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利用荧光标记高通量鉴定减数分裂重组抑制突变体 
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摘要  正向遗传学突变体筛选被广泛用于揭示减数分裂中涉及的遗传基因, 如调控减数分裂II型交叉形成途径的重组抑制

基因。该研究利用拟南芥(Arabidopsis thaliana)花粉荧光标记系进行EMS突变体的正向遗传学筛选, 鉴定拟南芥野生型Col

遗传背景下的重组抑制突变体, 共获得18个重组率显著提高3倍以上的重组抑制突变体, 其中包括显性和隐性遗传突变。研

究表明, 基于荧光标记高通量鉴定重组抑制突变体是可行的, 可为植物减数分裂重组调控分子机制研究提供新方法和突变

材料。 
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减数分裂重组对生物进化和遗传多样性至关重

要, 是植物育种的基础生物学过程。首先, 其在姐妹

染色单体之间形成物理性交叉, 确保减数分裂同源染

色体的精准分离, 而错误的同源染色体分离是植物育

性降低和非整倍体形成的重要因素; 其次, 同源重组

促进DNA遗传物质间相互交换, 产生新的等位基因

组合, 并通过配子在后代中形成遗传变异, 提高后代

的遗传多样性。因此, 植物减数分裂的重组过程为充

分利用植物遗传多样性进行创新育种提供了遗传学

基础。 

最近, 44个不同物种的基因组研究表明, 尽管不

同物种基因组大小存在极大差异, 但重组率波动幅度

并不大, 这表明减数分裂重组率受到严格的约束和限

制(Fernandes et al., 2018)。在大多数物种中, 78%的

染色体重组率低于1.5 cM, 而其中绝大多数染色体的

重组率仅为0.5 cM, 这意味着每个配对同源染色体只

形成了1个交叉, 这与为保障同源染色体后期的精准

分离至少需要形成 1 个交叉相一致 (Jones and 

Franklin, 2006; Mercier et al., 2015)。在大部分生物

中, 交叉的形成和分布受到交叉干涉的影响, 即一个

交叉的产生会抑制其沿染色体两侧一定范围内另一

个交叉的形成, 导致交叉在染色体上呈非随机分布

(Berchowitz and Copenhaver, 2010)。根据对交叉干

扰是否敏感, 可分为干涉敏感型(I型)和干涉不敏感型

(II型)交叉(Hatkevich et al., 2017)。近年来, 利用正

向遗传学和全基因组测序已在拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)中鉴定出3种减数分裂重组抑制途径 : (1) 

FANCM与其DNA结合辅助因子MHF1/2的解旋酶途

径(Crismani et al., 2012; Girard et al., 2014); (2) 

RECQ4A/B、TOP3α和RMI1形成的BTR重组抑制途

径(Séguéla-Arnaud et al., 2015, 2017); (3) FIGL1- 

FLIP复合体调节单链入侵抑制 II型交叉形成途径

(Girard et al., 2015; Fernandes et al., 2017; Hu et 

al., 2017)。这3种减数分裂重组抑制途径平行共存, 

且通过不同机制限制 II型交叉形成 (Mieulet et al., 

2018)。然而, 在大多数真核生物减数分裂过程中, II

型交叉仅占交叉总数的10%左右, 且依赖于MUS81

和 FANCD2 调 控 途 径 (Berchowitz et al., 2007; 

Higgins et al., 2008; Kurzbauer et al., 2018), 绝大

多数交叉主要通过I型交叉形成途径产生(Macaisne 

et al., 2008, 2011; Wang et al., 2012; Lu et al., 

2014; Huang et al., 2015)。更重要的是, 同时关闭I

型和 II型交叉形成途径后 , 在拟南芥msh4/mus81/ 

fancd2突变体中仍然可观察到交叉形成, 这表明还存

·技术方法· 
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在其它交叉形成途径(III型) (Higgins et al., 2008; 

Kurzbauer et al., 2018)。但是, 目前抑制I型和III型交

叉形成的基因及其调控途径尚不清楚, 而这些重组调

控途径的分子机制对植物育种至关重要。 

拟南芥花粉荧光标记系统(fluorescent tagged 

lines, FTLs)能高通量快速检测染色体特定标记区间

的重组率(Yelina et al., 2013), 为高通量筛选减数分

裂重组抑制突变体提供了可能。拟南芥花粉荧光标记

系统是由一系列T-DNA插入片段编码的荧光标记构

成, 由花粉特异性LAT52启动子激活, 在花粉中表达

红荧光(DsRed)和绿荧光(eYFP), 通过统计花粉荧光

标记的分离模式可以测量标记区间的重组率(Francis 

et al., 2007; Berchowitz and Copenhaver, 2008)。本

研究采用正向遗传学方法, 创新性地利用拟南芥花粉

荧光标记系统和流式细胞技术对拟南芥野生型Col遗

传背景下的EMS突变体进行大规模重组率检测和筛

选, 进而获得重组率提高的突变体, 旨在为植物减数

分裂重组抑制基因及其调控途径研究奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  植物材料和培养条件 

拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)野生型和花粉荧光标

记系FTL-I2b均为哥伦比亚生态型(Columbia-0)遗传

背景, 其中FTL-I2b为纯合荧光标记四分体花粉, 包

含1个红荧光标记和1个绿荧光标记(图1)。种子由美

国北卡罗莱纳大学Gregory P. Copenhaver教授实验

室提供。取干燥的种子用氯气消毒4小时, 播种于MS

固体培养基上(2.21 g·L1 MS盐、10 g·L1蔗糖、0.5 

g·L1 2-吗啉乙磺酸、100 mg·L–1肌醇和8 g·L1植物琼

脂, pH5.6), 4°C条件下暗处理48小时后置于20°C、光

周期为12小时光照/12小时黑暗条件下培养8天, 将

萌发的幼苗移栽于土壤中, 并在相同的生长条件下培

养至花蕾抽薹, 之后将光周期调整为长日照(16小时

光照/8小时黑暗)以诱导和促进开花。 

1.2  实验方法 

1.2.1  杂交F1代种子的制备 

由于拟南芥花粉荧光标记系FTL-I2b为纯合荧光标记, 

且为四分体花粉表型, 为了利用流式细胞仪进行高通

量重组率筛选, 需要半合子荧光标记和单花粉表型进 

 
 

图1  拟南芥花粉荧光标记系FTL-I2b示意图 

(A) 拟南芥花粉荧光标记系FTL-I2b四分体花粉荧光显微图, 

其包含1个DsRed和1个eYFP标记, 能在不同的荧光激发下分

别表达红荧光和绿荧光(Bars=50 μm); (B) 拟南芥花粉荧光标

记系FTL-I2b在染色体上的位置示意图(Bar=1 Mb), 红色(下)和

绿色(上)椭圆分别代表对应的荧光标记DsRed和eYFP, 并构建

出1个I2b标记区间(1.45 Mb)。BF: 明场 
 

Figure 1  A schematic illustration of Arabidopsis fluorescent 
tagged line FTL-I2b 
(A) Fluorescence micrograph of a tetrad pollen of FTL-I2b, 
which contains a DsRed and an eYFP fluorescent marker and 
expresses red fluorescence and green fluorescence under 
different fluorescence excitations respectively (Bars=50 μm); 
(B) The genomic location of FTL-I2b fluorescent markers on 
the chromosome (Bar=1 Mb), the DsRed and eYFP fluores-
cent markers are indicated by filled circles colored by red 
(down) and green (up), respectively, which constructing a I2b 
interval (1.45 Mb). BF: Bright field 
 

行检测。因此, 将FTL-I2b与Col杂交获得F1代半合子

荧光标记的单花粉植株, F1代植株的重组率即为该遗

传背景下对照的重组率。 

1.2.2  EMS诱变 

将干燥的F1代种子(千粒重为0.023 g)装于50 mL离心

管中, 加入100 mmol·L1磷酸钾缓冲液并于4°C下

浸种12小时; 用新的100 mmol·L–1磷酸钾缓冲液置

换后, 置于EMS诱变密闭处理箱内(通风橱中进行), 

加入二甲基亚砜和EMS (Sigma®)使最终浓度分别

为5%和75 mmol·L1; 将种子在室温下处理8小时, 

期间上下轻微摇动离心管; 将处理后的种子依次用

100 mmol·L1硫代硫酸钠和蒸馏水浸洗10次, 每次
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3分钟; 最后将处理的种子(M1代)转移到滤纸上干燥, 

完成后放置于种子袋中保存备用(由于处理之后的种

子非常脆弱, 为避免萌发率降低应尽快种植M1代)。 

 

1.2.3  M1代和M2代突变群体 

根据理想诱变后幼苗出现白化和毛状等隐性突变表

型的标准, M1代种子的萌发率约为50%, 将萌发后的

幼苗分别种植并标号。在M1代突变群体中, 可通过检

测重组率鉴定出显性重组抑制突变体。待M1代植株自

交结实后, 分别收集每株自交种子(M2代)并标号。在

M2代突变群体中, 花粉半合子荧光标记和重组抑制

突变基因的分离比遵循3/8 (显性重组抑制突变体)和

1/8 (隐性重组抑制突变体)。因此, 每组M2代株系种

子至少需要筛选8株植株才能达到理论上的不漏筛。  

 

1.2.4  减数分裂重组抑制突变体的筛选 

重组抑制突变体的筛选包括荧光标记表型初筛和重

组率检测2个步骤。利用荧光显微镜对植物进行荧光

标记表型初筛, 挑选出半合子荧光标记表型的植株, 

具体步骤为 : 在多孔板中加入200 μL花粉缓冲液

(50 mmol·L1 Na3PO4 溶液和 0.5% Triton-X溶液 , 

pH7.0), 在每个孔中分别放入至少5朵待检测植株当

天开放的花朵, 轻轻震荡多孔板使花粉从花朵中分

离, 用干净的镊子取出花朵, 在荧光显微镜下静置多

孔板稍许, 并对每个孔进行荧光标记检测, 筛选出半

合子荧光标记表型的植株。而重组率的检测则利用流

式细胞仪对半合子荧光标记植株进行测量, 具体包括

以下步骤: 在2 mL离心管中加入300 μL花粉缓冲液, 

放入至少15朵待检测植株当天开放的花朵, 大力震荡

离心管5分钟使花粉从花朵中分离, 用干净的镊子取出

花朵, 花粉悬浊液用孔径为100 mmol·L1的尼龙网过

滤, 用流式细胞仪统计花粉荧光标记情况, 计算植株

的重组率, 筛选获得重组率提高的重组抑制突变体。 

 

1.2.5  花粉荧光标记分析及统计 

花粉荧光标记分别采用荧光显微镜和流式细胞仪进

行分析与统计。使用Olympus IX81倒置荧光显微镜对

花粉荧光标记进行拍照筛选, 显微镜配备有X-Cite 

Series 120Q UV荧光汞灯和XM10相机, 采用Olym-

pus OlyVIA 2.4软件(http://www.olympus-sis.com)对

花粉显微图像进行自动拍照和处理。使用 BD 

FACSVerse流式细胞仪对半合子荧光标记植株的花

粉荧光标记进行统计, 流式细胞仪配备488 nm和633 

nm独立激光器, 527/32 nm和586/42 nm滤光片。采

用Yelina等(2013)的花粉荧光标记流式分析方法进行

统计, 花粉荧光标记统计数据由BD FACSuite软件获

取。采用Microsoft Excel 2016软件计算重组率, 公式

为重组率=(G+R)/(2GR+G+R)×100, 其中G和R分别

为单绿色和单红色花粉数量, GR为含有红绿双色花

粉的数量。 

2  结果与讨论 

2.1  FTL-I2b半合子荧光标记重组率及其EMS

诱变 

由于拟南芥花粉荧光标记系FTL-I2b是纯合荧光标记

背景和四分体花粉表型, 为了利用流式细胞仪进行高

通量重组率筛选, 将FTL-I2b与Col杂交获得半合子荧

光标记和单花粉表型的F1代(图2)。使用荧光显微镜和

流式细胞仪对F1代植株荧光标记进行表达检测, 结果

显示I2b区间的荧光表达具有稳定性和一致性, 该遗

传背景下的重组率为(4.97±0.22) cM (n=10)。 

为了确定EMS诱变最佳处理时间 , 我们用

75 mmol·L1 EMS分别对F1代种子进行不同的时间梯

度处理(0、6、7、8和9小时, 每个处理400粒种子)。

根据理想EMS诱变后50%的种子萌发率及在幼苗中

出现白化和毛状等隐性表型的标准 (Kim et al., 

2006), 采用75 mmol·L–1 EMS处理8小时为最佳诱变

处理(图3)。由于EMS诱变在基因组中会产生多个点

突变, 5 000株M1代突变群体足以满足在任意基因中

发现突变的可能(Lukowitz et al., 2000; Qu and Qin, 

2014)。同时, 受限于F1代杂交种子的制备效率, 我们

对10 000粒F1代种子进行诱变, 获得了5 000多株M1

代突变植株。 

2.2  重组抑制突变体的正向遗传学筛选 

在获得M1代突变群体后, 理论上通过重组率筛查可

以鉴定出显性重组抑制突变体, 但由于M1代群体量

大, 诱变之后的M1代种子不耐储存(储存7天后种子

全部未能萌发), 而拟南芥重组率可检测的花期较短

(约2周), 实际实验过程中, 难以在短时间内完成所有

植株的重组率筛查。因此, 我们只在M2代分离群体中 
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图2  拟南芥FTL-I2b半合子荧光标记(I2b/++) 

(A) FTL-I2b与Col杂交示意图, F1代经过杂交后具有半合子荧光标记, 通过减数分裂形成重组和未重组的配子; (B) 杂交F1代花粉半

合子荧光标记显微图, 图中黄色花粉(GR)为未重组配子, 单红色(R)和单绿色(G)花粉为重组配子(Bars=50 μm); (C) 利用流式细胞

仪统计花粉中荧光标记可计算该标记区间I2b的重组率, 计算公式为重组率(RF)=(G+R)/(2GR+G+R)×100。 
 

Figure 2  The Arabidopsis hemizygous fluorescent markers (I2b/++) of FTL-I2b  
(A) A schematic illustration of FTL-I2b cross with Col, the hybrid F1 contains a hemizygous fluorescent markers after hybridiza-
tion, the recombined and unrecombined gametes are formed through meiosis; (B) Fluorescence micrograph of pollen in hybrid F1 
generation, in which yellow pollen (GR) is unrecombined gamete, and monochromatic red (R) and green (G) pollen is recombined 
gametes (Bars=50 μm); (C) The recombination frequency (RF) of I2b interval can be calculated by counting the fluorescent marker 
pattern in the gametes via flow cytometry, the formula calculating recombination frequency=(G+R)/(2GR+G+R)×100. 

 

 
 

图3  不同时间的EMS (75 mmol·L–1)处理下M1代拟南芥种

子的萌发率 

种子萌发率为3次重复的平均发芽率, 不同小写字母表示差异

显著(P<0.05)。 

 

Figure 3  The germination rate of M1 Arabidopsis seeds by 
different treat time using 75 mmol·L–1 EMS 
The average germination rate was derived from three re-
peats, different lowercase letters indicate significant differ-
ences (P<0.05). 
 

进行了重组抑制突变体的正向遗传学筛选(图4), 该

群体不仅能够重新发现M1代中的显性重组抑制突变

体, 也能鉴定隐性重组抑制突变体。 

在M2代分离群体中, 花粉荧光标记遵循1:2:1的

孟德尔遗传定律进行分离和重组, 为了利用流式细胞

仪进行高通量筛选, 我们首先通过荧光显微镜鉴定每

株M2代植株的花粉荧光标记情况, 分离出具有半合

子荧光标记(I2b/++)的植株进行重组率检测。通过这

种方法和策略, 我们不仅鉴定出重组率增加的重组抑

制突变体, 还发现了重组率降低的突变体和大花粉突

变体(图5)。通过对约12 000株M2代突变植株重组率

进行检测 , 发现了281株重组率提高的突变体 (≥7 

cM)、72株重组率降低的突变体(≤4 cM)和11株大花粉

突变体。 

在281株重组率提高的突变体中, 有18株突变体

的重组率提高了3倍以上(≥15 cM), 我们对其进行了

进一步研究。通过与拟南芥野生型(WT)回交, 在18株

突变体中鉴定出1个显性重组抑制突变体drs (domi-

nant recombination suppressor), 其余为隐性重组抑

制突变体rrs (recessive recombination suppressor)。

目前已报道的9个重组抑制基因均为蛋白功能缺失导

致的重组率提高, 表现为隐性性状基因, 而利用拟南

芥花粉荧光标记系鉴定出显性重组抑制突变体, 且重

组率与野生型相比提高了4倍(21.65 cM: 4.97 cM)。 
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图4  拟南芥减数分裂重组抑制突变体正向遗传学筛选示意图 

突变体正向遗传学的筛选建立在拟南芥野生型(WT)遗传背景基础上, 利用花粉荧光标记系FTL-I2b半合子荧光标记(I2b/++)进行高

通量重组率检测, 筛选获得重组率提高的突变体。图中FTL-I2b中的DsRed和eYFP荧光标记分别由R和G表示。m代表基因的显性或

隐性突变。RF: 重组率 
 

Figure 4  A schematic illustration of Arabidopsis meiotic anti-CO mutants forward genetics screen 
The forward genetics mutants screen was used the FTL-I2b containing linked hemizygous fluorescent reporters (I2b/++) on the 
genetic background of Arabidopsis wild type (WT). High-throughput detecting the recombination frequency by flow cytometry 
could identify the mutants with increased recombination rate. The DsRed and eYFP fluorescent reporters of FTL-I2b are indi-
cated by R and G, respectively. The m refers to a dominant or recessive mutation. RF: Recombination frequency 

 

 
 

图5  拟南芥野生型与大花粉突变体花粉显微图 

(A) 拟南芥野生型(WT)花粉大小为(21.82±0.98) µm (n=10); (B) 大花粉突变体1 (big pollen 1)的大花粉率为100%, 花粉大小为

(38.36±1.37) µm (n=10); (C) 大花粉突变体2 (big pollen 2)的大花粉率为50%, 花粉大小为(36.00±2.70) µm (n=10)。Bars=50 µm 
 

Figure 5  The pollen micrograph of Arabidopsis wild type and big pollen mutants 
(A) The pollen size of Arabidopsis wild type (WT) is (21.82±0.98) µm (n=10); (B) The large pollen rate of big pollen 1 mutant is 
100%, pollen size is (38.36±1.37) µm (n=10); (C) The large pollen rate of big pollen 2 mutant is 50%, pollen size is (36.00±2.70) 
µm (n=10). Bars=50 µm 
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值得注意的是, 我们在隐性突变体中发现了重组率为

50.53 cM的突变体, 其重组率大幅度提高(近10倍), 

这是迄今为止重组率提高最多的突变体, 而突变体

fancm/recq4a/recq4b的重组率最多提高9倍。 

2.3  显性重组抑制突变体 

我们进一步对显性重组抑制突变体drs进行了纯化和

遗传研究。在与拟南芥野生型(WT)的三代回交后代中

均能发现重组率提高的突变体, 且重组率也与M2代

植株相似, 表明该突变体由单基因突变控制且能稳定

遗传。然而, 除了重组率显著提高以外, 显性重组抑

制突变体drs与拟南芥野生型在植株表型上并无明显

差异。如图6所示, 突变体drs与拟南芥野生型均能正 

常生长并结实, 果荚长度也无显著差异(育性正常), 

但突变体drs花粉荧光标记具有更多的单色花粉, 表

明重组率增加(21.83±1.65 cM, n=3)。由于在杂交F1

代中就能实现重组率的提高, 显性重组抑制突变体

drs比隐性重组抑制突变体更具优势, 尤其是在提高

遗传分析、基因定位和植物育种效率方面。因此, 显

性重组抑制突变体drs的鉴定对提高植物育种效率具

有重要作用。 
 

 
 

图6  拟南芥野生型与重组抑制突变体 

(A) 拟南芥野生型(WT)、显性重组抑制突变体(drs)和隐性重组抑制突变体(rrs1)植株表型(Bars=1 cm); (B) 拟南芥野生型(WT)、显

性重组抑制突变体(drs)和隐性重组抑制突变体(rrs1)花粉荧光标记显微图(Bars=50 μm)。 
 

Figure 6  Arabidopsis wild type and recombination suppressor mutants  
(A) The plant phenotype of Arabidopsis wild type (WT), dominant recombination suppressor mutant (drs) and recessive recom-
bination suppressor mutant (rrs1) (Bars=1 cm); (B) The fluorescent pollen micrograph of Arabidopsis wild type (WT), dominant 
recombination suppressor mutant (drs) and recessive recombination suppressor mutant (rrs1) (Bars=50 μm) 

 

2.4  隐性重组抑制突变体 

在隐性重组抑制突变体的研究中, 为了剔除包含已知

隐性重组抑制基因的突变体, 我们对隐性突变体进行

了全基因组测序, 并将检测到的EMS突变位点与9个

已知重组抑制基因进行比对分析。通过这种研究策略, 

我们鉴定出1个包含FANCM突变基因的隐性重组抑

制突变体rrs1, 而其它隐性重组抑制突变体则是由其

它未知基因突变引起。与fancm-1突变体相似, 隐性

重组抑制突变体rrs1的重组率提高3倍左右(16.26± 

1.02 cM, n=3), 但植株生长和育性与拟南芥野生型

无显著差异(图6A, B)。全基因组测序显示, 突变体

rrs1在FANCM (AT1G35530)基因中发生了G/A碱基

替换(Chr. 1: 13092875), 导致编码蛋白发生错译突

变(G540D)。该FANCM-G540D突变位点位于保守基

因序列SF2解旋酶结构域上, 与之前鉴定的FANCM- 
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S535F突变位点处于同一解旋酶结构域上, 因此推

测FANCM蛋白的功能缺失导致rrs1突变体重组率提

高。FANCM基因新突变位点的发现进一步表明, 利

用拟南芥花粉荧光标记系进行重组抑制突变体的筛

选可行, 该方法不仅能发现所有类型的重组抑制突

变体, 还能筛选并鉴定出已知重组抑制基因。 

2.5  讨论 

减数分裂重组起始于减数分裂初期产生的大量DNA

双链断裂, 而只有极少数的断裂双链被修复形成交

叉, 其余的大量断裂双链通过不同的途径和机制修复

形成非交叉(Giraut et al., 2011; Lu et al., 2012; Qi et 

al., 2014)。在模式植物拟南芥中, 细胞学分析表明每

个减数分裂的细胞大约形成200个双链断裂, 但只有

约10个断裂双链被修复形成交叉, 其余的断裂双链

则被修复产生非交叉(Yelina et al., 2015)。近年来, 

利用拟南芥zmm突变体短角果表型(因缺乏I型交叉形

成的ZMM基因而育性降低)进行果荚表型恢复系的正

向遗传学筛选, 已经获得了多个重组率提高的突变

体, 通过全基因组测序鉴定出多个II型交叉重组抑制

基因, 如FANCM、RECQ4和FIGL1。然而, 由于该

突变体筛选是建立在zmm突变体的基础之上, 不能

揭示调控绝大多数交叉(I型交叉)形成的重组抑制基

因。因此, 我们利用拟南芥花粉荧光标记系作为重组

率增加的报告因子, 在拟南芥野生型(WT)遗传背景

下进行EMS突变体的正向遗传学筛选, 共获得了18

个重组率显著提高(3倍以上)的重组抑制突变体, 其

中包括显性和隐性遗传突变。通常EMS诱变产生较多

基因功能缺失的隐性突变体和少量功能获得型的显

性突变体(Kim et al., 2006), 这与我们的筛选结果一

致, 表明利用拟南芥花粉荧光标记系进行重组抑制突

变体筛选是成功的。通过全基因组测序, 我们在隐性

突变体中鉴定出1个包含FANCM-G540D突变位点的

重组抑制突变体rrs1, 该突变体与fancm-1突变体具

有相似的重组提高能力, 表明rrs1突变体可能是由

FANCM-G540D突变造成, 这也进一步证明利用拟

南芥花粉荧光标记系进行重组抑制突变体筛选可行。 

我们的研究表明, 利用拟南芥花粉荧光标记系进

行高通量重组抑制突变体筛选具有以下几个优势。首

先, 该方法克服了基于zmm重组恢复系只能筛选获

得II型交叉重组抑制基因的缺陷, 为发现I型交叉重组

抑制基因提供了新途径。其次, 基于可视化的荧光标

记突变体筛选, 不仅能鉴定出重组率提高的突变体, 

还能筛选获得重组率降低和大花粉突变体等副产物, 

为植物减数分裂相关分子调控机理研究提供了研究

材料。更重要的是, 荧光标记系分别在拟南芥5条染

色体上分布着大量荧光标记(包括35个DsRed、41个

eYFP和37个eCFP), 这些荧光标记的不同组合为研

究拟南芥不同染色体区间的重组率提供了强大而高

效的工具 (Francis et al., 2007; Berchowitz and 

Copenhaver, 2008; Li et al., 2017)。例如, FTL-CEN3

和FTL-CEN5的荧光标记分别横跨3号和5号染色体

着丝粒区域, 而该区域为抑制减数分裂重组的“冷

点”, 这为研究调控该区域的重组抑制基因提供了可

视化的分析方法。因此, 利用不同荧光标记系进行高

通量减数分裂重组抑制突变体的筛选, 鉴定减数分裂

重组抑制突变体有待深入研究, 如染色体着丝粒异染

色质区域的重组抑制突变体, 这对充分利用植物减数

分裂重组的自然潜力进行育种具有重要意义。 
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High-throughput Identification of Meiotic Anti-CO Mutants by Flu-
orescent Reporters 
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Research Institute, Yunnan Academy of Agricultural Sciences, Kunming 650200, China 

Abstract  The forward genetic approach has become a widespread methodology to reveal genetic factors involved in 

meiosis, such as the crossover negative regulators, which limit the class II crossover formation. Here we developed a 

forward genetics mutant screen to identify anti-CO mutants under the Col wild-type background of Arabidopsis thaliana. 

We isolated 18 mutant lines showing more than three-fold increase in male meiotic recombination frequency as compared 

with the wild type, including dominant and recessive mutants. Thus, the EMS screen based on fluorescent reporters al-

lows for high-throughput identification of meiotic anti-CO mutants and provides a novel approach and genetic materials to 

study the molecular mechanism of meiotic recombination regulation. 
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