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摇 摇 摘要:玉米叶色与叶绿体及结构相关,调控光合产量,因而对调控叶色基因的遗传研究或克隆将有助于玉米光合产量的

遗传改良和植物光合作用理论机制的解析。 本研究以玉米 W22::Mu 介导的综 31 为遗传背景的导入系群体为材料,获得了

细胞核单隐性基因控制、叶绿体结构和数目异常、色素缺失和 PSII 显著降低的叶色突变体。 使用覆盖 B73 基因组的 SSR 标记

将突变位点定位于约 2郾 95 Mb 区间(bnlg1863 ~ umc2075)。 基于区段标记开发和 1200 单株分离群体将突变位点精细定位于

约 900 kb 区间(B73 RefGen_V4;S1 ~ S7 区间),经区段内基因表达和功能分析获得了候选基因 Zm00001d010000,该基因编码

硫氧还蛋白,与突变体表型形成相关。 该研究将为光合产量的遗传改良和植物光合作用理论机制解析提供重要的基因或标

记资源。
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Abstract: The leaf color of maize is associated to the content and structure of chloroplast,which is the com鄄
partment and of importance in photosynthesis. Genetic analysis and isolation of genes that control the leaf color will
provide insights in the genetic improvement for photosynthetic yield and exploration of the theoretical mechanism.
In this study,by screening for maize mutants generated by W22::Mu in introgression lines with genetic back鄄
ground of Z31,we obtained a leaf color mutant with the abnormal chloroplast,lack of pigment and the reduction of
PSII,which was controlled by a single recessive locus. By the low鄄resolution genetic mapping using the SSR mark鄄
ers,this mutation locus was mapped to a 2郾 95 Mb interval(B73 RefGen_V4;bnlg1863鄄umc2075) . Furthermore,
this locus was finely mapped to a ~ 900 kb interval( B73 RefGen_V4;S1鄄S7) by 1200 individuals plants from
BC6F2 and developed SSR. Taking advantage of gene annotation and expression analysis,we identified a strong
candidate gene Zm00001d010000 that encodes for thioredoxin. Thus,the study could provide genetic material
and the selection markers that become valuable in theoretical and applied research for increasing photosynthetic
yield.
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玉米是重要的粮食和饲料作物,也是遗传学和

育种学理论与实践应用的模式作物,因而对玉米叶

色突变体进行遗传研究或基因克隆将为禾谷类作物

光合产量的提高和遗传改良提供有益信息。 叶色变
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异决定于色素(主要包括:叶绿素和胡萝卜素)含量

及比率[1],而叶绿素决定植物功能叶片对光的吸

收、传递和能量转换[2] ,因而叶色变异调控光合效

率。 类胡萝卜素是一种辅助色素,能促进叶片光

形态建成,调控 PSII 系统效率[3] 。 叶绿体是植物

光合作用器官,其数目和结构变异将直接影响光

合作用效率。 因而对叶肉细胞的叶绿体数目及结

构、色素含量和 PSII 效率的检测和评价,将为本研

究叶色突变体遗传和突变位点候选基因预测提供

帮助。
叶色突变是植物发生频率较高的变异,是由

细胞核基因或叶绿体基因或者二者互作共同控制

的遗传[4] 。 研究表明,叶色变异受原质体分化、编
码光系统蛋白的基因、叶绿体基因、蛋白质转运转

录因子和多亚基复合物装配调控因子等相关基因

调控[5] ,预示了植物叶色遗传研究的复杂性和艰

巨性。 叶绿素途径和类胡萝卜素途径的基因全部

被克隆[6鄄11] ,而且已分离和克隆了至少 210 个与玉

米叶色相关基因或 QTL 位点,其中 18 个与本研究

突变体表型类似的叶色突变位点 /基因被克隆

(https: / / www. maizegdb. org / )。 尽管这些为玉米

叶色变异遗传研究提供指导,但可能还不完全,或
许本研究将作为叶色变异遗传和生物学研究的一

个重要补充。
本研究基于本课题组前期创制的叶色突变

体[12],属于细胞核单隐性基因控制,以及叶绿体结

构异常、色素缺失和 PSII 显著降低的性状变异类

型,与报道相似突变体存在差异,开展了该叶色突变

体位点的精细定位,旨在为玉米叶色变异研究和作

物光合作用理论机制提供有益信息。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 植物材料

以玉米自交系综 31(Z31)与 W22::Mu 杂交经

M2表型鉴定获得叶色突变体(2008 年,保定),突变

体家系野生型与 Z31 连续回交到 BC6F1,将其自交

获得 BC6F2用于突变体的遗传分析(2011鄄2015 年,
保定),以及生理生化指标、叶片亚细胞结构鉴定和

观察。 使用 BC6F2及其自交果穗后代用于突变位点

定位(2015鄄2016 年,保定)。
1郾 2摇 叶肉细胞叶绿体数目和亚细胞结构观察及叶

片色素含量鉴定

将 BC6F2室内种植取 3 叶期叶片,将清洗干净

的叶片置于载玻片上,使用解剖刀片切割叶横切面,

切割叶片于光学显微镜下观察叶肉细胞的叶绿体数

目;取 3 叶期叶片切成 1 mm 伊 2 mm,叶片使用戊二

醛处理、1% 锇酸 / Pipes 缓冲液固定、5 梯度乙醇脱

水和 Epon812 包埋剂处理,全部流程和试剂配制按

Zavaleta鄄Mancera[13]的方法进行。 LKB鄄V 型切片机

(莱卡公司,德国)进行包埋叶片超薄切片,铀铅染

色后置于日立 H鄄600 型电子显微镜(日立公司,日
本)观察和成像。

取 3 叶期叶片使用 Biochemicals 叶绿素荧光仪

(英国汉莎科学仪器公司,英国)测定光合系统 II
(PS域)原初光能转化效率比值(Fv / Fm)。 每个基

因型测定 20 株,而且测定叶片位置保持处于相同或

相近部位。 测定前叶片暗处理 20 ~ 40 min。
取 3 叶期叶片各 3 株,分别为 0郾 1 g /株。 叶片

处理和提取液定容参照 Arnon[14]的流程。 将提取液

置于比色杯,以 95% 乙醇为参比液,使用 Beekman
DU800 型分光光度计(Beckman 公司,美国)分别读

取 665 nm、649 nm 和 470 nm 的 OD 值。 按 Arnon[14]

的 Lichtenihaler 法计算叶绿素 a 含量[A = (13郾 95 伊
OD665 -6郾 88 伊 OD649) 伊 v / (1000 伊 w)]、叶绿素 b 含

量[B = (24郾 96 伊OD649 -7郾 32 伊 OD665) 伊 v / (1000 伊 w)]
和类胡萝卜素含量[(1000 伊 OD470 - 2郾 05 伊 A - 114 伊
B) / 245],其中,OD、v 和 w 分别为光密度值、提取液

总体积和鲜重。 以上野生型和突变型株叶片均来自

同一 BC6F2,而且每个单株取样部位均位于第 2 叶

相同部位。
1郾 3摇 叶色突变位点定位及候选基因预测

采用 CTAB 法[15] 提取 BC6 F2 单株 DNA。 利用

均匀覆盖 B73 基因组的 963 对 SSR ( SSR, simple
sequence repeat)标记筛选突变型与 Z31 间差异标

记,以 BC6F2野生型为对照,使用 6郾 00%聚丙烯酰胺

凝胶电泳和 0郾 33%硝酸银染检测 PCR 产物[16]。 基

于突变型与 Z31 间差异标记,参照基因组 B73 Ref鄄
Gen_V4 开发新的 SSR 标记获得突变位点的标记区

间。 SSR 位点寻找使用 SSR Hunter 软件[17],引物设

计使用 Primer Premier 5郾 0(http: / / www. premierbio鄄
soft. com / ),使用这些 SSR 标记检测目标区段染色

体交换系用于突变位点的精细定位。 基于精细定位

区间 B73 RefGen_V4 的基因注释、突变体光合作用

参数评价和它们在叶片表达数据确认候选基因。 基

因表达数据来源 maizeGDB(http: / / www. maizegdb.
org / )。 区间具有编码基因和叶片中表达基因被视

为候选基因。 使用 BLAST(https: / / blast. ncbi. nlm.
nih. gov / )分析候选基因功能。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 突变体遗传分析、叶绿体及结构观察、叶片色

素含量及 PSII 值
利用分离群体苗期叶片表型遗传分析说明突

变性状属于细胞核隐性单基因控制 (表 1 和图

1A)。 叶肉细胞切片显微镜检测显示:突变型相对

野生型具有较少数量的叶绿体(图 1B、C) 。 叶肉

细胞亚细胞结构观察表明:突变型相对于野生型

的叶绿体较小且数量少,类囊体片层排列紊乱、
基粒较少(图 1D、G) ,因而该突变体属于叶绿体

结构变异类型。 叶片色素含量检测表明:突变型

与野生型叶片中叶绿素 a、叶绿素 b、类胡萝卜素、

总叶绿素含量存在极显著差异(P < 0郾 01,图 1H),
说明该突变体属色素合成缺陷类型;叶绿素荧光仪

检测突变型的 PSII 值相对野生型较低(P < 0郾 01,
图 1I),说明突变型叶片 PS域系统光能转换和捕光

效率较低。

表 1摇 分离群体的遗传分析

Table 1摇 The genetic analysis in segregation population

群体

Population
年份

Years
野生型 / 突变型

Wild / mutant

卡方值

字2 鄄value

BC3F2 2012 180 / 55 0郾 32

BC6F2 2015 246 / 80 0郾 04

字2
1,0郾 05阈值 = 3郾 84

A:自左到右分别为 W22::Mu,Z31,以及同一个 BC6F2的野生型和突变型;B、C:分别为野生型和突变型的叶肉细胞(500 滋m);

D、E:野生型叶片亚细胞结构(1 滋m 和 200 滋m);F、G:突变型叶片亚细胞结构(1 滋m 和 200 滋m);H、I:**极显著差异

A:from left to right鄄W22::Mu,Z31,wild and mutant type from a same BC6F2,respectively,
B and C:mesophyll cells for wild and mutant type(500 滋m),D and E:the leaf subcellular structure for wild type(1 滋m and 200 滋m),

F and G:the subcellular structure for mutant type(1 滋m and 200 滋m),H and I:** significant difference

图 1摇 突变体表型、叶绿体及结构和色素含量检测

Fig郾 1摇 The phenotypic variation of chloroplast鄄abnormal mutant

2郾 2摇 叶色突变位点定位

利用覆盖 B73 基因组的 963 对 SSR 标记检测

突变型(BC6F2)与 Z31 间差异,获得了它们基因组

间差异位于 bnlg1863 ~ umc2075 区间,物理距离为

2郾 95 Mb(B73 RefGen_V4) (图 2A)。 基于 B73 基

因组序列设计 SSR 引物筛选获得了 4 个多态性标

记(表 2)。 与此同时,使用 6 个多态性标记检测约

1200 单株 BC6 F2 群体,获得了 6 个染色体交换事

件,将突变位点定位于 S1 ~ S7 间,物理距离为 900
kb(B73 RefGen_V4)(图 2A),含有 9 个编码基因。
其中 4 个基因是在苗期叶片中表达 (图 2B),
Zm00001d010000 在苗期的叶片中高表达,其他 3
个基因在苗期叶片中的表达量均较低(图 2C),因

此将 Zm00001d010000 作为玉米叶色突变位点的

候选基因,具有硫氧还蛋白超家族功能(图 2B),
与突变体表型形成密切相关。

表 2摇 用于精细定位开发的 SSR 标记

Table 2 摇 Thenewly鄄generated SSR primers for fine map鄄
ping

名称

Names
正向 / 反向

Forward / Reverse

S1 CCAGTGTATTTGTCGTGCG / AAGGCAGGGAGAGTAGGAGA

S7 AGGGCTATTTGTATTCCGC / ATTGTTGGCTAACCGAGG

S9 GCAGTTTCTCACAGCCTTACA / GATTCTTCGCATCCACACAT

S31 AAATCAGTAGCCCGTATCTCC / GGTCGCAAGTAAGTGACGA
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A:L1 ~ L6 分别表示 6 个染色体重组事件。 黑框和白框分别表示来自突变型和 Z31 的基因型。 No. 表示群体数量;
B:黑框表示精细定位区段内的编码基因,白框表示候选基因;C:精细定位区段编码基因在叶片中的表达

A:L1 ~ L6 represent the genotype of recombination events,black and white boxes represent from mutant type and Z31,respectively.
No郾 represent numbers of population,B:black and white boxes represent the genes inside fine mapping interval and structure

of candidate gene,C:expression of all encoding genes inside fine mapping interval in leaves at the seedling stage

图 2摇 叶色突变体位点的精细定位及候选基因结构和表达

Fig郾 2摇 Fine mapping and cloning of the chloroplast鄄abnormal mutant

3摇 讨论

3郾 1摇 叶色突变位点定位的科学性

本研究获得细胞核单隐性基因控制的叶色突

变,表型变异与野生型差异显著,而且课题组又使用

Z31 作为轮回亲本构建了含突变位点的 W22::Mu
介导导入系 BC6,为突变表型准确鉴定和群体单株

遗传背景“噪音冶降低奠定了基础,因而可显著提高

突变位点定位的准确性和灵敏度[18]。 导入系与

Z31 间的基因组差异评价使用了来源于共享 B73
数据库( http: / / www. maizegdb. org / )的 SSR 标记,
而且广泛应用于 QTL 位点定位[19]。 与此同时,我们

用于精细定位区间的 SSR 标记开发、表型鉴定和精

细定位区段内跨叠系构建方法也是被广泛应用的,
而且是科学的和有效的方法[20鄄21]。 所以,本研究结

果具有准确性和科学性。
3郾 2摇 候选基因 Zm00001d010000 与突变体叶色变

异的关联

经连锁分析我们获得了控制叶色突变体的候选

基因 Zm00001d010000,编码硫氧还蛋白。 硫氧还蛋

白属于约 220 个氨基酸的小分子蛋白。 植物叶绿体

含有包括硫氧还蛋白的多种硫氧还蛋白酶系统[22]。
硫氧还蛋白能与 Mg2 + 螯合酶 CHLI 亚基互作,而
Mg2 + 螯合酶调控 Mg2 + 与叶绿素合成前体原卟啉 IX
的螯合[23鄄24],因而 Zm00001d010000 变异影响了叶

绿素合成,进而出现突变体色素含量降低的表型;硫
氧还蛋白经 PLN1 蛋白调控叶绿体基因转录和叶绿

体发育[25],因而 Zm00001d010000 变异可能出现突

变体 PSII 值降低和叶绿体结构异常。 我们推测

Zm00001d010000 是调控光合作用的多功能复合体,
更精确功能机制需要进一步验证。
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