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棉花叶皱小突变体的遗传分析及激素含量研究
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摘要:在海岛棉( Gossypium barbadense L． ) 品种海 7124 的基因组总 DNA 导入陆地棉( G． hirsutum L． ) 品种石远 321 的后代

中，发现了一个形态性状发生变异的突变体。与正常棉株相比，突变体叶片皱小、茎杆细弱，铃小但种子发育正常。叶表皮显

微观察发现，突变体叶表皮细胞增大，突变体叶片变小是由于叶片细胞数目的减少。遗传分析表明，突变体为杂合基因型，突

变性状受显性基因控制，并可能具有纯合致死效应。内源激素含量测定显示，突变体茎尖中 IAA 和 ZR 含量显著高于正常棉

株，推测突变体的叶片皱缩变小可能与主茎顶芽中 IAA 和 ZR 含量的异常有关。
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Abstract: A mutant with small crinkled leaves was discovered in the progeny of the genomic DNA of is-
land cotton ( Gossypium barbadense L． cv． Hai7124 ) introduced into the upland cotton ( G． hirsutum L． cv．
Shiyuan321 ) ． Compared with the normal cotton plant，the leaves of the mutant were smaller and the stem was
thinner，but it can flower and set bolls normally． Microscopic observation showed that cells of the mutant leaf
epidermis were significantly larger than that of the wild type plant． The result of genetic analysis indicated that
the mutant phenotype was controlled by a dominant allele that may have homologous lethal effect． The endoge-
nous hormone contents showed that the IAA and ZR contents in apical buds were obviously higher in the mu-
tant than that in the wild type plant． It is suggested that the abnormal contents of IAA and ZR in the mutant re-
sult in the phenotypic mutation．
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突变体作为遗传学材料，在遗传发育研究中具

有重要意义。棉花中已鉴定了芽黄
［1］、棉纤维突变

体
［2-4］，棉花叶皱小突变体也已有报道，但突变性状

往往与矮秆同时表达
［5-9］。Hutchinson 等

［10］
在陆地

棉中发现了矮皱突变体，该突变体苗期正常，从第 4
或第 5 片真叶开始叶片皱缩变小。遗传研究表明，

该突变性状受 1 对隐性基因控制。陈旭升等
［7］

在陆

地棉中发现一个矮秆突变体，该突变体子叶与真叶

卷缩并极度矮化，喷施外源 GA3 才能正常开花、结

铃，遗传分析显示，该突变性状受 1 对完全隐性基因

控制。张朝等
［9，11］

在棉花种间杂交后代中发现一个

极端矮化突变体，虽叶型为正常阔叶型，但叶片较正

常株小，进一步的分析显示，该突变性状受单个不完

全显性基因控制。
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本实验室在利用花粉管通道技术将海岛棉品种

总 DNA 导入陆地棉栽培品种石远 321 的后代中，发

现一株突变株
［12］，连续多代进行自交，突变性状已

经稳定。本试验在对该突变体进行形态学鉴定和遗

传分析的基础上，在 DNA 水平上进行了突变株与正

常株的多态性扫描，并对突变株与正常株茎尖和主

茎叶中内源激素含量进行了比较，为研究导致突变

体叶皱小性状发生的分子生物学机制奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

2001 年，在海岛棉品种海 7124 总 DNA 导入陆

地棉品种石远 321 的后代中发现一株茎秆细弱、叶
皱小的突变株

［12］，连续自交。2009 年突变株和正

常株进行正反交。2010 年调查后代分离情况。
1. 2． 叶表皮压片

取充分展开的叶片，用刀片小心刮除叶肉组织，

获得棉花叶片的上表皮，蒸馏水小心冲洗去掉叶肉

组织污物，在干净的载玻片上展平后覆以盖玻片，小

心压平，直接在 OLYMPUS 双目显微镜下观察，并在

相同放大倍数下统计多个不同视野中表皮细胞的数

目。利用显微摄影装置照相
［13］。

1. 3 SSR 的 PCR 扩增与银染分析

DNA 提取、SSR 的 PCR 扩增与银染分析参见张

军等
［14］

的方法。
1. 4 激素测定

激素测定采用酶联免疫吸附法 ( ELISA) 进行。
试剂盒由中国农业大学提供，试剂配制、测定步骤、
激素含量计算参照说明书方法进行。

2 结果与分析

2. 1 突变体表型观察

子叶期至 4 叶期，突变体叶片平展，与正常植株

相比没有明显差别，茎端发育较迟缓但不明显，因此

在苗期难以区分正常株和突变株。从第 5 片真叶开

始，突变株叶片皱缩变小但叶柄长度较正常株没有

差异。茎秆由于叶片小、叶功能弱而变得细弱。蕾

小且苞叶发育异常，但花器官发育正常，能正常结

铃。铃小，种子数目虽少但均发育正常，能正常发芽

( 图 1) 。

图 1 突变体与正常棉株的形态比较

Fig． 1 Morphology comparision of the mutant cotton plant and the normal plant
A、B: 苗期的突变株和正常株; C、D: 突变株和正常株株型; E: 突变株( 左) 与正常株( 右) 叶片; F、G: 突变株和正常株棉铃

A，B: The mutant and the normal plant at seedling stage; C，D: Morphological characters of the mutant

and the normal plant at mature stage; E: Comparision of single leaf of the mutant ( left) and the normal plant

( right) ; F，G: Boll of the mutant and the normal plant
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2. 2 叶表皮细胞观察

分别取突变株和正常株倒数第 4 片真叶，在主叶

脉附近相同部位刮掉叶肉，获取上表皮，制成表皮细

胞临时装片，在光学显微镜下观察。发现突变株叶上

表皮细胞和正常株在形态上没有明显差异( 图 2) 。
经过多个显微镜视野的观察统计，发现单位面积内突

变株叶上表皮细胞数目较正常株显著减少( 表 1) ，说

明虽然突变株叶片变小，但细胞体积却增大了。

图 2 突变体(A)与正常棉株(B)叶上表皮的

显微镜观察结果 (40 ×10 × )

Fig． 2 Microscopic observation on leaf upper
epidermis of the mutant (A) and the

normal plant(B) (40 ×10 × )

表 1 棉花突变株与正常株叶上表皮单位面积的细胞数目比较

Table 1 The cell count per unit area in leaf uppper epider-
mis of the mutant compared with the normal plant

试验材料

Material
统计视野数

Visions
单位面积的细胞数目

( 40 × 10 × ) Cell count /vision

突变株 Mutant 20 87. 6 ± 2. 80*

正常株 Normal plant 20 101. 7 ± 4. 06

* : P ＜ 0. 01

2. 3 突变体的遗传分析

自 2003 年开始，对突变株连续多年自交，发现

自交后代持续发生分离。后代群体中既有突变株也

分离出了正常株。遗传学统计结果显示，突变株与

正常株的比例基本为 2 ∶ 1。正常株自交后，后代没

有发生分离，均为正常株
［12］; 2009 年以突变株为母

本，与正常株杂交，F1中突变株与正常株的分离符合

1∶ 1 的比例( 表 2) ，反交也符合 1∶ 1 的分离比例( 分

析的个体数较少，未在表中呈现) 。由此推测，突变

性状受显性核基因控制，突变体为杂合基因型。突

变基因的纯合可能具有致死效应。

表 2 突变体自交以及突变体与正常株杂交后代分离情况分析

Table 2 Segregation of the populations from the selfing mutant and the cross between mutant and the normal plant

群体

Population
总株数

Total individuals
突变株数

Number of mutant
正常株数

Number of normal plant
理论比例卡方值

Chi-square

P 值

P value

突变株自交

Selfing of the mutant

351 233 118 0. 0032( 2∶ 1) ＞ 0. 9

突变株 × 正常株

Mutant × Normal plant

108 53 55 0. 0200( 1∶ 1) ＞ 0. 9

2. 4 SSR 多态性分析

突变体连续自交选择到 M10，分离出的突变株

与正常株除突变位点外，其他遗传背景几乎相同，类

似于近等基因系，在突变株与正常株间筛选出的多

态性标记应是与突变性状紧密连锁的标记。因此利

用均匀分布于棉花基因组的 2000 余对在陆地棉与

海岛棉之间有多态的 SSR 引物对突变株与正常株

进行多态性扫描，但没有在两者间检测到多态性位

点，这可能由于筛选的 SSR 标记并未覆盖到突变位

点的染色体区域，无法鉴定出突变基因位点在 DNA
水平上的微小差异。另一方面，也从分子水平上证

明突变株与正常株的遗传背景是相似的。
2. 5 叶皱小突变体内源激素含量的变化

突变体形态上的明显差异可能是由于转录或转

录后水平上的变化引起的生理生化的变化导致的，

首先应该考虑的是与植物生长发育密切相关的植物

激素的变化。叶片是茎端分生组织分化产生的第一

类侧生器官，植物激素在叶片的生长发育以及形态

建成中具有重要的调控作用。由图 3 可以看出，突

变体的茎尖中，IAA 和 ZR 含量显著高于正常株( P
值分别为 0. 0427，0. 0118 ) ，主茎叶中，突变体略高

于正常株，而 GA3和 ABA 含量略低于正常株。

3 讨论

在已报道的棉花叶皱小突变体中，矮秆与叶皱

小两个性状同时表达，且突变性状多受 1 对隐性基

因控制。本试验中鉴定的突变体苗期叶片发育正

常，从第 5 片真叶开始叶片皱缩变小，株高虽然较正
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图 3 突变株与正常株茎尖及主茎叶叶片激素含量比较

Fig． 3 Photohormone content in apical buds and stem leaves of the mutant compared with the normal plant

常株没有明显差异，但茎秆细弱，这可能是由于突变

体叶片较小、光合作用制造的养分较少导致的。遗

传学分析表明，突变性状受显性核基因控制，不属于

细胞质遗传，该突变体为杂合基因型，突变体自交后

代中突变株与正常株的分离比例为 2 ∶ 1，暗示该突

变基因位点的纯合可能具有致死效应。
细胞数目和大小决定了器官的大小。突变体的

叶片变小应与叶片细胞的数目或细胞大小有关。因

此对突变株与正常株的叶上表皮细胞进行了显微观

察，发现相同的视野内突变株叶上表皮的细胞数目

较正常株显著减少，说明突变株叶表皮细胞比正常

株的叶表皮细胞大，叶片细胞数目的减少是导致突

变体叶片变小的主要原因。
叶片在发育过程中受体内遗传机制和体外环境

因子的双重影响。植物激素尤其是生长素在叶片的

形态建成中起着不可或缺的作用
［15］。研究表明，生

长素通过调控细胞分裂决定器官的大小和形状。拟

南芥中受生长素诱导的 ARGOS 基因，通过调控 AIN-

TEGUMENTA( ANT) 控制器官的大小，在 axr1-3 中

过量表达 ARGOS 基因，能部分恢复 axr1-3 的体型小

的表型性状
［16］。另一个受生长素诱导的基因 AUX-

IN RESPONSE FACTOR2( ARF2) 则是通过调控 ANT
基因抑制细胞的增殖

［17］。由此可见，生长素的稳态

调控对叶片发育具有重要影响。另一方面，叶片早

期的发育主要包括叶原基的起始、叶片腹背性的建

立以及叶片的延展
［18］，叶原基在茎端分生组织中形

成并分化，因此主茎茎尖中植物激素浓度影响叶片

的正常发育。细胞分裂素在调节植物生长发育过程

中起着重要作用，如促进细胞分裂、芽分生组织的生

长、形成次生代谢组织、延缓叶片衰老等中起重要的

作用。细胞分裂素通过影响顶端分生组织 ( SAM)

的大小以及调控生长素运输蛋白基因的表达影响生

长素在 SAM 中的分布间接影响叶片的形态建成及

其他发育过程，同时顶端分生组织中细胞分裂素 /生
长素域值的稳定和变化也可能是调节植物叶及叶序

发育的重要因素
［19］。本研究检测了突变株和正常
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棉株的茎尖以及主茎叶中 GA3、ABA、IAA 和 ZR 等

4 种激素的含量，发现茎尖中 IAA 和 ZR 含量显著高

于正常株，结合突变株叶片表皮细胞数目减少的观

察结果，推测茎尖中 IAA 和 ZR 含量异常可能是导

致突变株叶片皱缩变小的主要原因，这两类激素影

响发育的机制需要进一步研究。
本课题前期的研究曾利用陆地棉与海岛棉之间

具有多态的 SSR 标记在突变体的早代( M1自交衍生

的 M2群体) 筛选到了几个与供体海岛棉相同而与陆

地棉不同的标记位点，但是进一步的分析并未在群

体中发现这些标记位点与突变性状的相关性
［12］。

本试验中的突变株经过连续多代的自交至 M10，相

当于由剩余杂合体衍生的近等基因系，突变株和正

常株除突变点外其余遗传背景几乎相同。为了找到

与突变性状紧密连锁的基因，利用 SSR 筛选突变株

和正常株间的多态性标记，结果没有发现两者在

DNA 水平上存在差异。这一方面说明现有的 SSR
标记可能没有覆盖到突变位点，在突变株和正常株

之间无法检测到多态; 而另一方面则从分子水平上

证明了突变株和正常株遗传背景的相似性，为今后

分析突变株和正常株差异表达分析，从而研究与植

物叶片发育相关的基因奠定了基础。
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