SEQ  ID  NO:9，且更优选SEQ  ID 

NO:1或其功能变体。

[0029] 在一个实施方案中，多态性是在SEQ  ID  NO:1的至少位置160处的至少一种取代。

在备选实施方案中，多态性是SEQ  ID  NO:1的至少一个5’核苷酸的缺失，更优选SEQ  ID  NO:

1的至少第一60个5’核苷酸的缺失。

[0030] 在另一个实施方案中，该方法进一步包括将在NRT2.3启动子中包含至少一种多态

性的染色体区域渐渗第二植物或植物种质中以产生渐渗的植物或植物种质。

[0031] 在本发明的另一方面，提供了增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量中的至少一种的方法，该方法包括在所述植物中引入并表达核酸构建体，所述
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核酸构建体包含与NRT2.3基因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中NRT2.3启动子

序列选自包含SEQ  ID  NO:2、3、4或5或其功能变体的组。

[0032] 在另一方面，提供了制备具有增加的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/

或氮含量的植物的方法，该方法包括在植物或植物细胞中引入并表达核酸构建体，所述核

酸构建体包含与NRT2.3基因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中NRT2.3启动子序

列选自包含SEQ  ID  NO:2、3、4或5或其功能变体的组。

[0033] 优选地，NRT2.3基因序列包含SEQ  ID  NO:8或其功能变体。

[0034] 在优选的实施方案中，植物是水稻。

[0035] 在本发明的另一方面，提供了通过上述任何方法获得或可获得的植物。在优选的

实施方案中，植物是水稻。

[0036] 在本发明的另一方面，提供了核酸构建体，所述核酸构建体包含与NRT2.3基因序

列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中NRT2.3启动子序列选自包含SEQ  ID  NO:2、3、4

或5或其功能变体的组。在一个实施方案中，NRT2.3基因序列包含SEQ  ID  NO:8或其功能变

体。

[0037] 在另一方面，提供了载体，所述载体包含上述核酸构建体。还提供了宿主细胞，所

述宿主细胞包含载体或核酸构建体。最后，还提供了转基因植物，所述转基因植物表达载体

或核酸构建体。优选地，植物是水稻。

[0038] 在本发明的另一方面，提供了载体或核酸构建体在增加植物中的产量、生物量、氮

利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种方面的应用。

[0039] 在本发明的又另一方面，提供了改变NRT2.3基因剪接的方法，该方法包括将至少

一个突变引入编码NRT2.3启动子的核酸序列中。

[0040] 在本发明的另一方面，提供了核酸构建体，其包含编码可以与至少一种NRT2.3启

动子结合的至少一种DNA结合结构域的核酸序列。

[0041] 在一个实施方案中，核酸序列编码至少一种原间隔元件，其中原间隔元件的序列

选自SEQ  ID  NO  16至23或与SEQ  ID  NO  16至23至少90％相同的序列。

[0042] 在进一步的实施方案中，构建体进一步包含编码CRISPR  RNA(crRNA)序列的核酸

序列，其中所述crRNA序列包含原间隔元件序列和额外的核苷酸。

[0043] 优选地，构建体进一步包含编码反式激活RNA(tracrRNA)的核酸序列，其中优选

地，tracrRNA在SEQ  ID  NO.24或其功能变体中定义。更优选地，所述构建体编码至少一种单

指导RNA(sgRNA)，其中所述sgRNA包含tracrRNA序列和crRNA序列。

[0044] 在优选的实施方案中，构建体与启动子可操作地连接。更优选地，启动子是组成型

启动子。

[0045] 在一个实施方案中，核酸构建体进一步包含编码CRISPR酶的核酸序列。优选地，

CRISPR酶是Cas蛋白或Cpf1蛋白。在一个实施方案中，Cas蛋白是Cas9或其功能变体。

[0046] 在备选的实施方案中，核酸构建体编码TAL效应子。在该实施方案中，核酸构建体

进一步包含编码内切核酸酶或其DNA切割域的序列。在一个实施方案中，核酸内切酶是

Fokl。

[0047] 在本发明的另一方面，提供了分离的植物细胞，其用至少一种如上所述的核酸构

建体转染。在备选的方面，提供了分离的植物细胞，该细胞用包含至少一种如上所述的
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sgRNA的第一核酸构建体和第二核酸构建体转染，其中所述第二核酸构建体包含编码Cas蛋

白，优选Cas9蛋白质或其功能变体的核酸序列。优选地，在第一核酸构建体之前、之后或同

时转染第二核酸构建体。

[0048] 在本发明的另一方面，提供了遗传修饰的植物，其中所述植物包含上述转染的细

胞。在一个实施方案中，编码sgRNA的核酸和/或编码Cas蛋白的核酸以稳定形式整合。

[0049] 在本发明的另一方面，提供了增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量中的至少一种的方法，该方法包括在植物中引入并表达如上所述的核酸构建

体，其中优选地，所述增加是相对于对照或野生型植物。还提供了通过上述方法获得或可获

得的植物。

[0050] 在另一方面，提供了如上所述的核酸构建体在增加植物中的产量、生物量、氮利用

效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种中的应用。

[0051] 在本发明的最后方面，提供了获得如上定义的遗传修饰的植物的方法，该方法包

括：

[0052] a.选择植物的一部分；

[0053] b.用上述核酸构建体转染段落(a)的植物部分的至少一个细胞；

[0054] c.再生源自经转染的细胞或多种细胞的至少一种植物；

[0055] 选择根据段落(c)获得的显示NRT2.3b表达增加的一种或多种植物。

[0056] 在上述本发明的任何方面，所述增加是相对于对照或野生型植物。

附图说明

[0057] 在以下非限制性附图中进一步描述了本发明：

[0058] 图1示出了田间成熟期‑83bp突变系的生物量、NUE和氮含量。(a)田间试验中

OsNRT2.3突变的‑83bp突变系的表征。野生型，中华11(WT)，T8、T11、T12和T20的突变系。(条

＝30cm)；(b)‑83bp突变系的核苷酸序列；(c)田间种植的突变系和WT植物的每株植物的籽

粒产量和干重。干重平均值代表地上生物量，不包括籽粒产量；(d)突变系的NUE；(e)

OsNRT2.3TILLING系中茎干和根部的总N浓度和(f)OsNRT2.3  TILLING系中茎干和根部的总

N含量。误差线：SE(n＝5)。突变系和WT之间的显著差异用不同的字母表示。(P<0.05，学生t

检验)。

[0059] 图2示出了水培中‑83bp突变系的表征和鉴定。(a)WT和‑83bp突变系的表型。(条＝

10厘米)；(b)‑83bp突变系的干重；(c)茎干和根部的总N浓度；(d)茎干和根部的总氮含量。

误差线：SE(n＝6)。野生型中华11(WT)和突变系的幼苗在含有1.25mm  NH4NO3的IRRI的溶液

中生长2周。然后提取RNA分析OsNRT2 .3a/b表达；(e)OsNRT2 .3b与OsNRT2 .3a表达比值的

qRT‑PCR分析。误差线：SE(n＝3)。不同的字母表示转基因系和WT之间的显著差异(P<0.05，

学生t检验)。

[0060] 图3示出了OsNRT2.3启动子突变对OsNRT2.3a/b表达的影响；(a,c)OsNRT2.3启动

子和改变OsNRT2.3a和OsNRT2.3b表达的不同突变位点的示意图。P为OsNRT2.3的WT启动子，

P1为OsNRT2.3启动子中的‑665bp突变，P2为OsNRT2.3启动子中的‑44bp突变，mP为OsNRT2.3

启动子中的‑83bp突变；(b)OsNRT2 .3b在不同启动子系中的表达促进了OsNRT2 .3b；(d)

OsNRT2.3b和OsNRT2.3a在mp::OsNRT2.3系中的表达；(e)mp::OsNRT2.3a系中OsNRT2.3b与
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OsNRT2.3a的比值。

[0061] 图4示出了‑83bp突变改变了回交系中OsNRT2 .3的翻译模式；(a ,b)田间试验中

OsNRT2.3突变的B1F2代系的表征。两个独立系T11和T12的B1F2证实了‑83bp突变的超表型。

(条＝30cm)AA为对照，‑83bp无突变；aa为纯合的‑83bp突变；Aa为杂合的‑83bp突变；(c)叶

和根中OsNRT2.3b和HSP表达的蛋白质印迹分析。B1F3  T11和B1F3  T12是OsNRT2.3突变回交

系的B1F3代。WT和T11和T12的突变回交纯合系在1.25mM  NH4NO3中生长3周并且氮饥饿1周。

然后在5分钟内测量2.5mM  15NO3–、1.25mMNH415NO3和1.25mM  15NH4NO3的15N流入率；(d)

茎干15N流入率；(e)根部15N流入率；(f)茎干与根部的15N比值。误差线：SE(n＝5)。不同字

母表示转基因系和WT之间的显著差异。(P<0.05，学生t检验)。

[0062] 图5示出了不同长度启动子的‑83bp突变对水稻OsNRT2.3转录的影响；(a)不同长

度的OsNRT2.3启动子片段和‑83bp突变片段的示意图，它们驱动OsNRT2.3的437bp  ORF和

ZIIIB报告子基因的表达。141bp和697bp是原始的OsNRT2.3启动子；141M和697M携带‑83bp

突变；(b‑d)对照系(无突变)和突变系的转基因水稻幼苗在含有1.25mm  NH4NO3IRRI的溶液

中生长2周。然后提取RNA以分析OsNRT2.3a/b的表达。(b)示出了OsNRT2.3a在转基因系中的

表达；(c)示出了OsNRT2 .3b在转基因系中的表达；(d)示出了转基因系中的OsNRT2 .3b/

OsNRT2.3a的表达比值。误差线：SE(n＝3)。不同的字母表示转基因系和WT之间的显著差异。

(P<0.05，学生t检验)。

[0063] 图6示出了OsTBP2 .1与OsNRT2 .3启动子片段结合并激活OsNRT2 .3表达。(a)

OsTBP2.1与OsNRT2.3b  5'UTR的TATA‑盒结合。酵母细胞与pTATA‑盒::AbAi和OsTBP2/2.1/

2.2::pGADT7共转化。细胞在培养基上生长以筛选相互作用(SD、‑Ura、‑Leu)和(800nM)。AbA

用于抑制背景生长。(b)水稻原生质体瞬时测定的构建体。OsNRT2.3启动子或‑83bp突变启

动子用于驱动报告子的表达。pNRT2.3::Luc,pmNRT2.3::Luc。(c)OsTBP2.1激活OsNRT2.3启

动子。OsTBP2.1的表达由Ubi启动子驱动。报告子和效应子共同转化到水稻原生质体中。(d)

稳定的水稻遗传载体构建框架。报告蛋白‑eGFP和mCherry构建在一个载体中，141bp和

697bp启动子促进eGFP和mCherry的表达。(e)eGFP的水平。(f)mCherry的水平。误差线：SE(n

＝3)。(P<0.05，学生t检验)。

[0064] 图7示出了OsTBP2.1和OsNRT2.3a/b在OsTBP2.1过表达和T‑DNA突变系中的表达。

(a)田间试验中OsTBP2.1过表达的表征。野生型，Wuyunjing27(WT‑W27)。(b)OsTBP2.1  T‑

DNA突变系在田间试验中的表征。野生型，Huangyang(WT‑HY)。(条＝20cm)。(c)OsTBP2.1在

OEOsTBP2.1和OsTBP2.1系中的表达。(d)OsTBP2.1过表达和T‑DNA突变系中OsNRT2.3b与

OsNRT2.3a的比值。

[0065] 图8示出了TATA‑盒突变时OsNRT2 .3转录模型的示意图。数据显示，当突变时，

OsTBP2.1会增强OsNRT2.3b的表达，从而改变OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值，并导致更高水

平的OsNRT2.3b翻译。

[0066] 图9示出了田间TILLING系的特征。

[0067] 图10示出了OsNRT2.3a和OsNRT2.3b在‑83bp突变系中的表达。

[0068] 图11示出了‑83bp突变回交系的鉴定。

[0069] 图12示出了‑83bp突变回交系在成熟阶段的产量、干重和氮利用效率。

[0070] 图13示出了不同OsNRT2.3启动子长度对水稻中OsNRT2.3a/b表达的影响。
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[0071] 图14示出了OsNRT2.3a和OsNRT2.3b在OEOsTBP2.1和OsTBP2.1系中的表达。

[0072] 图15示出了15NO3‑和15NH4+在5分钟内流入OsNRT2.3突变系。WT和OsNRT2.3突变幼

苗在1.25mM  NH4NO3中生长3周且氮饥饿1周。然后在5分钟内测量2.5mM  15NO3–、1.25mM 

NH4
15NO3和1.25mM  NH4

15NO3的
15N流入率。(a)根部15N流入率。(b)茎干15N流入率。误差线：SE(n

＝5)。不同字母表示转基因系和WT之间的显著差异(P<0.05，单向方差分析)。

[0073] 图16示出了15NO3‑和15NH4+在5分钟时间内流入OsNRT2.3突变回交系。WT和T11和

T12的突变回交纯合系在1.25mM  NH4NO3中生长3周且氮饥饿1周。然后在5分钟内测量2.5mM 
15NO3–、1.25mM  NH4

15NO3和1.25mM  NH4
15NO3的

15N流入率。(a)根部15N流入率。(b)茎干15N流入

率。误差线：SE(n＝5)。不同字母表示转基因品系和WT之间存在显著差异(P<0.05，单向方差

分析)。

[0074] 图17示出了成熟期‑83bp突变回交系中的氮含量。突变回交系和对照叶、叶鞘、茎

和穗的氮含量。

[0075] 发明详述

[0076] 水稻转运蛋白OsNRT2.3有两种剪接形式——OsNRT2.3a和OsNRT2.3b。一些硝酸盐

转运蛋白需要两个基因才能发挥作用；第二个较小组件(OsNAR21)是转运蛋白正确靶向质

膜所需的。两种拼接形式之一OsNRT2 .3a需要该第二组件来实现功能，而另一种形式

OsNRT2.3b则不需要。我们之前已经证明，在水稻中过表达OsNRT2.3b可以改善生长和NUE。

[0077] 我们现在意外地证明了NRT2.3基因5'上游的核酸序列突变，即NRT2.3基因的ATG

起始密码子的上游，影响该基因的剪接，导致OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的表达比值增加。此

外，通过靶向基因组中诱导的局部损伤，我们获得了许多在OsNRT2.3基因的‑83bp位置(相

对于NRT2.3基因的ATG起始密码子)携带突变的系。与野生型相比，该位置上游序列的突变

改变了OsNRT2.3基因的转录，并增加了OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值。此外，与田间对照植

物相比，回交突变系使总生物量增加了约28％，NUE增加了约75％。在田间回交突变系的每

穗重量也增加了约60％。同时，与对照相比，回交突变系进一步提高了田间的氮吸收。

[0078] 因此，我们得出结论，OsNRT2.3基因上游序列在‑83处的突变是控制OsNRT2.3基因

剪接的关键，导致OsNRT2.3b的相对表达增加，对水稻生长、产量和NUE产生积极影响。

[0079] 现在将进一步描述本发明。在以下段落中，更详细地定义了本发明的不同方面。除

非明确相反指出，否则如此定义的每个方面都可以与任何其他方面或多个方面组合。特别

地，被指示为优选或有利的任何特征可以与被指示为优选或有利的任何其他特征组合。

[0080] 除非另有说明，否则本发明的实践将采用植物学、微生物学、组织培养、分子生物

学、化学、生物化学和重组DNA技术、生物信息学的常规技术，这些技术在本领域的技术范围

内。这些技术在文献中有充分的解释。

[0081] 如本文所用，词语“核酸”、“核酸序列”、“核苷酸”、“核酸分子”或“启动子序列”旨

在包括DNA分子(例如，cDNA或基因组DNA)、RNA分子(例如，mRNA)、天然存在的、突变的、合成

的DNA或RNA分子，以及使用核苷酸类似物产生的DNA或RNA的类似物。它可以是单链或双链

的。此类核酸或多核苷酸包括但不限于结构基因的编码序列、反义序列和不编码mRNA或蛋

白质产物的非编码调控序列。这些术语还涵盖基因。术语“基因”或“基因序列”广泛用于指

与生物学功能相关的DNA核酸。因此，基因可包括基因组序列中的内含子和外显子，或者可

以仅包含cDNA编码序列，和/或可包括与调控序列组合的cDNA。
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[0082] 本发明的方面涉及重组DNA技术并且排除仅基于通过传统育种方法产生植物和通

过传统育种方法获得植物的实施例。

[0083] 提高产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮运输和/或氮含量的方法

[0084] 在本发明的第一方面，提供了增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量的方法，该方法包括将至少一个突变引入NRT2.3基因的核酸序列上游。

[0085] 在一个实施方案中，该方法包括在NRT2.3基因的ATG起始密码子上游(例如在5'方

向)的224个核苷酸中的至少一个核苷酸中引入突变。优选地，NRT2.3基因在SEQ  ID  NO:8或

其变体中定义。

[0086] 如本文所用，根据本发明的各个方面使用的术语“增加”、“改进”或“增强”是可互

换的。在一个实施方案中，与对照植物相比，产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或

氮含量可增加至少5％‑50％或更多，例如增加至多或至少5％、10％、15％、20％、25％、

30％、35％、40％、45％或50％。

[0087] 术语“产量”通常是指具有经济价值的可测量产品，通常与特定作物、区域和一段

时间相关。单个植物部分根据它们的数量、大小和/或重量直接影响产量。实际产量是对于

作物和年份的每平方米的产量，它是通过将总产量(包括收获和评估产量)除以种植平方米

来确定的。

[0088] 如本文所定义的术语“增加的产量”可以被认为包括以下任何一项或至少一项，并

且可以通过评估以下一项或多项来测量：(a)植物的一个或多个部分，地上(可收获部分)的

增加的生物量(重量)，或增加的根生物量、增加的根体积、增加的根长度、增加的根直径或

增加的根长度或任何其他可收获部分的增加生物量。增加的生物量可以表示为g/植物或

kg/公顷(b)增加的每株植物的种子产量，这可以包括每株植物或个体基础的种子生物量

(重量)增加中的一种或多种，(c)增加的种子灌浆率，(d)增加的饱满种子的数量，(e)增加

的收获指数，其可以表示为可收获部分(例如种子)的产量与总生物量的比值，(f)增加的生

存力/发芽效率，(g)增加的种子或豆荚或豆类或谷物的数量或大小或重量，(h)增加的种子

体积(这可以是组成(即脂质(本文也称为油))、蛋白质和碳水化合物总含量和组成)变化的

结果，(i)增加的(个体或平均)种子面积，(j)增加的(个体或平均)种子长度，(k)增加的(个

体或平均)种子周长，(l)增加的生长或增加的分枝，例如具有更多分枝的花序，(m)增加的

鲜重或谷物填充，(n)增加的穗重，(o)增加的千粒重(TKW)，这可能是从饱满的种子数及其

总重量得出的，并且可能是种子大小和/或种子重量增加的结果，(p)减少的每株植物的不

育分蘖数和(q)更坚固或更强壮的秆或茎。所有参数都相对于野生型或对照植物。

[0089] 在一个实施方案中，产量的增加包括植物重量的增加，优选干重(g/植株)。在另一

个备选或额外的实施方案中，产量的增加包括每穗重量的增加。在一个实施方案中，与对照

植物相比，每穗重量增加至少或高达40％，更优选50％，甚至更优选60％。

[0090] 在一个实例中，与对照或野生型植物相比，产量增加至少或高达2％、3％、4％、

5％、6％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％、16％、17％、18％、19％或20％、

25％、30％、35％、40％、45％或50％。或者，与对照植物相比，产量可备选地增加20‑70％，更

优选25‑75％。

[0091] 术语“氮利用效率”或NUE可以定义为作物产量(例如籽粒产量)。或者，NUE可以定

义为农业NUE，即意指籽粒产量/N。植物的整体N利用效率包括吸收和利用效率，并且可以计
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算为UpE。在一个实施方案中，与对照植物相比，NUE增加了5％‑80％或更多，例如与对照植

物相比，增加了至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％或95％。在优选的实施方案中，与对照或野生型植物相比，NUE

增加至少60％，更优选70％，甚至更优选75％。

[0092] 如本文所用，术语“氮转运”涵盖氮获取或氮流入或吸收。在一个实施方案中，氮吸

收可以指铵、硝酸盐和/或硝酸铵的吸收。在一个实施方案中，植物的茎干和/或根部中的氮

流入增加。这样的增加与对照或野生型植物相比，为至少5％、10％、15％、20％、25％、30％、

35％、40％、45％、50％、60％、65％、70％。

[0093] 在一个实施方案中，植物的茎干和/或根中的氮含量增加。在进一步的实施方案

中，在叶、叶鞘、茎和穗中的至少一种中的氮含量增加。在进一步的实施方案中，植物中的总

氮含量没有增加。

[0094] “至少一个突变”是指当NRT2.3启动子基因以多于一个拷贝或同源物(具有相同或

略有不同的序列)存在时，在至少一种基因中存在至少一个突变。优选地，所有基因都突变。

[0095] 如图5a所示，NRT2.3a基因包含43bp  5'UTR(非翻译区)，而NRT2.3b基因包含223bp 

5'UTR。

[0096] 在一个实施方案中，该方法包括将至少一个突变引入到优选内源性的NRT2.3启动

子中。如本文所用，“启动子”涵盖ATG上游1.5kbp的核酸序列(起始或起始密码子)。如本文

所用，术语“启动子”包括NRT2.3a和NRT2.3b基因的5'UTR(非翻译区)。在一个实施方案中，

突变在NRT2.3a启动子中。在备选实施方案中，突变位于NRT2.3b基因的5'UTR中。

[0097] 在另一个实施方案中，NRT2.3启动子包含TATA‑盒。更优选地，NRT2.3启动子包含

SEQ  ID  NO:1或其功能变体。在另一个实施方案中，NRT2.3启动子包含SEQ  ID  NO:9或其功

能变体。

[0098] 在进一步优选的实施方案中，该突变影响NRT2.3基因的剪接，特别是该突变增加

了NRT2.3b与NRT2.3a的相对表达。与野生型植物相比，所述相对表达的增加是至少2倍，更

优选至少4倍，更优选至少6倍，甚至更优选至少8倍。在备选实施方案中，与野生型植物中的

表达水平相比，突变使NRT2.3b的表达增加至少5倍，更优选6倍，甚至更优选7倍。在进一步

优选的实施方案中，突变在SEQ  ID  NO:1或其变体中。在一个实施方案中，NRT2.3b在植物的

茎干中的表达增加和/或NRT2.3a在植物根部的表达减少。

[0099] 在进一步的实施方案中，突变在TATA‑盒中，更优选在SEQ  ID  NO:9或其功能变体

中。

[0100] 在上述实施方案中，“内源性”核酸可以指植物基因组中的天然或天然序列。在一

个实施方案中，NRT2.3启动子的序列包含如SEQ  ID  NO:1中定义的核酸序列或由其组成，其

是NRT2.3b基因的5'UTR或其功能变体。

[0101] 如本文中参照SEQ  ID  NO:1至8中的任一个所使用的术语“核酸序列的功能变体”

是指保留完整非变体序列的生物学功能的变体基因序列或该基因序列的一部分。在SEQ  ID 

NO.1至4的上下文中，这可能意指该序列能够启动或以其他方式导致NRT2.3基因的转录。

[0102] 功能变体(或“变体”‑此类术语可互换使用)还包括目标基因的变体，其具有不影

响功能的序列改变，例如在非保守残基中。还包括与本文所示的野生型序列相比基本上相

同的变体，即仅具有一些序列变异，例如在非保守残基中，并且具有生物活性。所提出的每
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个修饰都在本领域的常规技术范围内，编码产物的生物活性保留的确定也是如此。

[0103] 如在本文描述的本发明的任何方面中使用的，“变体”或“功能变体”与非变异核酸

或氨基酸序列具有至少25％、26％、27％、28％、29％、30％、31％、32％、33％、34％、35％、

36％、37％、38％、39％、40％、41％、42％、43％、44％、45％、46％、47％、48％、49％、50％、

51％、52％、53％、54％、55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、63％、64％、65％、

66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、

81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或至少99％整体序列同一性。

[0104] 如果两个序列中的核苷酸序列在如下所述的最大对应性比对时相同，则称两个核

酸序列是“相同的”。在两个或更多个核酸的上下文中，术语“相同”或“同一性百分比”是指

在使用以下序列比较算法之一或通过手动对齐和目视检查来测量，在比较窗口上比较和对

齐最大对应性时，两个或更多个序列或子序列相同或具有特定百分比的相同核苷酸。当序

列在保守取代方面不同时，可以向上调整序列同一性百分比以校正取代的保守性质。进行

这种调整的手段是本领域技术人员公知的。对于序列比较，通常一个序列充当参考序列，与

测试序列进行比较。当使用序列比较算法时，将测试和参考序列输入计算机，必要时指定子

序列坐标，并指定序列算法程序参数。可以使用默认程序参数，或者可以指定替代参数。然

后，序列比较算法基于程序参数计算测试序列相对于参考序列的序列同一性百分比。适用

于确定序列同一性百分比和序列相似性的算法的非限制性实例是BLAST和BLAST  2.0算法。

[0105] 在进一步的实施方案中，本文所用的变体可包含编码本文定义的NRT2.3启动子的

核酸序列，其能够在本文定义的严格条件下与SEQ  ID  NO:1定义的核酸序列杂交。

[0106] “严格条件”或“严格杂交条件”是指探针与其靶序列杂交达到比与其他序列杂交

可检测的更高的程度(例如，至少比背景高2倍)的条件。严格条件取决于序列，并且在不同

情况下会有所不同。通过控制杂交和/或洗涤条件的严格性，可以鉴定与探针100％互补的

靶序列(同源探测)。

[0107] 或者，可以调整严格条件以允许序列中的一些错配，从而检测到较低程度的相似

性(异源探测)。通常，严格条件是在pH  7.0至8.3盐浓度小于约1.5M  Na离子，通常约0.01至

1.0M  Na离子浓度(或其他盐)以及对于短探针(例如，10到50个核苷酸)温度至少约30℃的

条件和对于长探针(例如，大于50个核苷酸)至少约60℃。杂交持续时间一般少于约24小时，

通常约4至12小时。通过添加去稳定剂例如甲酰胺也可以达到严格的条件。

[0108] 在一个实施方案中，被引入其NRT2.3启动子的突变可以选自以下突变类型：

[0109] 1.一个或多个核苷酸的“插入突变”；

[0110] 2.一个或多个核苷酸的“缺失突变”；

[0111] 3.“取代突变”，导致至少一个核苷酸被至少一个不同的核苷酸取代。

[0112] 4.“倒置”突变，即核酸序列的一百八十度旋转。

[0113] 在一个实施方案中，突变是NRT2.3启动子中至少一个核苷酸的缺失，其中优选地，

NRT2.3启动子包含SEQ  ID  NO:1或其功能变体或由其组成。在优选的实施方案中，突变是

SEQ  ID  NO:1的5'端缺失至少一个核苷酸。更优选地，突变是SEQ  ID  NO:1的5'端缺失至少

前10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、110或120个核苷酸。在更优选的实施方案中，突变是

SEQ  ID  NO:1的5'端至少前50个，更优选前60个，以及甚至更优选前62个核苷酸缺失。在备
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选实施方案中，突变是SEQ  ID  NO:1的5'端的前90个，更优选前100个，以及甚至更优选前

101个核苷酸的缺失。在备选实施方案中，突变是SEQ  ID  NO:1中SEQ  ID  NO:6或7的缺失。

[0114] 在进一步的实施方案中，突变是在SEQ  ID  NO:1的位置160处(这在本文中也可以

被称为相对于NRT2.3基因的ATG起始密码子在位置‑83处的突变)、SEQ  ID  NO:1的位置201

处(这在本文中也可称为位置‑42)和/或SEQ  ID  NO:1的位置222处(同样，在本文中可称位

置为‑21)的至少一个核苷酸的取代。在位置‑83(相对于ATG起始密码子)，有两个假定的基

序，命名为OSE2ROOTNODULE(‑82bp到‑86bp)(SEQ  ID  NO:10)和ASF1MOTIFCAMV(‑76bp到‑

83bp) (SEQ  ID  NO:11)。我们认为OSE2ROOTNODULE基序可能控制分蘖过程，并且

ASF1MOTIFCAMV基序是抑制子结合基序。可能是突变系中该基序的基因抑制子结合功能的

丧失导致这些系中观察到的表达比值的变化。

[0115] 在进一步优选的实施方案中，取代可以如下：

[0116] (SEQ  ID  NO:1的)位置160：T到C；

[0117] (SEQ  ID  NO:1的)位置201:A到C；

[0118] (SEQ  ID  NO:1的)位置222：T到C。

[0119] 在最优选的实施方案中，突变是在SEQ  ID  NO:1的位置160上的T到C取代。

[0120] 在优选的实施方案中，至少一个突变是NRT2.3启动子的TATA‑盒中至少一个核苷

酸的取代、缺失和/或插入。在一个实施方案中，TATA‑盒在SEQ  ID  NO:9或其变体中定义。因

此，在一个实施方案中，突变影响转录因子或组蛋白与NRT2.3启动子的结合，并因此影响

NRT2.3基因的转录。在优选的实施方案中，突变改变了TATA‑盒结合因子如TBP2.1的结合能

力，这也影响了NRT2.3基因的表达。

[0121] 在另一个实施方案中，突变是OSE2ROOTNODULE基序和/或ASF1MOTIFCAMV基序中至

少一个核苷酸的取代、缺失和/或缺失。优选地，突变导致一种或两种基序的功能丧失或部

分丧失。如上所述，我们认为OSE2ROOTNODULE基序可能参与分蘖的控制。我们还认为

ASF1MOTIFCAMV基序是抑制子结合基序。在一个实施方案中，突变在ASF1MOTIFCAMV基序中

并阻止或降低其抑制子结合的能力。更优选地，OSE2ROOTNODULE基序在SEQ  ID  NO:10或其

变体中定义，ASF1MOTIFCAMV基序在SEQ  ID  NO:11或其变体中定义。本文定义了变体。

[0122] 在优选的实施方案中，突变是TATA‑盒中至少一个核苷酸的取代。甚至更优选地，

突变是在SEQ  ID  NO:9的位置12处的取代。在一个实施方案中，取代是T到C的取代。

[0123] 还包括其他主要变化，例如去除启动子或增强子功能区域的缺失，因为这些会影

响NRT2基因的剪接。例如，突变可能导致TATA‑盒的缺失。换言之，SEQ  ID  NO:9的缺失。

[0124] 在一个实施方案中，使用诱变或靶向基因组编辑引入突变。即，在一个实施方案

中，本发明涉及方法和通过上述基因工程方法产生的植物，并且不涵盖天然存在的品种。

[0125] 靶向基因组修饰或靶向基因组编辑是一种基因组工程技术，它使用靶向DNA双链

断裂(DSB)通过同源重组(HR)介导的重组事件来刺激基因组编辑。为了通过引入位点特异

性DNA  DSB实现有效的基因组编辑，可以使用四大类可定制的DNA结合蛋白：源自微生物移

动遗传元件的大范围核酸酶、基于真核转录因子的ZF核酸酶、来自黄单胞菌属细菌的转录

激活因子样效应子(TALE)，以及来自II型细菌适应性免疫系统CRISPR(成簇的规则间隔短

回文重复序列)的RNA指导的DNA核酸内切酶Cas9。大范围核酸酶、ZF和TALE蛋白都通过蛋白

质‑DNA相互作用识别特定的DNA序列。尽管大范围核酸酶整合了核酸酶和DNA结合结构域，
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但ZF和TALE蛋白由分别靶向DNA的3或1个核苷酸(nt)的单独模块组成。ZF和TALE可以以所

需的组合组装并连接到FokI的核酸酶结构域，以将核酸水解活性导向特定的基因组位点。

[0126] 通过细菌III型分泌系统递送至宿主细胞后，TAL效应子进入细胞核，与宿主基因

启动子中的效应子特异性序列结合并激活转录。它们的靶向特异性由串联的33‑35个氨基

酸重复序列的中心结构域决定。紧接着是20个氨基酸的单个截短重复。检查的大多数天然

存在的TAL效应子具有12到27个完整重复。

[0127] 这些重复仅通过两个相邻的氨基酸，即它们的重复可变双残基(RVD)来区分。RVD

决定TAL效应子将识别哪个单核苷酸：一个RVD对应一个核苷酸，四种最常见的RVD各自优先

与四种碱基之一结合。天然发生的识别位点前面统一有TAL效应子活性所需的T。TAL效应子

可以与FokI核酸酶的催化结构域融合以创建TAL效应子核酸酶(TALEN)，从而在体内产生靶

向DNA双链断裂(DSB)以进行基因组编辑。该技术在基因组编辑中的使用在本领域中有很好

的描述，例如在US  8,440,431、US  8,440,432和US  8,450,471中。Cermak  T等人描述了一组

可与Golden  Gate克隆方法一起使用以组装多个DNA片段的定制质粒。如其中所述，Golden 

Gate方法使用IIS型限制性内切核酸酶，其在其识别位点外切割以产生独特的4bp突出端。

通过在同一反应混合物中消化和连接可加速克隆，因为正确的组装消除了酶识别位点。自

定义TALEN或TAL效应子构建体的组装包括两个步骤：(i)将重复模块组装成1‑10个重复的

中间阵列和(ii)将中间阵列连接到骨架中以制备最终构建体。因此，使用本领域已知的技

术可以设计靶向如本文所述的NRT2.3启动子序列的TAL效应子。

[0128] 可以根据本发明的各个方面使用的另一种基因组编辑方法是CRISPR。该技术在基

因组编辑中的使用在本领域中也有很好的描述，例如在US8,697,359和本文引用的参考文

献中。简而言之，CRISPR是一种微生物核酸酶系统，参与防御入侵的噬菌体和质粒。微生物

宿主中的CRISPR基因座包含CRISPR相关(Cas)基因以及能够编程CRISPR介导的核酸裂解

(sgRNA)特异性的非编码RNA元件的组合。已经在广泛的细菌宿主中鉴定了三种类型(I‑

III)的CRISPR系统。每个CRISPR基因座的一个关键特征是存在一系列重复序列(同向重复

序列)，其间由一小段非重复序列(间隔区)隔开。非编码CRISPR阵列在同向重复序列中被转

录和切割成包含单个间隔区序列的短crRNA，这些序列将Cas核酸酶引导至靶标位点(原间

隔区)。II型CRISPR是表征最充分的系统之一，它分四个连续步骤进行靶向DNA双链断裂。首

先，从CRISPR基因座转录两个非编码RNA，pre‑crRNA阵列和tracrRNA。其次，tracrRNA与

pre‑crRNA的重复区域杂交并介导pre‑crRNA加工成包含单个间隔区序列的成熟crRNA。第

三，成熟的crRNA:tracrRNA复合物通过在crRNA上的间隔区与靶标DNA上挨着原间隔区相邻

基序(PAM)的原间隔区之间的沃森‑克里克碱基配对将Cas9引导至靶标DNA，这是靶标识别

的额外要求。最后，Cas9介导靶标DNA的切割，在原间隔区中产生双链断裂。

[0129] 与传统的基因靶向和其他可编程核酸内切酶相比，CRISPR‑Cas9系统的一个主要

优点是易于多重化，只需使用多个sgRNA，每个sgRNA都靶向不同的基因，即可同时突变多个

基因。此外，如果在基因组区域的侧翼使用了两个sgRNA，则可以缺失或倒置中间部分。

[0130] 因此，Cas9是II型CRISPR‑Cas系统的标志性蛋白质，并且是一种大型单体DNA核酸

酶，由两个非编码RNA的复合物引导至与PAM(原间隔区相邻基序)序列基序相邻的DNA靶序

列：CRISPR  RNA(crRNA)和反式激活crRNA(tracrRNA)。Cas9蛋白包含两个与RuvC和HNH核酸

酶同源的核酸酶结构域。HNH核酸酶结构域切割互补DNA链，而RuvC样结构域切割非互补链，
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因此，在靶标DNA中引入了钝切割。Cas9与sgRNA的异源表达可以将位点特异性双链断裂

(DSB)引入来自各种生物体的活细胞的基因组DNA。对于真核生物中的应用，已经使用了密

码子优化版本的Cas9，它最初来自细菌酿脓链球菌。

[0131] 单指导RNA(sgRNA)是CRISPR/Cas系统的第二个组件，它与Cas9核酸酶形成复合

物。sgRNA是通过将crRNA与tracrRNA融合而产生的合成RNA嵌合体。位于其5'端的sgRNA引

导序列赋予DNA靶标特异性。因此，通过修改引导序列，可以创建具有不同靶标特异性的

sgRNA。引导序列的标准长度为20bp。在植物中，sgRNA已经使用植物RNA聚合酶III启动子表

达，例如U6和U3。因此，使用本领域已知的技术可以设计靶向如本文所述的NRT2.3启动子序

列的sgRNA分子。

[0132] 用于本发明方法的Cas9表达质粒可以如本领域中所述构建。

[0133] 或者，可以使用更常规的诱变方法将至少一个突变引入到NRT2.3启动子序列中。

这些方法包括物理诱变和化学诱变。技术人员将知晓可以使用其他方法来产生此类突变

体，并且用于诱变和多核苷酸改变的方法是本领域众所周知的。参见，例如，Kunkel(1985)

Proc.Natl.Acad.Sci.USA82:488‑492；Kunkel等人,(1987)Methods  in  Enzymol.154:367‑

382；美国专利号4,873 ,192；Walker和Gaastra编辑(1983)Techniques  in  Molecular 

Biology(MacMillan  Publishing  Company,New  York)和其中引用的参考文献。

[0134] 在一个实施方案中，使用插入诱变，例如使用T‑DNA诱变(其将来自根癌农杆菌T‑

质粒的T‑DNA片段插入到DNA中，导致基因功能丧失或基因功能突变获得)、定点核酸酶

(SDN)或转座子作为诱变剂。插入诱变是破坏基因功能的另一种方法，它基于将外源DNA插

入目标基因中(参见Krysan等人，The  Plant  Cell，第11卷，2283‑2290，1999年12月)。因此，

在一个实施方案中，T‑DNA用作插入诱变剂以破坏NRT2.3启动子的活性。在一个实例中，T‑

DNA可以插入到SEQ  ID  NO:1或其功能变体中。T‑DNA不仅会破坏插入它的基因的表达，而且

还可以作为随后识别突变的标记。由于插入元件的序列是已知的，因此可以使用各种克隆

或基于PCR的策略恢复发生插入的基因。插入一段长度为5至25kb级别的T‑DNA通常会破坏

基因功能。如果产生了足够多的T‑DNA转化系，则很有可能在任何目标基因中找到携带T‑

DNA插入的转基因植物。用T‑DNA转化孢子是通过农杆菌介导的方法实现的，其中包括将植

物细胞和组织暴露于农杆菌细胞悬浮液中。

[0135] 该方法的细节是技术人员众所周知的。简而言之，通过农杆菌对植物的转化导致

被称为T‑DNA的序列整合到核基因组中，该序列由细菌质粒携带。T‑DNA转化的使用导致稳

定的单次插入。对所得转化系的进一步突变分析很简单，每个单独的插入系都可以通过直

接测序和分析插入侧翼的DNA来快速表征。将突变体中NRT2 .3b的基因表达或NRT2 .3a与

NRT2.3b的相对表达与野生型植物中的表达进行比较。还进行了表型分析。

[0136] 在另一个实施方案中，诱变是物理诱变，例如应用紫外线辐射、X射线、伽马射线、

快或热中子或质子。然后可以筛选靶标群体以鉴定在NRT2.3启动子中具有突变的突变体，

优选在SEQ  ID  NO:1或其变体中的突变。

[0137] 在本发明各个方面的另一个实施方案中，该方法包括用诱变剂诱变植物种群。诱

变剂可以是快中子辐射或化学诱变剂，例如选自以下非限制性列表：甲磺酸乙酯(EMS)、甲

磺酸甲酯(MMS)、N‑乙基‑N‑亚硝基脲(ENU)、三乙基三聚氰胺(1'EM)、N‑甲基‑N‑亚硝基脲

(MNU)、丙卡巴肼、苯丁酸氮芥、环磷酰胺、硫酸二乙酯、丙烯酰胺单体、美法仑、氮芥、长春新
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碱、二甲基亚硝胺、N‑甲基‑N'‑硝基‑亚硝基胍(MNNG)、亚硝基胍、2‑氨基嘌呤、7,12二甲基

苯并(a)蒽(DMBA)、环氧乙烷、六甲基磷酰胺、双硫烷、二环氧烷烃(二环氧辛烷(DEO)、二环

氧丁烷(BEB)等)、2‑甲氧基‑6‑氯‑9[3‑(乙基‑2‑氯乙基)氨基丙氨基]吖啶二盐酸盐(ICR‑

170)或甲醛。再次，然后可以筛选靶标群体以鉴定NRT2.3启动子突变体。

[0138] 在另一个实施方案中，用于产生和分析突变的方法是靶向基因组中诱导的局部损

伤(TILLING)，在Henikoff等人，2004中综述。在该方法中，用化学诱变剂例如EMS诱变种子。

由此产生的M1植物是自体受精的，M2代个体用于制备用于突变筛选的DNA样品。DNA样品汇

集并排列在微量滴定板上，并进行基因特异性PCR。可以使用鉴定野生型和突变基因之间的

异源双链体的任何方法来筛选PCR扩增产物的NRT2.3启动子突变。例如，但不限于，变性高

压液相色谱(dHPLC)、恒定变性毛细管电泳(CDCE)、温度梯度毛细管电泳(TGCE)，或通过使

用化学切割的片段化。优选地，将PCR扩增产物与优先切割野生型和突变体序列之间的异源

双链体中的错配的核酸内切酶一起孵育。使用自动测序凝胶装置对切割产物进行电泳，并

在标准商业图像处理程序的帮助下分析凝胶图像。任何对NRT2.3启动子序列特异的引物均

可用于扩增在合并的DNA样品中的NRT2.3启动子序列。优选地，引物被设计为扩增最有可能

出现有用突变的NRT2.3启动子区域，特别是在高度保守和/或赋予活性的NRT2.3启动子区

域，如别处所述。为了便于在凝胶上检测PCR产物，可以使用任何常规标记方法标记PCR引

物。在备选实施方案中，用于产生和分析突变的方法是EcoTILLING。EcoTILLING是一种类似

于TILLING的分子技术，不同之处在于它的目标是揭示给定种群的自然变异，而不是诱导突

变。在Comai等人2004中描述了EcoTILLING方法的首次公开。

[0139] 快速高通量筛选程序允许分析扩增产物以鉴定NRT2.3启动子中的突变，特别是与

相应的未诱变的野生型植物相比的SEQ  ID  NO:1中的突变。一旦鉴定出突变，携带该突变的

M2植物的种子就生长成成年M3植物并筛选与本文所述的NRT2.3启动子中的突变相关的表

型特征。

[0140] 在内源性NRT2.3启动子中，特别是在SEQ  ID  NO:1或9或其变体中携带突变的或可

通过此类方法获得的植物也在本发明的范围内。

[0141] 因此，本发明的方面涉及靶向诱变方法，特别是基因组编辑，并且在优选实施方案

中排除仅基于通过传统育种方法产生植物的实施方案。

[0142] 在本发明的另一方面，提供了改变NRT2.3基因剪接和/或增加NRT2.3b与NRT2.3a

的相对表达和/或增加NRT2.3b的表达和/或降低NRT2.3a的表达的方法，该方法包括将至少

一个突变引入编码NRT2.3启动子的核酸序列，如本文所述。

[0143] 在本发明的另一方面，提供了增加植物的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量的方法，该方法包括引入并表达核酸构建体，所述核酸构建体包含编码TATA结

合蛋白(TBP)，优选TBP2.1的核酸序列。在一个实施方案中，核酸序列编码如SEQ  ID  NO:32

中定义的TBP2.1蛋白或其功能变体。在进一步的实施方案中，TBP2.1核酸包含SEQ  ID  NO:

33或其功能变体或由其组成。在另一个实施方案中，核酸序列包含与编码TBP的核酸序列可

操作地连接的调节序列。本发明还包括特征在于与野生型植物相比NRT2.3b表达水平增加

的转基因植物，其中该植物表达上述核酸构建体。

[0144] 遗传改变或修饰的植物以及生产此类植物的方法

[0145] 在本发明的另一方面，提供了遗传改变的植物、其部分或植物细胞，其特征在于与
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野生型或对照植物相比，该植物具有增加的NRT2.3b与NRT2.3a的相对表达。在备选的实施

方案中，所述植物的特征在于与野生型或对照植物相比，NRT2.3b表达增加。或者，该植物的

特征在于与野生型或对照植物相比，NRT2.3a表达降低。优选地，所述增加或减少可是比野

生型或对照植物中的表达水平高1倍、2倍、3倍、倍、5倍、6倍、7倍、8倍或9倍。或者，所述增加

或减少可以是与野生型或对照植物水平相比高达或高于10％、20％、30％、40％、50％、

60％、70％、80％或90％。

[0146] 在本发明的另一方面，提供了遗传改变的植物、其部分或植物细胞，其中所述植物

在NRT2.3基因上游的核酸序列中包含至少一个如上所述的突变。优选地，突变在NRT2.3b基

因的5'UTR中。或者，突变在NRT2.3a启动子中。

[0147] 在一个实施方案中，遗传改变的植物、其部分或植物细胞植物的特征在于产量、生

物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的增加，如上所述。

[0148] 可以通过任何上述方法在NRT2.3b  5'UTR或NRT2.3a启动子序列中引入突变，优选

缺失、插入和/或取代来产生植物。优选地，将所述突变引入至少一种植物细胞和从至少一

个突变的植物细胞再生的植物中。

[0149] 在本发明的另一方面，提供了用于产生如本文所述的遗传改变的植物的方法。在

一个实施方案中，该方法包括使用本文所述的任何诱变技术将至少一个突变引入优选至少

一个植物细胞的NRT2.3b  5'UTR或NRT2.3a启动子中。优选地，所述方法还包括从突变的植

物细胞再生植物。

[0150] 该方法还可包括选择一种或多种突变植物，优选用于进一步繁殖。优选地，所述选

择的植物在NRT2.3b  5'UTR或NRT2.3a启动子中包含至少一个突变。在一个实施方案中，如

本文所述，所述植物的特征在于NRT2.3b与NRT2.3a的相对表达增加、NRT2.3b水平增加和/

或NRT2.3a表达减少，如本文所述。NRT2.3b  5'UTR或NRT2.3a启动子的表达水平可以通过技

术人员已知的任何标准技术来测量。

[0151] 选择的植物可以通过多种方式繁殖，例如通过克隆繁殖或经典育种技术。例如，可

以使第一代(或T1)转化植物自交并选择纯合的第二代(或T2)转化体，然后可以通过经典育

种技术进一步繁殖T2植物。产生的转化生物可以采取多种形式。例如，它们可以是转化细胞

和非转化细胞的嵌合体；克隆转化体(例如，所有细胞都转化为含有表达盒)；转化和未转化

的组织的移植物(例如，在植物中，将转化的砧木嫁接到未转化的幼枝上)。

[0152] 在本发明的另一方面，提供了通过上述方法获得或可获得的植物。

[0153] 出于本发明的目的，“遗传改变的植物”或“突变植物”是与天然存在的野生型(WT)

植物相比已经遗传改变的植物。在一个实施方案中，突变植物是使用诱变方法，例如本文所

述的任何诱变方法，与天然存在的野生型(WT)植物相比已经发生改变的植物。在一个实施

方案中，诱变方法是靶向基因组修饰或基因组编辑。在一个实施方案中，与野生型序列相

比，植物基因组已使用诱变方法发生改变。此类植物具有如本文所述的改变的表型，例如增

加的产量、生物量、NUE、氮转运和/或氮含量。因此，在这个实例中，增加的产量、生物量、

NUE、氮转运和/或氮含量是由改变的植物基因组的存在赋予的，例如，突变的NRT2.3b  5 '

UTR或NRT2.3a启动子序列。在一个实施方案中，使用靶向基因组修饰特异性靶向内源启动

子序列，并且突变基因或启动子序列的存在不是由植物中表达的转基因的存在赋予的。换

句话说，遗传改变的植物可以被描述为不含转基因。
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[0154] 转基因植物

[0155] 如通篇所讨论的，本发明人已经令人惊讶地鉴定出突变NRT2.3启动子，特别是突

变NRT2.3b基因(在SEQ  ID  NO:1中定义)的5'UTR会改变NRT2.3基因的剪接，导致NRT2.3b的

表达或相对表达增加。

[0156] 因此，在野生型或对照植物中，与NRT2.3基因可操作地连接的突变启动子的过表

达也将增加产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量。

[0157] 因此，在本发明的另一方面，提供了核酸构建体，所述核酸构建体包含与NRT2.3基

因序列可操作地连接的NRT2.3启动子序列，其中NRT2.3启动子序列选自包含SEQ  ID  NO:2、

3、4或5或其功能变体的组。上面定义了功能变体。

[0158] 在一个实施方案中，NRT2.3基因序列包含SEQ  ID  NO:8或其功能变体。

[0159] 如本文所用，术语“可操作地连接”是指启动子序列和目标基因之间的功能性连

接，使得启动子序列能够启动目标基因的转录。

[0160] 在本发明的另一方面，提供了包含上述核酸序列的载体。

[0161] 在本发明的另一方面，提供了包含核酸构建体的宿主细胞。宿主细胞可以是细菌

细胞，例如根癌农杆菌，或分离的植物细胞。本发明还涉及培养基或包含培养基和分离的宿

主细胞的试剂盒，如下所述。

[0162] 在另一个实施方案中，提供了表达上述核酸构建体的转基因植物。在一个实施方

案中，所述核酸构建体稳定地整合到植物基因组中。

[0163] 通过称为转化的过程将核酸序列引入到所述植物中。

[0164] 植物转化现在是许多物种的常规技术。有利地，可以使用几种转化方法中的任一

种将目标基因引入合适的祖先细胞。描述的用于从植物组织或植物细胞转化和再生植物的

方法可用于瞬时或稳定转化。转化方法包括使用脂质体、电穿孔、增加游离DNA吸收的化学

品、将DNA直接注射到植物中、粒子枪轰击、使用病毒或花粉进行转化以及微喷射。方法可以

选自用于原生质体的钙/聚乙二醇方法、原生质体的电穿孔、显微注射到植物材料、DNA或

RNA包被的粒子轰击、用(非整合)病毒感染等。转基因植物，包括转基因作物植物，优选通过

根癌农杆菌介导的转化产生。

[0165] 为了选择转化植物，通常对转化中获得的植物材料进行选择性条件处理，以便将

转化植物与未转化植物区分开。例如，可以种植以上述方式获得的种子，并在初始生长期后

通过喷洒进行合适的选择。另一种可能性在于，如果合适的话，在灭菌后，使用合适的选择

剂使种子在琼脂平板上生长，以便只有转化的种子才能长成植物。或者，筛选转化植物中是

否存在选择标记，例如上述标记之一。在DNA转移和再生之后，还可以评估推定转化的植物，

例如使用Southern分析，以确定是否存在目标基因、拷贝数和/或基因组组织。或者或另外，

可使用Northern和/或Western分析监测新引入的DNA的表达水平，这两种技术为本领域普

通技术人员所熟知。

[0166] 产生的转化植物可以通过多种方式繁殖，例如通过克隆繁殖或经典育种技术。例

如，可以使第一代(或T1)转化植物自交并选择纯合的第二代(或T2)转化体，然后可以通过

经典育种技术进一步繁殖T2植物。产生的转化生物可以采取多种形式。例如，它们可以是转

化细胞和非转化细胞的嵌合体；克隆转化体(例如，所有细胞都转化为含有表达盒)；转化和

未转化的组织的移植物(例如，在植物中，将转化的砧木嫁接到未转化的幼枝上)。
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[0167] 除非另有说明，本文描述的本发明的各个方面清楚地扩展到通过本文描述的任何

方法产生、获得或可获得的任何植物细胞或任何植物，以及所有植物部分及其繁殖体。本发

明进一步扩展到包括通过任何上述方法产生的初级转化或转染细胞、组织、器官或完整植

物的后代，唯一的要求是后代表现出如在根据本发明的方法中由亲本产生的那些相同的基

因型和/或表型特征。

[0168] 在另一方面，本发明涉及如本文所述的核酸构建体用于增加产量、生物量、氮利用

效率(NUE)、氮转运和/或氮含量中的至少一种的应用。

[0169] 在本发明的另一方面，提供了增加产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或

氮含量中的至少一种的方法，该方法包括在所述植物中引入并表达如本文所述的核酸构建

体。

[0170] 在本发明的另一方面，提供了产生具有产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运

和/或氮含量中的至少一种增加的植物的方法，该方法包括在所述植物中引入并表达如本

文所述的核酸构建体。

[0171] 所述增加是相对于对照或野生型植物。

[0172] 根据本发明的各个方面的植物优选地是水稻。

[0173] 如本文所用，术语“植物”涵盖完整植物、植物的祖先和后代以及植物部分，包括种

子、茎干、茎、叶、根(包括块茎)、组织和器官，其中上述每一种包括至少一种如本文所述的

NRT2.3启动子中的突变。术语“植物”还包括植物细胞、悬浮培养物、愈伤组织、胚、分生组织

区、配子体、孢子体、花粉和小孢子，其中上述的每一种也包含如本文所述的NRT2.3启动子

的至少一个突变。

[0174] 本发明还扩展到如本文所述的本发明植物的可收获部分，例如籽粒。本发明的方

面还扩展到衍生自、优选直接衍生自此类植物的可收获部分的产物，即谷物，例如但不限于

米糠、米糠油、米粉、稻壳、大米淀粉、壳灰、碎米和啤酒米。在本发明的另一方面，提供了源

自如本文所述的植物或其部分的产物。

[0175] 在本发明最优选的方面，提供了由如本文所述的遗传改变的植物产生的种子。

[0176] 根据本发明的所有方面，本文所用的对照植物是未根据本发明的方法进行修饰的

植物。因此，在一个实施方案中，对照植物在NRT2.3启动子中没有至少一个突变。在备选实

施方案中，植物没有如上所述的遗传修饰。在一个实施方案中，对照植物是野生型植物。对

照植物通常是相同的植物物种，优选具有与修饰植物相同的遗传背景。

[0177] 用于本文所述的靶向基因组修饰的方法的基因组编辑构建体

[0178] “crRNA”或CRISPR  RNA意指含有原间隔元件和与tracrRNA互补的额外核苷酸的

RNA序列。

[0179] “tracrRNA”(反式激活RNA)意指与crRNA杂交并结合CRISPR酶例如Cas9从而激活

核酸酶复合物以在至少一个NRT2.3启动子核酸或启动子序列的基因组序列内的特定位点

引入双链断裂的RNA序列。

[0180] “原间隔元件”意指与基因组DNA靶序列互补的crRNA(或sgRNA)部分，通常长度约

为20个核苷酸。这也可以称为间隔区或靶向序列。

[0181] “sgRNA”(单指导RNA)是指tracrRNA和crRNA在单个RNA分子中的组合，优选还包括

接头环(其将tracrRNA和crRNA连接成单个分子)。“sgRNA”也可以称为“gRNA”并且在本上下
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文中，这些术语是可互换的。sgRNA或gRNA为Cas核酸酶提供靶向特异性和支架/结合能力。

gRNA可以指包含crRNA分子和tracrRNA分子的双RNA分子。

[0182] “TAL效应子”(转录激活剂样(TAL)效应子)或TALE意指可以结合基因组DNA靶序列

(NRT2.3启动子基因内的序列或启动子序列)并且可以融合到内切核酸酶如FokI的切割结

构域，以产生TAL效应子核酸酶或TALENS或大范围核酸酶以产生megaTAL。TALE蛋白由负责

DNA结合的中央结构域、核定位信号和激活靶基因转录的结构域组成。DNA结合结构域由单

体组成，每个单体可以结合靶核苷酸序列中的一个核苷酸。单体是33‑35个氨基酸的串联重

复，其中位于位置12和13的两个氨基酸是高度可变的(重复可变双残基，RVD)。RVD负责识别

单个特定核苷酸。HD靶向胞嘧啶；NI靶向腺嘌呤，NG靶向胸腺嘧啶，NN靶向鸟嘌呤(尽管NN也

可以与腺嘌呤结合，但特异性较低)。

[0183] 在本发明的另一方面，提供了核酸构建体，其中所述核酸构建体编码至少一种DNA

结合域，其中所述DNA结合域可以结合NRT2.3启动子基因中的序列，其中所述序列选自SEQ 

ID  NO  12至15或其变体，如本文所定义。在一个实施方案中，所述构建体进一步包含编码

(SSN)序列特异性核酸酶例如FokI或Cas蛋白的核酸。

[0184] 在一个实施方案中，核酸构建体编码至少一种原间隔元件，其中原间隔元件的序

列选自SEQ  ID  NO  16至23或其变体。

[0185] 在进一步的实施方案中，核酸构建体包含crRNA编码序列。如上文所定义，crRNA序

列可包含如上文所定义的原间隔元件且优选地包含与tracrRNA互补的额外的核苷酸。技术

人员将知晓额外的核苷酸的合适序列，因为这些由Cas蛋白的选择定义。

[0186] 在另一个实施方案中，核酸构建体进一步包含tracrRNA序列。同样，适当的

tracrRNA序列是技术人员已知的，因为该序列是由Cas蛋白的选择定义的。尽管如此，在一

个实施方案中，所述序列包含如SEQ  ID  NO:24中定义的序列或其变体或由其组成。

[0187] 在进一步的实施方案中，核酸构建体包含至少一种编码sgRNA(或gRNA)的核酸序

列。再次，如已经讨论的，sgRNA通常包含crRNA序列、tracrRNA序列并且优选地包含用于接

头环的序列。在优选的实施方案中，核酸构建体包含至少一种编码如本文定义的sgRNA序列

的核酸序列。

[0188] 在进一步的实施方案中，核酸构建体还可包含至少一种编码内切核糖核酸酶切割

位点的核酸序列。优选地，内切核糖核酸酶是Csy4(也称为Cas6f)。当核酸构建体包含多个

sgRNA核酸序列时，构建体可以包含相同数量的内切核糖核酸酶切割位点。在另一个实施方

案中，切割位点是sgRNA核酸序列的5'。因此，每个sgRNA核酸序列的侧翼是核糖核酸内切酶

切割位点。

[0189] 术语“变体”是指其中核苷酸与上述序列之一基本相同的核苷酸序列。变体可以通

过修饰例如插入、取代或缺失一个或多个核苷酸来实现。在优选的实施方案中，变体与上述

序列中的任一个具有至少50％、至少55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％、至少99％的同一性。在一个实施方案中，序列同一性是至少90％。在另

一个实施方案中，序列同一性是100％。序列同一性可以通过本领域任何一种已知的序列比

对程序来确定。

[0190] 本发明还涉及核酸构建体，所述核酸构建体包含与合适的植物启动子可操作地连
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接的核酸序列。合适的植物启动子可以是组成型或强启动子，或者可以是组织特异性启动

子。在一个实施方案中，合适的植物启动子选自，但不限于，夜香树属黄卷叶病毒(CmYLCV)

启动子或柳枝稷泛素1启动子(PvUbi1)U6  RNA聚合酶III(TaU6)CaMV35S、U6或玉米泛素(例

如Ubi1)启动子。或者，可以通过基因表达调控序列使表达专门针对水稻种子的特定组织。

在一个实施方案中，启动子选自双子叶植物中的U3启动子(SEQ  ID  NO:25)、U6a启动子(SEQ 

ID  NO:26)、U6b启动子(SEQ  ID  NO:27)、U3b启动子(SEQ  ID  NO:28)和双子叶植物中的U6‑1

启动子(SEQ  ID  NO:29)。

[0191] 本发明的核酸构建体还可进一步包含编码CRISPR酶的核酸序列。“CRISPR酶”意指

可以与CRISPR系统结合的RNA指导的DNA核酸内切酶。具体而言，这种酶与tracrRNA序列结

合。在一个实施方案中，CRIPSR酶是Cas蛋白(“CRISPR相关蛋白)，优选Cas  9或Cpf1，更优选

Cas9。在具体实施方案中，Cas9是密码子优化的Cas9，并且更优选地，具有在SEQ  ID  NO:30

中描述的序列或其功能变体或同源物。在另一个实施方案中，CRISPR酶是来自2类候选x蛋

白家族的蛋白，例如C2c1、C2C2和/或C2c3。在一个实施方案中，Cas蛋白来自酿脓链球菌

(Streptococcus  pyogenes)。在备选实施方案中，Cas蛋白可以来自金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus)、脑膜炎奈瑟菌(Neisseria  meningitides)、嗜热链球菌

(Streptococcus  thermophiles)或齿状密螺旋体(Treponema  denticola)中的任一种。

[0192] 如本文所用的关于Cas9的术语“功能变体”是指变体Cas9基因序列或基因序列的

一部分，其保留了完整的非变体序列的生物学功能，例如充当DNA核酸内切酶，或识别和/或

与DNA结合。功能变体还包括目标基因的变体，其具有不影响功能的序列改变，例如非保守

残基。还包括与本文所示的野生型序列相比基本上相同的变体，即仅具有一些序列变异，例

如在非保守残基中，并且具有生物活性。在一个实施方案中，SEQ  ID  NO.30的功能变体与由

SEQ  ID  NO:30表示的氨基酸具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％

或99％的总体序列同一性。在进一步的实施方案中，Cas9蛋白已被修饰以提高活性。

[0193] 合适的同源物或直向同源物可以通过序列比较和保守结构域的鉴定来鉴定。同系

物或直向同源物的功能可以如本文所述鉴定并且技术人员因此能够确认在植物中表达时

的功能。

[0194] 在进一步的实施方案中，Cas9蛋白已被修饰以提高活性。例如，在一个实施方案

中，Cas9蛋白可包含D10A氨基酸取代，该切口酶仅切割与gRNA互补并被gRNA识别的DNA链。

在备选实施方案中，Cas9蛋白可备选地或额外地包含H840A氨基酸取代，该切口酶仅切割不

与sRNA相互作用的DNA链。在该实施方案中，Cas9可以与一对(即两个)sgRNA分子(或表达这

种对的构建体)一起使用，因此可以切割相反DNA链上的靶标区域，有可能将特异性提高

100‑1500倍。在进一步的实施方案中，cas9蛋白可以包含D1135E取代。Cas  9蛋白也可以是

VQR变体。或者，Cas蛋白可以在HNH和RuvC样这两个核酸酶结构域中包含突变，因此是无催

化活性的。这种无催化活性的Cas蛋白可用于阻止转录延伸过程，而不是切割靶标链，当与

sgRNA分子共表达时，会导致未完全翻译的蛋白质功能丧失。无催化活性的蛋白的一个实例

是由RuvC和/或HNH核酸酶结构域中的点突变引起的死亡Cas9(dCas9)(Komor等人，2016和

Nishida等人，2016)。

[0195] 在进一步的实施方案中，Cas蛋白，例如Cas9，可以进一步与抑制效应子融合，例如

组蛋白修饰/DNA甲基化酶或胞苷脱氨酶(Komor等人，2016)以实现定点诱变。在后者中，胞
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苷脱氨酶不诱导双链DNA断裂，而是介导胞苷向尿苷的转化，从而实现C到T(或G到A)的取

代。

[0196] 在进一步的实施方案中，核酸构建体包含内切核糖核酸酶。优选地，内切核糖核酸

酶是Csy4(也称为Cas6f)，更优选地是水稻密码子优化的csy4。在一个实施方案中，当核酸

构建体包含cas蛋白时，核酸构建体可以包含用于表达内切核糖核酸酶的序列，例如Csy4，

表达为5'端P2A融合(用作自切割肽)到cas蛋白，如Cas9。

[0197] 在一个实施方案中，cas蛋白、内切核糖核酸酶和/或内切核糖核酸酶‑cas融合序

列可以与合适的植物启动子可操作地连接。上面已经描述了合适的植物启动子，但在一个

实施方案中，可以是玉米泛素1启动子。

[0198] 用于生产CRISPR核酸和载体系统的合适方法是已知的，例如发表在Molecular 

Plant(Ma等人，2015,Molecular  Plant,DOI:10.1016/j.molp.2015.04.007)，其通过引用

纳入本文。

[0199] 在本发明的备选方面，核酸构建体包含至少一种编码TAL效应子的核酸序列，其中

所述效应子靶向选自SEQ  ID  NO  12至15的NRT2.3启动子序列。给定靶标序列，设计TAL效应

子的方法将是技术人员熟知的。Sanjana等人和Cermak  T等人给出了合适方法的实例，两者

均通过引用并入本文。优选地，所述核酸构建体包含两个编码TAL效应子的核酸序列，以产

生TALEN对。在进一步的实施方案中，核酸构建体进一步包含序列特异性核酸酶(SSN)。优选

地，这种SSN是内切核酸酶，例如FokI。在进一步的实施方案中，TALEN通过金门(Golden 

Gate)克隆方法在单个质粒或核酸构建体中组装。

[0200] 在本发明的另一方面，提供了sgRNA分子，其中sgRNA分子包含crRNA序列和

tracrRNA序列，并且其中crRNA序列可以结合选自SEQ  ID  NO  12至15的至少一种序列或其

变体。“变体”如本文所定义。在一个实施方案中，sgRNA分子可包含至少一种化学修饰，例如

增强其稳定性和/或与靶序列或crRNA序列与tracrRNA序列的结合亲和力。此类修饰对于本

领域技术人员是众所周知的，并且包括例如但不限于在Rahdar等人，2015中描述的修饰，其

通过引用并入本文。在此实例中，crRNA可包含硫代磷酸酯骨架修饰，例如2'‑氟(2'‑F)、2'‑

O‑甲基(2'‑O‑Me)和S‑约束的乙基(cET)取代。

[0201] 在本发明的另一方面，提供了编码原间隔元件(如SEQ  ID  NO  16至23中任一个所

定义)的分离的核酸序列。

[0202] 在本发明的另一方面，提供了用至少一种本文所述的核酸构建体转染的植物或其

部分或至少一种分离的植物细胞。Cas9和sgRNA可以组合或在单独的表达载体(或核酸构建

体，此类术语可互换使用)中。换言之，在一个实施方案中，分离的植物细胞用包含如上文详

细描述的sgRNA和Cas9的单一核酸构建体转染。在备选的实施方案中，分离的植物细胞用两

种核酸构建体转染，第一种核酸构建体包含至少一种如上定义的sgRNA，而第二种核酸构建

体包含Cas9或其功能变体或同源物。第二核酸构建体可在第一核酸构建体下方、之后或同

时转染。包含cas蛋白的单独的第二构建体的优点是编码至少一种sgRNA的核酸构建体可以

与任何类型的cas蛋白配对，如本文所述，因此不限于单个cas功能(如当cas和sgRNA都编码

在同一核酸构建体上时就是这种情况)。

[0203] 在一个实施方案中，在用包含至少一种sgRNA核酸的核酸构建体进行第二次转染

之前，首先转染包含cas蛋白的核酸构建体并稳定整合到基因组中。在备选的实施方案中，
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植物或其部分或至少一种分离的植物细胞用编码cas蛋白的mRNA转染并用至少一种如本文

定义的核酸构建体共转染。

[0204] 可以如本领域所述构建用于本发明的Cas9表达载体。在一个实例中，表达载体包

含如SEQ  ID  NO:30中定义的核酸序列或其功能变体或同源物，其中所述核酸序列与合适的

启动子可操作地连接。合适的启动子的实例包括肌动蛋白、CaMV35S、U6、U3或玉米泛素(例

如Ubi1)启动子。

[0205] 本发明的范围还包括上述核酸构建体(CRISPR构建体)或sgRNA分子在任何上述方

法中的应用。例如，提供了上述CRISPR构建体或sgRNA分子在调节本文所述的NRT2.3启动子

活性和/或NRT2.3基因剪接中的应用。

[0206] 因此，在本发明的进一步方面，提供了调节NRT2.3启动子活性和/或NRT2.3基因剪

接和/或增加NRT2.3b表达的方法，该方法包括引入并表达如上所述的CRISPR构建体或将也

如上所述的sgRNA分子引入植物中。换言之，还提供了调节NRT2.3启动子活性和/或NRT2.3

基因剪接和/或增加NRT2.3b表达的方法，如本文所述，其中该方法包括使用CRISPR/Cas9，

特别是本文所述的CRISPR构建体将至少一个突变引入内源性NRT2.3启动子。

[0207] 在本发明的备选方面，提供了用至少一种如本文所述的sgRNA分子转染的分离的

植物细胞。

[0208] 在本发明的进一步方面，提供了包含本文所述的转染细胞的遗传修饰或编辑的植

物。在一个实施方案中，一个或多个核酸构建体可以以稳定的形式整合。在备选实施方案

中，一个或多个核酸构建体没有被整合(即被瞬时表达)。因此，在优选的实施方案中，遗传

修饰的植物不含任何sgRNA和/或Cas蛋白核酸。换言之，该植物不含转基因。

[0209] 本文所指的术语“引入”、“转染”或“转化”包括将外源多核苷酸转移到宿主细胞

中，而不管用于转移的方法如何。能够随后通过器官发生或胚胎发生进行克隆繁殖的植物

组织可以用本发明的遗传构建体转化，并从中再生出完整的植物。选择的特定组织将根据

可用于并最适合被转化的特定物种的克隆繁殖系统而变化。示例性组织靶标包括叶盘、花

粉、胚、子叶、下胚轴、雌配子体、愈伤组织、现有分生组织(例如，顶端分生组织、腋芽和根分

生组织)和诱导的分生组织(例如，子叶分生组织和下胚轴分生组织)。然后可以使用所得转

化植物细胞以本领域技术人员已知的方式再生转化植物。将外源基因转移到植物基因组中

称为转化。植物转化现在是许多物种的常规技术。技术人员已知的几种转化方法中的任一

种可用于将目标核酸构建体或sgRNA分子引入合适的祖先细胞中。描述的用于从植物组织

或植物细胞转化和再生植物的方法可用于瞬时或稳定转化。

[0210] 转化方法包括使用脂质体、电穿孔、增加游离DNA吸收的化学物质、将DNA直接注射

到植物中(显微注射)、基因枪(或如实施例中所述的生物射弹粒子递送系统(生物学))、脂

质转染、使用病毒或花粉和显微投射的转化。方法可以选自用于原生质体的钙/聚乙二醇方

法、超声介导的基因转染、光学或激光转染、使用碳化硅纤维的转染、原生质体的电穿孔、显

微注射到植物材料、DNA或RNA包被的粒子轰击、用病毒等感染(非整合)。转基因植物也可以

通过根癌农杆菌(Agrobacterium  tumefaciens)介导的转化产生，包括但不限于使用如

Clough&Bent(1998)中描述的花浸/土壤杆菌真空渗透方法并通过引用并入本文。

[0211] 因此，在一个实施方案中，可以使用任何上述方法将至少一种如本文所述的核酸

构建体或sgRNA分子引入至少一种植物细胞。在备选的实施方案中，本文所述的任何核酸构
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建体可以首先转录以形成预组装的Cas9‑sgRNA核糖核蛋白，然后使用任何上述方法例如脂

质转染、电穿孔或显微注射递送至至少一种植物细胞。

[0212] 任选地，为了选择转化植物，通常对转化中获得的植物材料进行选择性条件处理，

以便可以将转化植物与未转化植物区分开。例如，可以种植以上述方式获得的种子，并在初

始生长期后通过喷洒进行合适的选择。另一种可能性是，如果合适的话，在灭菌后，在使用

合适的选择剂的琼脂平板上种植种子，这样只有转化的种子才能长成植物。如实施例中所

述，合适的标记物可以是bar‑草丁膦或PPT。或者，针对选择标记物例如但不限于GFP、GUS

(β‑葡萄糖醛酸酶)的存在筛选转化植物。技术人员很容易知道其他实例。或者，不进行选

择，种植并生长以上述方式获得的种子，并使用本领域的标准技术在适当的时间测量

NRT2.3b表达或蛋白质水平。这种避免引入转基因的备选方案更适合生产不含转基因的植

物。

[0213] 在DNA转移和再生之后，还可以评估推定转化的植物，例如使用PCR检测目标基因

的存在、拷贝数和/或基因组组织。或者或另外，可以使用Southern、Northern和/或Western

分析监测新引入的DNA的整合和表达水平，这两种技术都是本领域普通技术人员众所周知

的。

[0214] 产生的转化植物可以通过多种方式繁殖，例如通过克隆繁殖或经典育种技术。例

如，可以使第一代(或T1)转化植物自交并选择纯合的第二代(或T2)转化体，然后可以通过

经典育种技术进一步繁殖T2植物。

[0215] 技术人员熟知使用上述CRISPR构建体的具体方案。作为一个实例，在Ma&Liu(“单

子叶植物和双子叶植物中基于CRISPR/Casp的多重基因组编辑”)中描述了合适的方案，通

过引用并入本文。

[0216] 在本发明的进一步相关方面，还提供了获得如本文所述的遗传修饰的植物的方

法，该方法包括

[0217] a.选择植物的一部分；

[0218] b.使用上述转染或转化技术，用至少一种如本文所述的核酸构建体或至少一种如

本文所述的sgRNA分子转染段落(a)的植物部分的至少一个细胞；

[0219] c.再生至少一种源自转染的细胞的植物；

[0220] d.选择一种或多种根据段落(c)获得的植物，其显示增加的NRT2.3b的表达或增加

的NRT2.3b的相对表达(相对于NRT2.3a)。

[0221] 在进一步的实施方案中，该方法还包括筛选遗传修饰的植物的NRT2.3启动子序列

中SSN(优选CRISPR)诱导的突变的步骤。在一个实施方案中，该方法包括从转化植物获得

DNA样品并进行DNA扩增以检测至少一种NRT2.3启动子序列中的突变。

[0222] 在进一步的实施方案中，该方法包括产生稳定的T2植物，优选对于突变(即至少一

种NRT2.3启动子序列中的突变)纯合。

[0223] 在至少一种NRT2.3启动子序列中具有突变的植物也可以与在至少一种NRT2.3启

动子序列中也包含至少一个突变的另一种植物杂交以获得在NRT2.3启动子序列中具有额

外突变的植物。这些组合对于技术人员是显而易见的。因此，当与如上所述转化的单个T1植

物中的部分同源突变数相比时，该方法可用于产生在所有部分同源物或数量增加的部分同

源物上具有突变的T2植物。
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[0224] 通过上述方法获得或可获得的植物也在本发明的范围内。

[0225] 本发明的遗传改变的植物也可以通过杂交来转移本发明的任何序列而获得，例如

使用本文所述的遗传改变的植物的花粉为野生型或对照植物授粉，或用在至少一种NRT2.3

启动子序列中不包含突变的其他花粉对本文所述植物的雌蕊授粉。获得本发明植物的方法

不仅限于本段中描述的那些；例如，可以如上所述进行生殖细胞的遗传转化，但之后不必再

生植物。

[0226] 筛选植物天然增加的籽粒产量表型的方法

[0227] 在本发明的进一步的方面，提供了用于筛选植物群体和鉴定和/或选择携带或表

达NRT2.3启动子中的至少一个突变，优选NRT2.3b  5'UTR或NRT2.3a启动子的至少一个突

变。，更优选SEQ  ID  NO:1或9或其变体中的至少一个突变的植物的方法。或者，提供了用于

筛选植物群体并鉴定和/或选择具有增加的产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或

氮含量的植物的方法。在任一方面，该方法包括在植物或植物种质中检测NRT2.3启动子中

的至少一种多态性并且优选SEQ  ID  NO:1或9或其变体中的至少一个突变。优选地，所述筛

选包括确定至少一种多态性的存在，其中所述多态性是至少一种插入和/或至少一种缺失

和/或取代。

[0228] 在一个实施方案中，多态性是NRT2.3启动子中至少一种核苷酸的缺失，其中优选

地NRT2.3启动子包含SEQ  ID  NO:1或由其组成。在优选实施方案中，多态性是SEQ  ID  NO:1

的5'端的至少一个核苷酸的缺失。更优选地，多态性是SEQ  ID  NO:1的5'端的至少前10、20、

30、40、50、60、70、80、90、100、110或120个核苷酸的缺失。在更优选的实施方案中，多态性是

SEQ  ID  NO:1的5'端至少前50个，更优选前60个，甚至更优选前62个核苷酸的缺失。在一个

替代实施方案中，多态性是SEQ  ID  NO:1的5'端的前90个、更优选前100个、甚至更优选前

101个核苷酸的缺失。在备选实施方案中，多态性是从SEQ  ID  NO:1中缺失SEQ  ID  NO:6或7。

[0229] 在备选实施方案中，多态性是至少一个核苷酸的取代。在优选的实施方案中，多态

性是在SEQ  ID  NO:1的位置160(这在本文中也可以被称为关于NRT2.3基因的ATG起始密码

子的位置‑83处的多态性)、SEQ  ID  NO:1的位置201(在本文中也可称为位置‑42)和SEQ  ID 

NO:1的位置222(在本文中也可称为位置‑21)的至少一个核苷酸的取代。在优选的实施方案

中，多态性是在SEQ  ID  NO:1的位置160的取代。在进一步优选的实施方案中，取代可以如

下：

[0230] (SEQ  ID  NO:1的)位置160：T至C；

[0231] (SEQ  ID  NO:1的)位置201：A至C；

[0232] (SEQ  ID  NO:1的)位置222：C至T。

[0233] 在优选的实施方案中，至少一种多态性是NRT2.3启动子的TATA‑盒中至少一个核

苷酸的取代、缺失和/或插入。在一个实施方案中，TATA‑盒在SEQ  ID  NO:9或其变体中定义。

因此，在一个实施方案中，多态性影响转录因子或组蛋白与NRT2.3启动子的结合，并因此影

响NRT2.3基因的转录。在另一个优选的实施方案中，至少一种多态性影响TATA结合蛋白例

如TBP2.1的结合能力(从而增加NRT2.3b的表达水平)。

[0234] 在优选的实施方案中，多态性是TATA‑盒中至少一个核苷酸的取代。甚至更优选

地，多态性是在SEQ  ID  NO:9的位置12处的取代。在一个实施方案中，取代是T到C的取代。

[0235] 用于评估多态性存在的合适的测试是技术人员众所周知的，并且包括但不限于同
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工酶电泳、限制性片段长度多态性(RFLP)、随机扩增多态性DNA(RAPD)、任意引发的聚合酶

链反应(AP‑PCR)、DNA扩增指纹图谱(DAF)、序列特征扩增区域(SCAR)、扩增片段长度多态性

(AFLP)、简单序列重复(SSR‑也称为微卫星)和单核苷酸多态性(SNP)。在一个实施方案中，

使用竞争性等位基因特异性PCR(KASP)基因分型。

[0236] 在一个实施方案中，该方法包括

[0237] a)从植物中获取核酸样品，和

[0238] b)使用一对或多对引物对NRT2.3启动子序列进行核酸扩增。

[0239] 在进一步的实施方案中，该方法还可包括将包含NRT2.3启动子序列多态性的染色

体区域渐渗第二植物或植物种质中以产生渐渗的植物或植物种质。优选地，所述第二植物

将表现出产量、生物量、氮利用效率(NUE)、氮转运和/或氮含量的增加。

[0240] 虽然上述公开内容提供了包含在本发明范围内的主题的一般描述，包括制备和使

用本发明的方法及其最佳模式，但提供以下实施例以进一步使本领域的技术人员能够实践

本发明并提供其完整书面描述。然而，本领域技术人员将理解这些实施例的细节不应被理

解为对本发明的限制，本发明的范围应从附加到本公开内容的权利要求及其等同物理解。

鉴于本公开，本发明的各种进一步的方面和实施方案对于本领域技术人员将是显而易见

的。

[0241] 此处使用的“和/或”将被视为两个特定特征或组件中的每一个的具体公开，其中

包含或不包含另一个。例如，“A和/或B”将被视为(i)A、(ii)B和(iii)A和B中每一个的具体

公开，就好像每一个在本文中单独列出一样。

[0242] 除非上下文另有说明，否则上述特征的描述和定义不限于本发明的任何特定方面

或实施方案，并且同样适用于所描述的所有方面和实施方案。

[0243] 上述申请，以及其中或在其审查期间引用的所有文件和序列登录号(“申请引用的

文件”)和申请引用的文件中引用或参考的所有文件，以及本文引用或参考的所有文件(“本

文引用的文件”)以及本文引用的文件中引用或参考的所有文件，连同本文提及的任何产品

或本文引用的任何文件的任何制造商的说明书、说明、产品规格和产品表，均通过引用并入

本文，并且可在本发明的实践中使用。更具体地，所有参考文献以相同的程度通过引用并

入，就好像每个单独的文档被具体地和单独地指示为通过引用并入一样。

[0244] 现在在以下非限制性实施例中描述本发明。

实施例

[0245] 材料和方法

[0246] 植物材料和生长条件

[0247] OsNRT2.3TIILLING系、回交系和转基因系(在本研究中)用30％(v/v)NaClO表面灭

菌30分钟，然后用水彻底冲洗。幼苗在人工气候室中生长，光照16小时(30℃)，黑暗8小时

(26℃)。用于田间试验的植物在江苏南京的南京农业大学种植。试验田土壤的化学性质如

Chen等人所描述。(陈等人，2016)

[0248] OsNRT2.3  TILLING系的鉴定

[0249] 当幼苗在IRRI中生长3周时，收集DNA样品并保存在‑80℃。DNA样品采用CTAB法提

取。我们使用两对引物pOsNRT2.3‑F/R和OsNRT2.3‑F/R，对OsNRT2.3的启动子和基因进行扩

说　明　书 24/38 页

29

CN 113924367 A

29



增；每个DNA样品重复4次。产品序列由公司名称 确定。使用DNAMAN将扩增的

TILLING系的序列与Zhonghuo11(WT)的序列进行比对。

[0250] 转基因植物的产生

[0251] 为了研究OsNRT2.3不同长度的启动子片段对OsNRT2.3a和OsNRT2.3b表达的影响，

我们扩增了不同长度的水稻OsNRT2.3启动子，如697bp和141bp。为了证实‑83bp突变影响

OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的表达，我们在141bp和697bp启动子中都制备了‑83bp突变体。不同

的启动子长度用于驱动OsNRT2.3的437bp开放阅读框(ORF)。为了更好地区分OsNRT2.3a和

OsNRT2.3b，将437bp的ORF与ZIIIB的序列(cct  gca  ggt  cgc  cac  att  agc  aat  gcc  aca 

tta  gca  atg  ccg  act  cta  gag  gat  ccc)(SEQ  ID  NO:31)相连。

[0252] 为了证明‑83bp突变对OsNRT2 .3a和OsNRT2 .3b转录和翻译的影响，我们将

OsNRT2.3a和OsNRT2.3b合并到一个载体中。在一个载体中，OsNRT2.3启动子的141bp片段用

于驱动OsNRT2.3a和eGFP的表达，以及驱动OsNRT2.3b和mCherry报告子基因的表达。我们然

后在141bp启动子片段中进行‑83bp突变。在另一个载体中，我们使用具有‑83bp突变的

697bp启动子片段来驱动OsNRT2.3a和eGFP以及OsNRT2.3b和mCherry的表达，就像141启动

子载体一样。通过电穿孔将表达载体转移到农杆菌(EHA105)中并转化到水稻中(Toki ,

1997；Toki等人，2006)。

[0253] 为了探索基因OsTBP2 .1与OsNRT2 .3的功能，我们构建了OsTBP2 .1过表达载体

(pUbi::OsTBP2.1)，并获得了T‑DNA突变系。

[0254] 酵母单杂交试验

[0255] 根据“Matchmaker  Gold  Yeast  One‑Hybrid  Library  Screening  System  User 

Manual”(Clontech)的制造商方案进行酵母单杂交试验。简而言之，将pTATA‑盒‑pAbAi载体

转移到酵母菌株中并在缺乏尿嘧啶(Ura)的培养基上生长。我们使用不同浓度的

Aureobasidin  A(AbA)在缺乏Ura的培养基上测试诱饵菌株。然后将pGADT7‑TBP2、pGADT7‑

TBP2.1和pGADT7‑TBP2.2的载体转移到带有pTATA‑盒‑pAbAi的菌株中。然后将菌株在含有

800ng  ml‑1AbAr的缺乏亮氨酸的培养基上生长。

[0256] 定量实时PCR

[0257] 使用Trizol试剂分别从幼苗的根部和茎干中提取总RNA。使用逆转录试剂盒将总

RNA逆转录为cDNA，合成的cDNA用作实时PCR反应的模板。对于实时PCR反应，模板在Applied 

Biosystems(ABI)Plus实时PCR系统上用AceQ  qPCR  SYBR  Green  Master  Mix试剂盒反应3

次。

[0258] 蛋白质印迹

[0259] Yan等人(2011)描述了特异性OsNRT2.3b抗体。从‑83bp突变回交系中提取总蛋白

质用于SDS‑PAGE。然后将蛋白质转移到PVDF膜上，并与OsHSP(1:5000)和OsNRT2 .3b(1:

2000)在4℃孵育过夜。然后将PVDF膜与二抗(1:20000；Pierce)一起孵育。结合的抗体通过

化学发光检测(Yan等人，2011；Tang等人，2012)。

[0260] 使用15N测定氮吸收

[0261] WT、T11/WT(aa)和T12/WT(aa)系在IRRI营养液中生长3周，然后在N饥饿下生长3

天。最初将植物移至0.1mM  CaSO4中1分钟，然后将它们分别移至含有2.5mM  15NO3‑和1.25mM 

NH415NO3的营养液中5分钟，然后再次移至0.1mM  CaSO4中1分钟。将所有植株置于105℃下30
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分钟灭活酶。根部和茎干分开。然后将它们在70℃的烘箱中干燥7天，并将干燥的样品研磨。

使用同位素比质谱仪系统(Thermo  Fisher  Scientific)分析每个样品约1mg的粉末。根据

根部和茎干的15N浓度计算15NO3‑的流入量。

[0262] 硝酸盐含量分析

[0263] 将株系置于105℃下30分钟以灭活酶。样品在75℃烘箱中干燥3天，干重记录为生

物量值。将样品研磨成粉末形式。采用H2SO4‑H2O2完成样品的消化。如Leleu，2004所述，在连

续流动自动分析仪(型号Auto  analyzer3，Bran&Luebbe，德国)上测定总氮含量。

[0264] 启动子活性分析

[0265] 1 .5‑kb启动子和OsNRT2.3的1.5‑kb启动子片段上的‑83bp突变是从水稻中扩增

的，并插入到荧光素酶报告子中。将质粒与pUbi::OsTBP2.1一起转移到水稻原生质体中，并

在24小时收获。通过使用试剂盒双荧光素酶报告子检测系统(Promega)分析原生质体，以计

算萤火虫荧光素酶(LUC)和海肾(Renilla)(REN)荧光素酶的比值。

[0266] RNA‑序列分析

[0267] 从野生型(WT‑27、WT‑HY)、OsTBP2.1过表达系(OE)和OsTBP2.1T‑DNA突变系(Mu)的

茎干和根部中提取总RNA，具有三个生物学重复。由Genepioneer公司测试样品。

[0268] 结果

[0269] 翻译起始密码子OsNRT2.3上游的‑83bp区域对水稻发育至关重要

[0270] 突变系T8、T11、T12和T20是使用TILLING(靶向基因组中诱导的局部病变)获得的

(Tsai等人，2011)。(图9，图1a)。我们从这些株系中提取DNA来确定突变的位置。结果表明，

T8、T11和T12均在‑83bp处携带突变，位于翻译起始密码子OsNRT2.3的上游。(图1b)。然而，

T20株系在基因OsNRT2.3的翻译起始密码子上游没有携带突变。(图1b)。在田间，与WT和T20

相比，籽粒产量、干重和NUE均增加。(图1c，d)。虽然叶、叶鞘、茎和穗之间的总N浓度没有差

异，但与WT和T20系相比，茎和穗的总氮含量增加(图1e，f)。因此，OsNRT2.3ATG上游位点的

突变提高了氮的转运效率，从而促进了水稻的生长。

[0271] 我们然后在IRRI营养液中培养4个株系和WT。数据显示，与野生型相比，T8、T11和

T12株系表现出显著的生长和生物量，但T20株系无差异(图2a，b)。‑83bp突变系和T20株系

中茎干和根部的总氮浓度与WT没有差异(图2c)，但与WT和T20株系相比，‑83bp突变系中茎

干和根部的总氮含量增加(图2d)。OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的表达数据显示，与WT和T20相

比，在T8、T11和T12株系中OsNRT2.3a下调，但OsNRT2.3b上调(图10a，b)。因此，OsNRT2.3的

ATG上游‑83bp处的突变体增加了OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值(图2e)。

[0272] 此外，如图15所示，对于所研究的所有三种类型的15N源，与W相比，T8、T11和T12株

系中根部(图15a)和茎干(图15b)中积累的15N含量显著更高。与根部或茎干中的WT相比，T20

株系没有显示任何显著差异(图15a，b)。

[0273] 图17还显示了在成熟阶段‑83bp突变回交系中的氮含量。将突变回交系和对照在

T8、T8/WT(aa)(失去‑83bp突变)系的叶、叶鞘、茎和穗中的氮含量与WT进行比较。与WT相比，

WT和T8/WT(aa)在植物的所有部分之间没有显著差异。

[0274] OsNRT2.3的ATG上游的‑83bp区域可以增加OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值

[0275] 结果表明，与无突变或其他位点突变相比，OsNRT2.3启动子中的‑83bp位点突变显

著促进了OsNRT2.3b表达(图3a，b)。当我们使用具有‑83bp位点突变的OsNRT2.3启动子驱动
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OsNRT2.3a表达时，与非突变系相比，OsNRT2.3a的表达被下调，然而，OsNRT2.3b的表达被显

著上调(图3c，d)。OsNRT2.3ATG上游的‑83bp突变也可以增加OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值

(图3e)。因此，我们得出结论，OsNRT2 .3ATG上游的‑83bp区域对于将OsNRT2 .3翻译为

OsNRT2.3a和OsNRT2.3b至关重要，因此对水稻发育很重要。

[0276] ‑83bp突变增加了OsNRT2.3b蛋白水平和氮转运效率

[0277] 为了进一步验证OsNRT2.3上游的‑83bp突变位点可以影响OsNRT2.3的转录，我们

将T11和T12系与WT杂交。我们获得了T11和T12回交的纯合(aa)、杂合(Aa)和非突变(AA)系

(图4a，b和图11)。序列结果显示OsNRT2.3基因ATG上游‑83bp处仅有1个突变(图12a，b)。与

WT相比，OsNRT2.3a在T11/WT(aa)和T12/WT(aa)系中的表达下调，然而，OsNRT2.3b上调。(图

12c)。与成熟阶段的非突变(AA)系相比，纯合(aa)系T11/WT(aa)和T12/WT(aa)的产量、干重

和氮利用效率显著增加。(图13)

[0278] 我们接下来通过Western印迹分析了T11/WT(aa)和T12/WT(aa)叶和根中

OsNRT2.3b蛋白水平，发现与WT相比，T11/WT(aa)和T12/WT(aa)叶中OsNRT2.3b蛋白水平升

高，但不在根部。(图4c)。先前的研究结果表明OsNRT2.3a主要负责硝酸盐从根部到茎干的

长距离运输，而OsNRT2.3b主要负责茎干。(Tang等人，2012；Yan等人，2011)敲除OsNRT2.3a

会增加根部硝酸盐的积累，而过表达OsNRT2.3b会增加硝酸盐的吸收和运输。(Tang等人，

2012；Fan等人，2016)。为了确定OsNRT2.3翻译起始密码子上游的‑83bp位点突变体对不同

形式的氮应用的影响，在pH5.5测量了5分钟内‑83bp突变对15NO3‑和NH415NO3吸收的影响

(图4d，e)。与WT相比，回交系在5分钟处理实验中显示出更多的15N吸收到茎干中(图4d)。然

而，根中15N的吸收仅在施用15NO3‑而非NH415NO3的根中显著增加(图4e)。与野生型相比，用

15NO3‑和NH415NO3处理也显著增加了回交系中茎干15N的浓度(图4f)。总之，我们得出结论，

OsNRT2.3b的5'UTR中的‑83bp突变提高了N吸收效率和运输效率。

[0279] 此外，图16显示了OsNRT2.3突变回交系中15NO3‑和
15NH4+在5分钟时间内的流入量。

WT以及T11和T12的突变回交纯合系在1.25mM  NH4NO3中生长3周，氮饥饿1周。然后在5分钟内

测量2.5mM  15NO3‑、1.25mM  NH4
15NO3和1.25mM  15NH4NO3的

15N流入率。(a)根15N流入率。(b)茎

干15N流入率。误差线：SE(n＝5)不同字母表示转基因系和WT之间的显著差异(P<0.05，单向

方差分析)。

[0280] OsNRT2.3不同启动子长度改变OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的转录

[0281] 我们设计了表达载体来研究OsNRT2.3不同启动子长度对OsNRT2.3a和OsNRT2.3b

转录的影响(图14a)并获得转基因幼苗。OsNRT2.3a的表达被更长的启动子长度上调。当使

用141bp和180bp启动子驱动OsNRT2.3a的437bp  ORF的表达时，其在幼苗中的表达下调。然

而，较长的启动子序列——243bp、697bp和1505bp启动子增加了OsNRT2.3a的表达(图14b)。

相反，在OsNRT2.3b的情况下，与其他系相比，只有较短的启动子——141bp和180bp，显著增

加了OsNRT2.3b的表达(图14c)。与其他系相比，OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值在141bp和

180bp启动子中也有所增加(图14d)。总之，OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的表达比值与启动子长

度强相关。

[0282] 为了证实‑83bp位点突变影响OsNRT2.3a和OsNRT2.3b在不同启动子长度的表达，

我们在141bp和697bp启动子上进行了‑83bp位点突变。我们然后设计了载体，使用非突变

或‑83bp位点突变启动子来驱动OsNRT2.3a的437bp  ORF和报告子基因ZIIIB的表达(图5a)。
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实时PCR的统计表明，与OsNRT2.3a的表达由等效的非突变启动子驱动的表达水平相比，当

表达由突变启动子(141bp或697bp启动子)驱动时，OsNRT2.3a的表达下调(图5b)。然而，当

突变发生在短启动子(141bp启动子)上时，与未突变的141bp启动子的表达水平相比，

OsNRT2.3b的表达降低。相反，当突变发生在长启动子(697bp)上时，与等效(697bp)非突变

启动子上的表达水平相比，OsNRT2.3b的表达上调(图5c)。总体而言，数据表明，无论突变是

在短启动子还是长启动子上，它都可以促进OsNRT2.3b的转录而不是OsNRT2.3a(图5d)。总

之，‑83bp变可以通过不同长度的启动子改变OsNRT2.3的转录调控。

[0283] OsTBP2.1与OsNRT2.3的顺式元件TATA‑盒结合

[0284] 使用Softberry的网站(http://linux1.softberry.com/berry.phtml)，我们分析

了OsNRT2.3的ATG之前的序列，并鉴定‑83bp突变序列在TATA‑盒基序内。因此我们在NCBI网

站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)上搜索了三种TATA‑盒结合蛋白：OsTBP2、OsTBP2.1和

OsTBP2.2。为了鉴定与OsNRT2.3上游83bp的TATA‑盒相互作用的蛋白质，我们进行了酵母单

杂交试验。结果表明，结合蛋白OsTBP2.1可以与TATA盒‑pAbAi报告子基因在含有800ng  ml‑1

金担子素A(AbAr)的SD/‑Leu培养基上生长。其他效应子未能生长。(图6a)

[0285] 我们使用双荧光素酶测定来研究TATA‑盒结合蛋白OsTBP2.1是否影响‑83bp突变

系中OsNRT2.3启动子的转录活性。构建了如图6b所示的报告子和效应子载体，并将这些载

体共转化到水稻原生质体中。如图6c所示，当pmNRT2.3::Luc和pUbi::TBP2.1共同转化到水

稻原生质体中时，观察了到最大的激活。值得注意的是，与pmNRT2.3::Luc和pUbi::TBP2.1

系相比，Pnrt2.3::Luc和pUbi::TBP2.1系中的荧光素酶表达水平较低(图6c)。在单个转化

系pNRT2.3::Luc和pmNRT2.3::Luc中观察到了最低水平的荧光素酶表达(图6c)。我们接下

来构建了图6d所示的表达载体并获得了转基因幼苗。与不同启动子长度的无突变株系相

比，OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的蛋白质含量增加(图6e，f)。综上所述，这些结果表明转录因子

OsTBP2.1可以增加OsNRT2.3向OsNRT2.3b的转录。

[0286] OsTBP2.1增加OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值并影响水稻生长

[0287] 为了研究OsTBP2.1对OsNRT2.3的调控，我们获得了过表达和T‑DNA突变系。(图7a，

b)。如图7c所示，与WT‑W27相比，过表达系的粒重和干生物量增加，而T‑DNA突变系的粒重和

生物量减少。这与，OE198和OE200过表达系中OsTBP2.1和OsNRT2.3b表达相比于WT(WT‑W27)

的增加以及T‑DNA突变系(1A‑19324)中OsTBP2.1和OsNRT2.3b表达相比于WT  Huangyant

(WT‑HY)的降低相关(图7d)。OsTBP2.1的过表达也增加了OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值(在

T‑DNA突变系中观察到相反的效果(图7e))。

[0288] 讨论

[0289] 在生长和发育过程中，植物对各种环境和发育信号的反应需要功能基因的精确表

达。在这些过程中，一些转录因子发挥着重要作用。例如，NLP转录因子在高等植物硝酸盐的

调控中起着重要作用。(Konishi等人，2019)。我们的研究表明，TATA‑盒结合因子OsTBP2.1

调节多种途径，包括硝酸盐途径。我们的实验表明，OsTBP2.1与OsNRT2.3启动子的共转染可

以增加蛋白质水平。(图6b，c)在OsTBP2.1过表达系中，OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比值增加，

但在ostbp2.1T‑DNA系中，该比例降低。(图7d)。综上所述，OsTBP2.1可以增强OsNRT2.3b的

表达，降低OsNRT2.3a的表达以影响水稻发育。当TATA盒突变为TACA时，OsTBP2.1的结合能

力增加，导致OsNRT2.3b的表达水平更高。
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[0290] 关键顺式作用元件在每个基因的转录调控中发挥重要作用。在OsNRT2.3b的5'UTR

处但位于OsNRT2.3a  5'UTR的上游的TATA‑盒，通过结合OsTBP2.1控制OsNRT2.3的转录。但

当TATA‑盒发生突变时，OsTBP2.1结合TATA盒的能力发生改变，导致OsNRT2.3b与OsNRT2.3a

的比值增加。(图9)。如此我们得出结论，OsNRT2.3向OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的转录主要受

OsNRT2.3启动子上的TATA‑盒的调控，因此TATA‑盒在OsNRT2.3到OsNRT2.3a和OsNRT2.3b的

剪接中起着重要的调控作用。

[0291] 5'UTR在RNA翻译、RNA稳定性和RNA转录中发挥调节作用。在5'UTR处的内含子的数

量和长度会影响基因的表达(Chung等人，2006)以及在启动子和在含有第一个内含子的5'

UTR上的关键顺式作用元件。(Hernandez‑Garcia和Finer，2014；Gallegos和Rose，2015)。在

我们的研究中，OsNRT2.3b的5'UTR中的TATA‑盒突变体增加了OsNRT2.3b与OsNRT2.3a的比

值，导致产量和生长提高。
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[0339] 序列表

[0340] SEQ  ID  NO:1  NRT2.3(部分)启动子

[0341] 1  GACGCGAGCG  CGGAGACGGC  AGCGCCGGCC  TCCCACCGGT  CGCGTAAGAT  CACGCCCGAA

[0342] 61  ATCTTTATTC  ATTTTCTCTC  CACCGGTTGC  CCTCTCGCCG  CACCCAACCA  TCGCGCCACG

[0343] 121  CCGCGCCGCG  CTGCCGGAGC  CGCGCTTTCC  GCTATGCTAT  AAGAGCTGAC  GCGCAGGGCA

[0344] 181  CAGCGGATGT  ACGTACACAC  AGTCACTAGC  TAAGCTGCTA  GCCTTGCTAC  CACGTGTTGG

[0345] 241  AG

[0346] SEQ  ID  NO:2在ATG的上游‑81处具有多态性(下划线)的NRT2.3启动子

[0347] 1  GACGCGAGCG  CGGAGACGGC  AGCGCCGGCC  TCCCACCGGT  CGCGTAAGAT  CACGCCCGAA

[0348] 61  ATCTTTATTC  ATTTTCTCTC  CACCGGTTGC  CCTCTCGCCG  CACCCAACCA  TCGCGCCACG

[0349] 121  CCGCGCCGCG  CTGCCGGAGC  CGCGCTTTCC  GCTATGCTAC  AAGAGCTGAC  GCGCAGGGCA

[0350] 181  CAGCGGATGT  ACGTACACAC  AGTCACTAGC  TAAGCTGCTA  GCCTTGCTAC  CACGTGTTGG

[0351] 241  AG

[0352] SEQ  ID  NO:3在ATG的上游‑81，‑42和‑21处具有多态性的NRT2.3启动子

[0353] 1  GACGCGAGCG  CGGAGACGGC  AGCGCCGGCC  TCCCACCGGT  CGCGTAAGAT  CACGCCCGAA

[0354] 61  ATCTTTATTC  ATTTTCTCTC  CACCGGTTGC  CCTCTCGCCG  CACCCAACCA  TCGCGCCACG

[0355] 121  CCGCGCCGCG  CTGCCGGAGC  CGCGCTTTCC  GCTATGCTAC  AAGAGCTGAC  GCGCAGGGCA

[0356] 181  CAGCGGATGT  ACGTACACAC  CGTCACTAGC  TAAGCTGCTA  GTCTTGCTAC  CACGTGTTGG

[0357] 241  AG

[0358] SEQ  ID  NO:4  NRT  2.3启动子的180个C端残基

[0359] CTTTATTC  ATTTTCTCTC  CACCGGTTGC  CCTCTCGCCG  CACCCAACCA  TCGCGCCACG

[0360] CCGCGCCGCG  CTGCCGGAGC  CGCGCTTTCC  GCTATGCTAC  AAGAGCTGAC  GCGCAGGGCA
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[0361] CAGCGGATGT  ACGTACACAC  CGTCACTAGC  TAAGCTGCTA  GTCTTGCTAC  CACGTGTTGG

[0362] AG

[0363] SEQ  ID  NO:5NRT  2.3启动子的141个C端残基

[0364] ACCCAACCA  TCGCGCCACG  CCGCGCCGCG  CTGCCGGAGC  CGCGCTTTCC  GCTATGCTAC 

AAGAGCTGAC  GCGCAGGGCA  CAGCGGATGT  ACGTACACAC  CGTCACTAGC  TAAGCTGCTA  GTCTTGCTAC 

CACGTGTTGG  AG

[0365] SEQ  ID  NO:6  NRT2.3启动子的62个5’核苷酸的缺失

[0366] GACGCGAGCG  CGGAGACGGC  AGCGCCGGCC  TCCCACCGGT  CGCGTAAGAT  CACGCCCGAA  AT

[0367] SEQ  ID  NO:7  NRT2.3启动子的101个5’核苷酸的缺失

[0368] G ACG CG AG CG  CGG AG ACGG C  AG CG CCGG CC  TCCC ACCGG T  CG CG TAAG AT 

CACGCCCGAAATCTTTATTC  ATTTTCTCTC  CACCGGTTGC  CCTCTCGCCG  C

[0369] SEQ  ID  NO:8  NRT  2.3基因组序列

[0370] GAGCGCCGGCCTCCCACCGGTCGCGTAAGATCACGCCCGAAATCTTTATTCATTTTCTCTCCACCGGTT

GCCCTCTCGCCGCACCCAACCATCGCGCCACGCCGCGCCGCGCTGCCGGAGCCGCGCTTTCCGCTATGCTATAAGAG

CTGACGCGCAGGGCACAGCGGATGTACGTACACACAGTCACTAGCTAAGCTGCTAGCCTTGCTACCACGTGTTGGAG

ATGGAGGCTAAGCCGGTGGCGATGGAGGTGGAGGGGGTCGAGGCGGCGGGGGGCAAGCCGCGGTTCAGGATGCCGGT

GGACTCCGACCTCAAGGCGACGGAGTTCTGGCTCTTCTCCTTCGCGAGGCCACACATGGCCTCCTTCCACATGGCGT

GGTTCTCCTTCTTCTGCTGCTTCGTGTCCACGTTCGCCGCGCCGCCGCTGCTGCCGCTCATCCGCGACACCCTCGGG

CTCACGGCCACGGACATCGGCAACGCCGGGATCGCGTCCGTGTCGGGCGCCGTGTTCGCGCGTCTGGCCATGGGCAC

GGCGTGCGACCTGGTCGGGCCCAGGCTGGCCTCCGCGTCTCTGATCCTCCTCACCACACCGGCGGTGTACTGCTCCT

CCATCATCCAGTCCCCGTCGGGGTACCTCCTCGTGCGCTTCTTCACGGGCATCTCGCTGGCGTCGTTCGTGTCGGCG

CAGTTCTGGATGAGCTCCATGTTCTCGGCCCCCAAAGTGGGGCTGGCCAACGGCGTGGCCGGCGGCTGGGGCAACCT

CGGCGGCGGCGCCGTCCAGCTGCTCATGCCGCTCGTGTACGAGGCCATCCACAAGATCGGTAGCACGCCGTTCACGG

CGTGGCGCATCGCCTTCTTCATCCCGGGCCTGATGCAGACGTTCTCGGCCATCGCCGTGCTGGCGTTCGGGCAGGAC

ATGCCCGGCGGCAACTACGGGAAGCTCCACAAGACTGGCGACATGCACAAGGACAGCTTCGGCAACGTGCTGCGCCA

CGCCCTCACCAACTACCGCGGCTGGATCCTGGCGCTCACCTACGGCTACAGCTTCGGCGTCGAGCTCACCATCGACA

ACGTCGTGCACCAGTACTTCTACGACCGCTTCGACGTCAACCTCCAGACCGCCGGGCTCATCGCCGCCAGCTTCGGG

ATGGCCAACATCATCTCCCGCCCCGGCGGCGGGCTACTCTCCGACTGGCTCTCCAGCCGGTACGGCATGCGCGGCAG

GCTGTGGGGGCTGTGGACTGTGCAGACCATCGGCGGCGTCCTCTGCGTGGTGCTCGGAATCGTCGACTTCTCCTTCG

CCGCGTCCGTCGCCGTGATGGTGCTCTTCTCCTTCTTCGTCCAGGCCGCGTGCGGGCTCACCTTCGGCATCGTGCCG

TTCGTGTCGCGGAGGTCGCTGGGGCTCATCTCCGGGATGACCGGCGGCGGGGGCAACGTGGGCGCCGTGCTGACGCA

GTACATCTTCTTCCACGGCACAAAGTACAAGACGGAGACCGGGATCAAGTACATGGGGCTCATGATCATCGCGTGCA

CGCTGCCCGTCATGCTCATCTACTTCCCGCAGTGGGGCGGCATGCTCGTAGGCCCGAGGAAGGGGGCCACGGCGGAG

GAGTACTACAGCCGGGAGTGGTCGGATCACGAGCGCGAGAAGGGTTTCAACGCGGCCAGCGTGCGGTTCGCGGAGAA

CAGCGTGCGCGAGGGCGGGAGGTCGTCGGCGAATGGCGGACAGCCCAGGCACACCGTCCCCGTCGACGCGTCGCCGG

CCGGGGTGTGAAGAATGCCACGGACAATAAGGTCGCGGTTGTAGTACAACTGTACAAATTGATGGTACGTGTCGTTT

GACCGCGCGCGCGCACAGTGTGGGTCGTGGCCTCGTGGGCTTAGTGGAGTACAGTGAGGGGTGTACGTGTGTCGTGG

CGCGCGCGGTCACCTCGGTGGCCTTGGGATTGGGGGGGCACTATACGCTAGTACTCCAGATATATACGGGTTTGATT

TACTTCTGTGGATCGGCGCTTGTTGGTGGTTTGCTCCCTGTGGTTTTTGTGATGGTAATCATACTCATACTCAAACA
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GTC

[0371] SEQ  ID  NO:9:NRT2.3  TATA盒

[0372] CC  GCTATGCTAT  AAGAGCTGAC

[0373] SEQ  ID  NO:10；OSE2ROOTNODULE(‑82bp至‑86bp)

[0374] CTAC

[0375] SEQ  ID  NO:11；ASF1MOTIFCAMV(‑76bp至‑83bp)

[0376] CGCGCAGG

[0377] SEQ  ID  NO:12  CRISPR靶序列

[0378]

[0379] SEQ  ID  NO:13  CRISPR靶序列

[0380]

[0381] SEQ  ID  NO:14  CRISPR靶序列

[0382]

[0383] SEQ  ID  NO:15  CRISPR靶序列

[0384]

[0385] SEQ  ID  NO:16原间隔区序列

[0386] GCTATAAGAGCTGACGCGCA

[0387] SEQ  ID  NO:17原间隔区序列

[0388] GAGCCGCGCTTTCCGCTATG

[0389] SEQ  ID  NO:18原间隔区序列

[0390] GTTGCCCTCTCGCCGCACCC

[0391] SEQ  ID  NO:19原间隔区序列

[0392] CGACGCGAGCGCGGAGACGG

[0393] SEQ  ID  NO:20原间隔区序列

[0394] 5’GGCAGCTATAAGAGCTGACGCGCA  3’

[0395] 5’AAACTGCGCGTCAGCTCTTATAGC  3’(SEQ  ID  NO:34)

[0396] SEQ  ID  NO:21原间隔区序列

[0397] 5’GGCACATAGCGGAAAGCGCGGCTC  3’

[0398] 5’AAACGAGCCGCGCTTTCCGCTATG  3’(SEQ  ID  NO:35)

[0399] SEQ  ID  NO:22原间隔区序列

[0400] 5’GGCAGGGTGCGGCGAGAGGGCAAC3’

[0401] 5’AAACGTTGCCCTCTCGCCGCACCC  3’(SEQ  ID  NO:36)

[0402] SEQ  ID  NO:23原间隔区序列

[0403] 5’GGCACCGTCTCCGCGCTCGCGTCG  3’

[0404] 5’AAACCGACGCGAGCGCGGAGACGG  3’(SEQ  ID  NO:37)

[0405] SEQ  ID  NO:24；tracrRNA核酸序列

[0406] ATGCTACTACTAAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGACTAGCCTTATTTT

AACTTGCTATGCTTTTCAGCATAGCTCTAAAAC

说　明　书 34/38 页

39

CN 113924367 A

39



[0407] SEQ  ID  NO:25  U3启动子序列：

[0408] AAAGGAAGGAATCTTTAAACATACGAACAGATCACTTAAAGTTCTTCTGAAGCAACTTAAAGTTATCAG

GCATGCATGGATCTTGGAGGAATCAGATGTGCAGTCAGGGACCATAGCACAAGACAGGCGTCTTCTACTGGTGCTAC

CAGCAAATGCTGGAAGCCGGGAACACTGGGTACGTTGGAAACCACGTGTGATGTGAAGGAGTAAGATAAACTGTAGG

AGAAAAGCATTTCGTAGTGGGCCATGAAGCCTTTCAGGACATGTATTGCAGTATGGGCCGGCCCATTACGCAATTGG

ACGACAACAAAGACTAGTATTAGTACCACCTCGGCTATCCACATAGATCAAAGCTGGTTTAAAAGAGTTGTGCAGAT

GATCCGTGGCA

[0409] SEQ  ID  NO:26  U6a启动子序列：

[0410] TTTTTTCCTGTAGTTTTCCCACAACCATTTTTTACCATCCGAATGATAGGATAGGAAAAATATCCAAGT

GAACAGTATTCCTATAAAATTCCCGTAAAAAGCCTGCAATCCGAATGAGCCCTGAAGTCTGAACTAGCCGGTCACCT

GTACAGGCTATCGAGATGCCATACAAGAGACGGTAGTAGGAACTAGGAAGACGATGGTTGATTCGTCAGGCGAAATC

GTCGTCCTGCAGTCGCATCTATGGGCCTGGACGGAATAGGGGAAAAAGTTGGCCGGATAGGAGGGAAAGGCCCAGGT

GCTTACGTGCGAGGTAGGCCTGGGCTCTCAGCACTTCGATTCGTTGGCACCGGGGTAGGATGCAATAGAGAGCAACG

TTTAGTACCACCTCGCTTAGCTAGAGCAAACTGGACTGCCTTATATGCGCGGGTGCTGGCTTGGCTGCCG

[0411] SEQ  ID  NO:27  U6b启动子序列：

[0412] TGCAAGAACGAACTAAGCCGGACAAAAAAAAAAGGAGCACATATACAAACCGGTTTTATTCATGAATGG

TCACGATGGATGATGGGGCTCAGACTTGAGCTACGAGGCCGCAGGCGAGAGAAGCCTAGTGTGCTCTCTGCTTGTTT

GGGCCGTAACGGAGGATACGGCCGACGAGCGTGTACTACCGCGCGGGATGCCGCTGGGCGCTGCGGGGGCCGTTGGA

TGGGGATCGGTGGGTCGCGGGAGCGTTGAGGGGAGACAGGTTTAGTACCACCTCGCCTACCGAACAATGAAGAACCC

ACCTTATAACCCCGCGCGCTGCCGCTTGTGTTG

[0413] SEQ  ID  NO:28在双子叶植物中的U3b

[0414] TTTACTTTAAATTTTTTCTTATGCAGCCTGTGATGGATAACTGAATCAAACAAATGGCGTCTGGGTTTA

AGAAGATCTGTTTTGGCTATGTTGGACGAAACAAGTGAACTTTTAGGATCAACTTCAGTTTATATATGGAGCTTATA

TCGAGCAATAAGATAAGTGGGCTTTTTATGTAATTTAATGGGCTATCGTCCATAGATTCACTAATACCCATGCCCAG

TACCCATGTATGCGTTTCATATAAGCTCCTAATTTCTCCCACATCGCTCAAATCTAAACAAATCTTGTTGTATATAT

AACACTGAGGGAGCAACATTGGTCA

[0415] SEQ  ID  NO:29在双子叶植物中的U6‑1

[0416] AGAAATCTCAAAATTCCGGCAGAACAATTTTGAATCTCGATCCGTAGAAACGAGACGGTCATTGTTTTA

GTTCCACCACGATTATATTTGAAATTTACGTGAGTGTGAGTGAGACTTGCATAAGAAAATAAAATCTTTAGTTGGGA

AAAAATTCAATAATATAAATGGGCTTGAGAAGGAAGCGAGGGATAGGCCTTTTTCTAAAATAGGCCCATTTAAGCTA

TTAACAATCTTCAAAAGTACCACAGCGCTTAGGTAAAGAAAGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGAGACGAAGTAGT

GATTG

[0417] SEQ  ID  NO:30  Cas9

[0418] ATGGCCCCAAAGAAGAAGCGCAAGGTCGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTCGACATCGGCACCAATTCT

GTTGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTCGGCAACACCGACCGCCA

CTCCATCAAGAAGAATCTCATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCTGGCGAGACAGCCGAGGCTACAAGGCTCAAGAGGA

CCGCTAGACGCAGGTACACCAGGCGCAAGAACCGCATCTGCTACCTCCAAGAGATCTTCTCCAACGAGATGGCCAAG

GTGGACGACAGCTTCTTCCACAGGCTCGAGGAGAGCTTCCTCGTCGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGCCATCCGAT

CTTCGGCAACATCGTGGATGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCGACCATCTACCACCTCCGCAAGAAGCTCGTCG

说　明　书 35/38 页

40

CN 113924367 A

40



ACTCCACCGATAAGGCCGACCTCAGGCTCATCTACCTCGCCCTCGCCCACATGATCAAGTTCAGGGGCCACTTCCTC

ATCGAGGGCGACCTCAACCCGGACAACTCCGATGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTCGTGCAGACCTACAACCAGCT

GTTCGAGGAGAACCCGATCAACGCCTCTGGCGTTGACGCCAAGGCTATTCTCTCTGCCAGGCTCTCTAAGTCCCGCA

GGCTCGAGAATCTGATCGCCCAACTTCCGGGCGAGAAGAAGAATGGCCTCTTCGGCAACCTGATCGCCCTCTCTCTT

GGCCTCACCCCGAACTTCAAGTCCAACTTCGACCTCGCCGAGGACGCCAAGCTCCAGCTTTCCAAGGACACCTACGA

CGACGACCTCGACAATCTCCTCGCCCAGATTGGCGATCAGTACGCCGATCTGTTCCTCGCCGCCAAGAATCTCTCCG

ACGCCATCCTCCTCAGCGACATCCTCAGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCACTCTCCGCCTCCATGATCAAG

AGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTCACACTCCTCAAGGCCCTCGTGAGACAGCAGCTCCCAGAGAAGTACAAGGA

GATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGATGGCGGCGCTTCTCAAGAGGAGTTCTACAAGT

TCATCAAGCCGATCCTCGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTCGTGAAGCTCAATAGAGAGGACCTCCTCCGC

AAGCAGCGCACCTTCGATAATGGCTCCATCCCGCACCAGATCCACCTCGGCGAGCTTCATGCTATCCTCCGCAGGCA

AGAGGACTTCTACCCGTTCCTCAAGGACAACCGCGAGAAGATTGAGAAGATCCTCACCTTCCGCATCCCGTACTACG

TGGGCCCGCTCGCCAGGGGCAACTCCAGGTTCGCCTGGATGACCAGAAAGTCCGAGGAGACAATCACCCCCTGGAAC

TTCGAGGAGGTGGTGGATAAGGGCGCCTCTGCCCAGTCTTTCATCGAGCGCATGACCAACTTCGACAAGAACCTCCC

GAACGAGAAGGTGCTCCCGAAGCACTCACTCCTCTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGT

ACGTGACCGAGGGGATGAGGAAGCCAGCTTTCCTTAGCGGCGAGCAAAAGAAGGCCATCGTCGACCTGCTGTTCAAG

ACCAACCGCAAGGTGACCGTGAAGCAGCTCAAGGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACTCCGTCGAGAT

CTCCGGCGTCGAGGATAGGTTCAATGCCTCCCTCGGGACCTACCACGACCTCCTCAAGATTATCAAGGACAAGGACT

TCCTCGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTCGAGGACATCGTGCTCACCCTCACCCTCTTCGAGGACCGCGAGATG

ATCGAGGAGCGCCTCAAGACATACGCCCACCTCTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGCAGGCGCTATAC

CGGCTGGGGCAGGCTCTCTAGGAAGCTCATCAACGGCATCCGCGACAAGCAGTCCGGCAAGACGATCCTCGACTTCC

TCAAGTCCGACGGCTTCGCCAACCGCAACTTCATGCAGCTCATCCACGACGACTCCCTCACCTTCAAGGAGGACATC

CAAAAGGCCCAGGTGTCCGGCCAAGGCGATTCCCTCCATGAGCATATCGCCAATCTCGCCGGCTCCCCGGCTATCAA

GAAGGGCATTCTCCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGGCACAAGCCAGAGAACATCG

TGATCGAGATGGCCCGCGAGAACCAGACCACACAGAAGGGCCAAAAGAACTCCCGCGAGCGCATGAAGAGGATCGAG

GAGGGCATTAAGGAGCTGGGCTCCCAGATCCTCAAGGAGCACCCAGTCGAGAACACCCAGCTCCAGAACGAGAAGCT

CTACCTCTACTACCTCCAGAACGGCCGCGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCAACCGCCTCTCCGACTACG

ACGTGGACCATATTGTGCCGCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTCACCCGCTCCGACAAG

AACAGGGGCAAGTCCGATAACGTGCCGTCCGAAGAGGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGCCAGCTCCTCAA

CGCCAAGCTCATCACCCAGAGGAAGTTCGACAACCTCACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTTTCCGAGCTTGATAAGG

CCGGCTTCATCAAGCGCCAGCTCGTCGAGACACGCCAGATCACAAAGCACGTGGCCCAGATCCTCGACTCCCGCATG

AACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTCATCCGCGAGGTGAAGGTCATCACCCTCAAGTCCAAGCTCGTGTCCGA

CTTCCGCAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGCGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTCAATG

CCGTGGTGGGCACAGCCCTCATCAAGAAGTACCCAAAGCTCGAGTCCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTAC

GACGTGCGCAAGATGATCGCCAAGTCCGAGCAAGAGATCGGCAAGGCGACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCCAACAT

CATGAATTTCTTCAAGACCGAGATCACGCTCGCCAACGGCGAGATTAGGAAGAGGCCGCTCATCGAGACAAACGGCG

AGACAGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGATTTCGCCACAGTGCGCAAGGTGCTCTCCATGCCGCAAGTGAAC

ATCGTGAAGAAGACCGAGGTTCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCATCCTCCCAAAGCGCAACTCCGACAAGCT

GATCGCCCGCAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTATGGCGGCTTCGATTCTCCGACCGTGGCCTACTCTGTGCTCG
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TGGTTGCCAAGGTCGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTCAAGTCCGTCAAGGAGCTGCTGGGCATCACGATCATGGAG

CGCAGCAGCTTCGAGAAGAACCCAATCGACTTCCTCGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTCATCAT

CAAGCTCCCGAAGTACAGCCTCTTCGAGCTTGAGAACGGCCGCAAGAGAATGCTCGCCTCTGCTGGCGAGCTTCAGA

AGGGCAACGAGCTTGCTCTCCCGTCCAAGTACGTGAACTTCCTCTACCTCGCCTCCCACTACGAGAAGCTCAAGGGC

TCCCCAGAGGACAACGAGCAAAAGCAGCTGTTCGTCGAGCAGCACAAGCACTACCTCGACGAGATCATCGAGCAGAT

CTCCGAGTTCTCCAAGCGCGTGATCCTCGCCGATGCCAACCTCGATAAGGTGCTCAGCGCCTACAACAAGCACCGCG

ATAAGCCAATTCGCGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTCTTCACCCTCACCAACCTCGGCGCTCCAGCCGCCTTC

AAGTACTTCGACACCACCATCGACCGCAAGCGCTACACCTCTACCAAGGAGGTTCTCGACGCCACCCTCATCCACCA

GTCTATCACAGGCCTCTACGAGACACGCATCGACCTCTCACAACTCGGCGGCGATTGA

[0419] SEQ  ID  NO:32:OsTBP2.1氨基酸

[0420] MAAAEAAAEAAAALEGSEPVDLVKHPSGIIPTLQNIVSTVNLDCKLDLKAIALQARNAEYNPKRFAAVI

MRIREPKTTALIFASGKMVCTGAKSEQQSKLAARKYARIIQKLGFAAKFKDFKIQNIVGSCDVKFPIRLEGLAYSHG

AFSSYEPELFPGLIYRMKQPKIVLLIFVSGKIVLTGAKVRDETYTAFENIYPVLTEFRKVQQ

[0421] SEQ  ID  NO:33:OsTBP2.1核酸(CDS)

[0422] GATTTCCGATCGCTATATAAAAGACCTAGGATTTCGAAATTTTTCCCTCCCCCTCCCCCTTCGCGCGCG

CGCTCTCTTCCCGCCCTTTTTTTTTCCTTCTTCTTCACCGGTGGGATTGATTCGTGGGGTGCGGATCTGGTTTTTGG

GGGTGTGTATGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGCGCTGGAGGGGAGCGAGCCCGTGGACCTGGTC

AAGCACCCCTCCGGCATCATCCCCACGCTCCAGTAAGTCCCCCCCGCCCCCGCCCGGATCTGTATGTGCGGGTTCAT

CGAGCTGGTTGAGTTTGAGGTGGAGCGGTTAACTCGTCGCGCGCTGTTGATTTGGTTTTGTTTTGGGGGCCGGGGAT

ATTATTTGTTGTTGCAAATGATGTGATTGGTGGTAGGTTTAGCTTGGGGGGTTACTACATGTTTGAGGTTCTGATTT

GCTTGATTGATGAAAAAGGGGGGCGATCTGAGATCCGCGAGTCCGGTACGAGAAGAAATAGAGGCAGCCGATGTGCT

TGTGCTGTGACGGATCCATTGTCCGGTCTTCATAACAACTCTTTTTAGCTGGACAGATGTTTGTTTTCTCATGAATG

AATTCATATGGTTGGAGTCTTGGAGAATCAGCTTGTCAGCTGTTCTTTTTTTTAAAAAAAAATTAAGGTTTATAAAT

AAATAAATAATCAATCAATCAATCATGCATCTAAATTGTAGGATTTAATTCTTTCCCCTCATCACGTATTTCAACCT

TAGAGGGAGGTATTGTGTCTGTGGAGAGTTTATGGTGCTCATGTGATACATACAGTTGACAATGGGTCAATGCATGT

TTTTAGACAGCATCAAGCTCTGAACAAGTGAACCACATATTTAGGCTTGATCCATGTATAACCCCACTAAGTTTTAT

ACTTGTTTGTACGGGCCAATATGCCCAAACCTGGCTGTTTATTAGCATGCTGTACTTGCTGGTGTGCATCGAAACGT

TTTTGGGGTTTGCCTACATTGCTACCAGGCATGTATATTTTGCATGCTGGTGTGCATTGCAGAAAAAGTCGAGCATG

CTTATATTGCTGCTTGTCATAGTGTACCTGCTTCCATGTGTTCTCACAAGTGCGCATGCCTGTTTTGCTGCCTTTCT

GGGTTGTTTATGTTTCAGCGTTGGGATCATAGCTGGTAGACTGCATGTGTTCCACTCTGTTTTGGCTTATCATGCTT

CCTTTGGATACTCTCACCAAGGAAATTGAAGTCCTCATTATGTGTTCTCATCTATTTTGATGGCAGAAACATCGTGT

CGACGGTCAATTTGGATTGCAAATTAGACCTCAAAGCTATAGCTTTGCAAGCACGCAATGCAGAATATAATCCAAAG

GTATTATGATGGCTTTGGTGTGTTCTTGTGTCTTTGATTTTGCTCGAAAGGATATCTTCTTTGCATGTGAAAATTTT

ACCTATTTTAATCCTGCTAGCATGTAATATGTAGACAAGTCCATACAATCCTATGGTCTGTTCCTAGGATGATACTT

CCTTTGTGTATAACGCAAGTGTGAGTGCAATTTTAGAGGTCGGTATGGATAAATGCATAGCTGGCAGTCCAGTTTTA

TATTGTAAATCTCAGTTAAGAGAGTGAATACATTCATCACGCTCAGCTTGTCCCATGGATAAGCAAATTGCTTTACA

ATTAAGATTCTAAAATTGCTCTATTTAGTGCTTATGCACTTTCTAATCTGTGCTGCACGTATCAGATACAGCATGAT

GTATTGGGGGATTTTGTAATTATATGTAATATCATAATCTAAATCTAGGCTATTATGTTTATTTTAATAATGGATAC

ATTTTGAAAGAAACAGAGATAACTGCACACTGAGGTTATAGCATCTCTATCTACTCCATCCGTTCCAAAATATAAGC
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ACTGTAATATATGTTTTAGTTTGCTAACTCCTCTTTTCACAAACAGCGTTTTGCTGCAGTTATCATGAGAATAAGAG

AACCGAAAACTACAGCTCTGATATTTGCATCGGGTAAAATGGTATGGTTCAACCTCTTTGTATAGCTAAGACTGCAA

ATATTCTGTTTGTTCATCTTCTTATTGACTTGTGAATTGCTTTATCACCTGTCTTTGTTGCTCTTGTAGCTATTATA

ACGCATATTGATTGATGAACTCTTTTTGCTGATGTGTAACTGCTTTCTATTAGCCTACTATCTTTTTAGTTTTTCTT

TGTTTTTTTAACAGCTATCACATCCATACCTGATCCATGCAGCCTGTAGTTCAATGCTGAATCTGTAAATTTAAGTT

TGCTCTGATTTTCTGACATGTTTGCTGTTGCATTGCTGTTACATAATAACAGATAAGTAGTGCTCTTTCTGTAAATG

TATAGTTTGTCCTTGTTAACTTTTTTATTGTCTTAAAGCATAATCAGAATTGACAATAAATTGAACCTGTCATATTT

ATTTGTTGATGGATAATCAGCAATGACACATCACATGGACTTCATGTCGCGTCAATATCTTAATTTTAAAAGGCTTG

TTTATGAAAATTCACTTGATTTTCCTTTTGGATCAATGTCTTGATCCGAATAAGCTTGTTGAAGGATAATTGGTGGT

CAGCATTTTTGGGATAAAATCTTCATTAAAAGTTGCTTTGCTGGTTCTCATCAGGAGGGATAATATCTGTGTTACAG

ACTTAAAGTAATACATTTTTCTGATAATAAATTCACATTTTAAGCATGAGAACGAAGGAGTTCACAGCCTAGGCTTA

CTAGTACGCTGTATGGGGCCTGACTATTAGGCAGTGGACTTAAGAAGGGGTTGTCTTGGGTTTGATGCACCGATTTG

CTGCGTCTTTGCTTCTTTTTTATAAAAATCAAATTTGCTTGTTAACCAAAATTTCTCTGTGGGCACCATGACCTGCT

AGCATTTGTGGTGGAATTAAAAGCATGTTTATAAATCTTTTGTTGTCCTTTACCAGGTATGTACTGGGGCAAAGAGC

GAACAACAATCAAAGCTTGCAGCAAGAAAGGTATGGGGAGTATTTATTTTATTTCATTTTATTTTGCTACGTGAAGT

CTAACACTTTTTTATTGCCAGTATGCTCGTATTATCCAAAAGCTTGGCTTTGCTGCTAAGTTTAAGGTAACTATTTC

AGGCTTGATTAATTTTCATCTGTGCAAATGCCTACCATTTTCATTCTGTAAGATTGTACCTAAATGTTTAACTCATT

TGCACTATACCAGGACTTCAAGATTCAGAACATTGTTGGTTCTTGTGATGTTAAATTTCCAATCAGGCTGGAGGGAC

TTGCATATTCTCATGGTGCTTTCTCAAGTGTAAGTTGAATCCTTGCATGTTTTTTTAGGATATTTCTTTCACATATG

TTATGCTATTCTCATGTCTTGTGCCTTTTGTCTTCCAGTATGAGCCTGAACTCTTTCCTGGTCTGATATATCGGATG

AAGCAACCGAAGATTGTTCTTCTGATTTTTGTTTCAGGCAAGATTGTTTTGACCGGAGCAAAGGTAAGCAGCCTTTC

CTTTTGTATACCCTTGATTGTCTATTCCTTTTTGTATGTCTGAATGTACTTGTCTTTATAGGTGAGGGATGAGACGT

ATACCGCCTTTGAGAACATATACCCTGTGCTAACAGAGTTCAGAAAAGTCCAGCAATGGTACGTCTTTATTTTGTTG

TTTAGGTATGCAGTGTGTGGTAGAAACATCGGAAGTTCGAAGTAAGAATTATACAGTGGATAATTGCACTTGTGTCT

TTTGTTATACGTGGGAGTGAACTTTGAGCACACTCCTTACTAAATTGCAATATGTTGAATTTTTTAATATTACAAGC

ACCTATAAATCTGAACTTTCCAATTTGAATCCAGATGGTCAGCAGAAACTGAAGGAATAAATCATCTCAAGAAAGAT

TTTAATTTCCACACTACCTTGATCTTAGATAGGATTTGGATACTTGTTTCAGATATGATTCATCACTACCATGTGAT

GGACTGTTGGCTGCCCTTGCCTACTTACTGTGCTTGACTGCAGTTTACTTCCAATTTAGGAGAACACAATTTTAAAT

AATAATAATAATGATGGCTCCTTGCACCTTCAAATTTGCAGATAACCTATGGAGGTCACAACTACAACGCTTCCTTG

AGGATTTTGCTGCCTTGTAACTGCTAATTTTAATCTGTACATATATGTAGTCTGGAGGGGCGTACAGCATCTTGTAA

TTTATGTGAGCCCCTGGATGAATGAGCACTGTAGACTTGTAGCTGGGTGAGTATGTTGTTAGTAGTCTCTTGTGGCA

TGGAGTTCAGTCCAACCGATCTGATGGAGTTTTCGTACGTTTGTAGCCCTTGCCGATCTTTTTCCCTTTTCTTCCCA

ATAGACATGTTGCTAAACTTTTACTAACTTGTTAACAGACAGACAGAATGATAACATGGACTGTGGATGCTTAGCGT

TTGTGGCCG
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