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摘要 在水稻粳稻品种中花11T-DNA插入突变体库中鉴定了3个穗形态突变体,它们均表现

为植株半矮、叶夹角变小、一次枝梗轮生、复粒、粒长变短、粒宽变宽等突变表型。基因双突变杂交F1
表型考查证明这3个突变体为等位突变体,T-DNA标签共分离检测表明这3个突变体的表型与T-
DNA插入无关。通过与籼稻品种珍汕97配置3个杂交组合,由经典的孟德尔遗传分离比显示,突变

性状受1对隐性基因(paniclemorphologicalmutant1,PMM1)控制。采用基因图位克隆的方法,已
将基因PMM1定位在第4染色体长臂上的RM3866-1和X4(InDel)标记之间,其两侧物理图距为147
kb左右。
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  水稻是重要的粮食作物之一,稻穗是水稻种子

着生的器官,而稻穗形态建成是水稻产量的一个决

定因素。因此研究水稻穗的发育无论在发育生物学

还是在育种上都具有重要的理论意义和实际应用价

值。水稻的穗属于有限花序的圆锥花序,稻穗的发

育始于水稻从营养生长向生殖生长的转换,主要涉

及到茎尖分生组织和腋芽分生组织(发育成枝梗和

侧生小穗)的发育和调控。
目前已分离克隆的控制水稻穗形态建成的相关

基因包括LAX、MOC1、FZP、APO1、SP1、DEP1、
FON1、FON4等。LAX 基因编码1个植物所特有

的bHLH转录因子,在茎尖分生组织和新生分生组

织的边界以及腋分生组织中表达,并启动终端颖花

分生组织的形成。该基因突变后,阻止了二次枝梗

侧生小穗的发育,更严重的会导致各级枝梗顶端小

穗的发育均受阻,整个花序只存在一次枝梗的分枝

结构,且 枝 梗 数 目 减 少,影 响 水 稻 的 产 量[1-2]。

MOC1基因编码1个GRAS家族的核蛋白,在营养

生长和生殖生长阶段控制叶腋分生组织的形成,促
进腋芽的向外生长,突变体 moc1植株穗的分枝明

显减少[3-4]。FZP 基因是1个ERF类转录激活因

子,在腋芽分生组织形成且建立花分生组织的过程

中起作用,决定着水稻小穗的发育[5]。APO1基因

编码1个F-box蛋白,主要在顶端分生组织和侧生

器官原基中表达,对一级枝梗数目和小穗数目起正

调节的作用[6]。SP1基因编码1个多肽转运家族

(PTR)的1个硝酸盐转运子,在穗的枝梗生长,尤其

是主穗轴的一次枝梗上发挥着重要作用[7]。DEP1
基因编码了1个磷脂酰乙醇胺结合蛋白样的蛋白,
在dep1突变体中,造成蛋白的提前终止编码,植物

表现出植物变矮、穗变得直立和穗密集型等表型[8]。

FON1基因编码1个富含亮氨酸重复序列(LRR)的
跨膜受体激酶,该基因突变造成水稻花分生组织增

大,最终引起所有花器官数目增加[9-10]。FON4基

因编码1个含有CLE功能域的分泌蛋白,与拟南芥

的CLV3高度同源,fon4突变体具有与fon1突变体

相似的突变表型,都表现为花器官增多[11]。
这些基因虽然都与水稻穗的发育有关,但它们

调控穗形态建成的分子调控网络尚不清楚,因此需

要进一步分离克隆稻穗发育相关基因,提高研究者

对水稻产量性状的遗传和分子调控机制的理解。本

研究通过筛选笔者所在课题组建立的大型水稻
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T-DNA 插 入 突 变 体 库 (http://rmd.ncpgr.
cn/)[12-13],鉴定了3个穗形态建成突变体。然而这

3个突变体均非T-DNA插入导致,可能是由于水稻

T-DNA插入突变体库构建过程中的组培导致体细

胞的变异及反转录转座子的跳跃。因此本研究采用

图位克隆的方法进行基因PMM1(paniclemorpho-
genesismutant1)的定位,以期为进一步分离克隆

PMM1基因和分子标记辅助选择育种及解释水稻

穗形态建成提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

粳稻品种中花11(OryzasativaL.ssp.japoni-
cacv.zhonghua11,ZH11),籼稻品种珍汕97(Ory-
zasativaL.ssp.indicacv.zhenshan97,ZS97),为
笔者 所 在 实 验 室 材 料。纯 合 突 变 体(pmm1-1,

pmm1-2和pmm1-3)来自笔者所在实验室T-DNA
插入突变体库(http://rmd.ncpgr.cn/)。
1.2 水稻材料的田间种植

水稻材料田间种植于2009-2010年的4-10
月,种植地点为华中农业大学试验田,按常规的水稻

种植方法进行田间管理。每行10个单株,种植密度

为16.6cm×26.6cm。
1.3 基因的 T-DNA 插入标签检测

PCR阳性检测的引物位于 T-DNA上GAL4/

VP16基因区段,该引物的 PCR 产物大小为611
bp,序列分别是GAL4-L:5′-GCCTCAAGAAGCT-
CAAGTGC-3′,GAL4-R:5′-GGCATCGGTAAA-
CATCTGCT-3′。水稻基因组总DNA的抽提采用

CTAB法抽提,以基因组总DNA为模板进行检测。

PCR反应体系采用20 mL体系:模板取1 mL,10×
PCR(含Mg2+)缓冲液2mL,10mmol/LdNTP0.3
mL,10 mmol/L 引 物0.3 mL,10 U/mLTaq 酶

(TaKaRa公司)0.2mL,加ddH2O至20mL,矿物油

密封。PCR反应程序:94℃预变性5min;94℃变

性45s,57℃退火45s,72℃延伸1min,30个循

环;72℃延伸7min;最后25℃保存。反应产物经

0.8%琼脂糖凝胶电泳(TBE缓冲液),采用2kb
Marker(TaKaRa公司)作对照。
1.4 基因定位的分子标记

根据Gramene数据库(http://www.gramene.
org/)信息,在水稻全基因组均匀选取549对SSR
标记,合成引物,筛选亲本多态性。通过初步定位把

基因确定在具体的染色体位置上后,在目标区段选

用亲本间存在多态性的18对SSR标记(来源于

Gramene数据库)和笔者自行设计的1对SSR标记

(RM3866-1,RM3866-1-L:5′-AGAGCAAATTC-
CAA TACATCCAG-3′,RM3866-1-R:5′-GAAG-
CAAAAGT CAAATCAGCAGT-3′)、1 对 InDel
(Insert/Deletion)标 记 (X4,X4-L:5′-GCATG
CTTTCTTTATATGGAGTC-3′,X4-R:5′-CTCT-
TAGTACCCCAGTTTGAATT-3′)对基因进一步

定位。本研究新设计的SSR和InDel标记,是根据

NCBI网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上公

布的水稻籼稻品种93-11(OryzasativaL.ssp.in-
dicacv.93-11)和粳稻品种日本晴(OryzasativaL.
ssp.japonicacv.nipponbare)在该区段的基因组序

列进行序列比对,利用 PrimerPremier5软 件 设

计。所有引物均由上海英骏生物技术有限公司合

成。

SSR和InDel标记分析的 PCR 反应体系和

PCR反应程序与 T-DNA阳性检测一致。SSR和

InDel标记PCR产物在4%的聚丙烯酰胺变性胶上

电泳,快速银染法染色观察。
1.5 突变体等位性检测

以pmm1-1纯合突变体为母本,pmm1-2和

pmm1-3纯合突变体为父本进行杂交,构建双突变

体F1材料。通过对F1植株进行表型观察,确定突变

体的等位性。

1.6 基因定位群体的构建及定位方法

以 纯 合 突 变 体 (pmm1-1、pmm1-2 和

pmm1-3)为父本,ZS97为母本,分别构建分离群

体。2007、2008年分别种植F2代,接近成熟期观察

统计3个F2群体的突变体性状的分离情况,并根据

分离情况分析该基因的遗传特征。本研究采用

BSA法(在F2代群体中分别选取10个突变表型单

株和10个正常单株的DNA样等量混合分别构建

突变体池和野生型池)筛选与突变性状连锁的标记,

再通过F2分离群体(180~280个单株)验证BSA法

筛到的连锁标记,最后通过构建F2大群体进行基因

初步定位。
本研究的物理图距是由分子标记引物序列在网

站http://redb.ncpgr.cn/上公布的2009年日本晴

序列Blast而来。
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2 结果与分析

2.1 水稻穗形态建成突变体的鉴定及等位性分析

  在自然栽培条件下大规模种植水稻T-DNA插

入突变体材料,通过表型观察筛选穗部有明显变化

的家系,根据GAL4/VP16基因上设计的引物进行

阳性检测。结果筛选到在成熟期表现为植株半矮、
叶夹角变小、一次枝梗轮生、复粒(每个小枝梗上着

生1~3颗谷粒)、粒长变短、粒宽变宽等突变体表型

的3个突变体(图1)。阳性检测结果表明,这3个

突变体的表型与T-DNA插入没有对应关系,因此

它们不是T-DNA插入标签突变体。基因双突变杂

交试验,构建双突变体F1材料。通过对F1植株进行

表型观察表明,F1代植株表型并未回复野生型表型

(图2),证明这3个突变体为等位突变体。由于该

突变 体 与 穗 形 态 建 成 有 关,因 此 将 基 因 命 名 为

PMM1(paniclemorphogenesismutant1),这3个

突变体分别命名为pmm1-1、pmm1-2、pmm1-3。

 A:成熟期整株表型 Grossmorphologyatmaturestage;B-E:成熟期穗表型Paniclemorphologyatmaturestage;F:成熟期野生型与

突变体pmm1-1粒宽比较 Comparisonofthematuregrainlength;G:成熟期野生型与突变体pmm1-1粒长比较 Comparisonofthe

maturegrainwidth.

图1 突变体的表型

Fig.1 Phenotypeofthemutant

 A:成熟期突变体双杂交材料F1代植株表型 Grossmorphology

ofF1ofmutanttwo-hybridmaterialsatmaturestage;B:成熟期突

变体双杂交材料F1代植株穗表型PaniclemorphologyofF1ofmu-

tanttwo-hybridmaterialsatmaturestage.

图2 突变体等位性分析

Fig.2 Theallelicanalysisofmutants

2.2 用于基因定位的杂交组合配制及遗传分析

为了分离克隆控制穗形态建成的PMM1基因,
利用ZS97为母本,纯合突变体pmm1-1、pmm1-2
和pmm1-3为父本,构建分离群体。3个组合的F1
代植株都表现为野生型性状,F2代分离群体材料表

型经χ2检测,突变体表型与野生型表型之比符合孟

德尔1∶3的分离比率(表1),说明突变体是由单基

因控制的隐性突变体。
2.3 基因 PMM1 的初步定位

1)亲本多态性遗传标记分析。利用水稻全基因

组均匀分布的549对SSR标记引物对亲本(ZH11
和ZS97)进行多态性分析,结果254对SSR标记在

亲本中表现出多态性,多态性比例为46.3%。

2)基因 PMM1的初步定位。利用pmm1-1/

ZS97杂交组合进行基因定位。用254对亲本间有

多态性的SSR标记,采用BSA 法鉴定 PMM1位

点。结果在第4染色体长臂上的RM7396、RM3367
和RM252在突变池和野生池中表现出差异(图3),
表明这3对标记可能与突变性状连锁。
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表1 杂交F2群体的遗传分析

Table1 GeneticanalysisofF2population

亲本

Parents
F2总株数

No.ofF2plants
显性单株数

No.ofdominantseedlings
隐性单株数

No.ofrecessiveseedlings
理论比值

Expectedsegregationratio χ2 χ20.05

pmm1-1/ZS97 40 28 12 3∶1 0.30 3.84
pmm1-2/ZS97 40 30 10 3∶1 0.03 3.84
pmm1-3/ZS97 80 67 13 3∶1 2.82 3.84

 A:RM7396;B:RM3367;C:RM252;1:ZS97;2:ZH11(野生型

Wildtype);3:pmm1-1野生池pmm1-1wild-pool;4:pmm1-1
突变池pmm1-1mutant-pool;5:pmm1-2野生池pmm1-2wild-
pool;6:pmm1-2突变池pmm1-2mutant-pool;7:pmm1-3野生

池pmm1-3wild-pool;8:pmm1-3突变池pmm1-3mutant-pool.

图3 BSA分析连锁标记图

Fig.3 ThelinkedmarkersofBSAanalysis

  利用pmm1-1/ZS97的F2分离群体(F2代280
个单株,其中突变体79株野生型201株)进行基因

定位。用在基因池间存在多态性的引物(RM7396、

RM3367和RM252)对F2群体进行验证,基因型与

表型能很好地对应,表明这3对标记与PMM1基因

连锁。在这个区段加密4对亲本间存在多态性的

SSR标记,并用 Mapmaker3.0进行数据分析,将

PMM1基因定位在标记RM7396-RM3839之间,遗
传距离分别为18.35和6.96cM(图4-A)。在

RM7396-RM3839之间再加密7对亲本间存在多态

性的SSR标记,分析F2群体中的79株突变单株,结
果将PMM1基因定位在标记RM17097-RM3839的

1049kb之间(图4-B)。为将PMM1基因定位在更

小的范围内,采用相同方法在 RM17097-RM3839
之间 加 密7对 亲 本 间 存 在 多 态 性 的 标 记,分 析

pmm1-1/ZS97大群体的1037株突变体,最终将

PMM1基因定位在标记RM3866-1和X4的147kb
之间(图4-C)。

 A:通过280株F2小分离群体将基因定位在第4染色体长臂的RM7396和RM3839之间Thegenewasmappedtotheintervalregion
betweenthemolecularRM7396andRM3839onricechromosome4onthebasisofthegenotypingof280F2segregationpopulation;B:通
过F2小分离群体中的79株突变单株将基因定位在RM17079和RM3839之间 Thegenewasmappedtotheintervalregionbetweenthe
molecularRM17079andRM3839onricechromosome4onthebasisofthegenotypingof79mutantsinF2segregationpopulation;C:通
过F2大分离群体中的1037株突变单株将基因定位在RM3866-1和X4之间的147kbThegenewasmappedtotheintervalregionbe-
tweenthemolecularRM3866-1andX4onricechromosome4onthebasisofthegenotypingof1037mutantsinF2segregationpopulation.

图4 PMM1-1基因初步定位

Fig.4 ThepreliminarygenemappingofPMM1-1
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  依 据 上 面 相 同 原 理 和 步 骤,采 用 pmm1-
2/ZS97和pmm1-3/ZS97分离群体,对PMM1基因

进行 定 位。BSA 法 分 析,PMM1 基 因 同 样 与

RM7396、RM3367和 RM252连 锁(图3)。标 记

RM3866-1和 RM17132在pmm1-2/ZS97分离群

体中的94个突变单株中鉴定到3个重组交换单株,
在pmm1-3/ZS97分离群体中的305个突变单株中

鉴定到21个重组交换单株。结果 表 明 pmm1-
1/ZS97群体的定位结果正确,也进一步证实这3个

突变体表型为同一个基因突变所致。

3 讨 论

随着人们对水稻品质和产量的要求不断提高,
选育出理想株型势在必行,而穗部性状的研究已成

为株型理论研究的重点[14]。本研究的3个突变体

成熟期突变表型为,植株半矮、叶夹角变小、一次枝

梗轮生、复粒(每个小枝梗上着生1~3颗谷粒)、粒
长变短、粒宽变宽等。目前已有较多对水稻复粒稻

的遗传分析报道,郑雷英等[15]采用CAPs标记将复

粒稻定位在第6染色体的 R0674-C12560之间;张
毅等[16]通过构建近等基因系,也将复粒稻定位在第

6染色体上;田翠等[17]采用SSR标记对其进行定

位,将 复 粒 基 因 Cl 定 位 在 第 6 染 色 体 上 的

RM20300-RM7434之间。这些报道都是将复粒稻

基因定位在第6染色体上,而本研究通过SSR和

InDel标记分析,将基因定位在第4染色体长臂上

的RM3866-1-X4之间,说明是1个复粒稻的新基

因,可以作为新的种质资源加以利用。
在本研究定位的RM3866-1-X4区段,有1个相

关株高和粒长的基因D11被克隆[18]。突变体d11
表现出第二节间变短、植株变矮、粒长变短和成熟期

叶夹角变小的表型,这与本研究的突变体有非常相

似的表型,但pmm1突变体还表现出一次枝梗轮生

和复粒稻的表型,说明PMM1基因可是该区间的一

个新的基因,为株型的研究和PMM1基因的图位克

隆及分子标记辅助选择育种奠定基础。
本研究由于分子标记不足,只进行了初步定位,

需要进一步发掘新的标记用于进一步定位及克隆

PMM1基因。随着科技的发展,新一代测序技术以

其高通量、等成本的优势,逐渐实现了商业化,对较

多的个体测序,很容易得到大量的SNP(singlenu-
cleotidepolymorphism)位点[19],而SNP可以作为

新的遗传标记用于基因定位。这就为今后分离克隆

基因提供了很好的遗传标记,加快基因的分离克隆

进程。
对这3个突变体的穗部突变表型分析,推测基

因PMM1突变后影响了水稻植株生殖生育期的一

次枝梗原基和小穗原基时期的发育,最终导致了一

次枝梗轮生和复粒的表型。因此PMM1对水稻株

型和穗型的表型研究及其分子调控机制的研究提供

了非常好的试验材料,对研究水稻穗形态建成的发

育生物学分子机制具有重要的理论意义和实际应用

价值。本研究只是对PMM1基因进行了初步定位,
后续可以精细定位该基因,并研究其功能,从分子机

制上研究该基因在穗形态建成中如何发挥作用。
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Geneticanalysesandpreliminarymappingof
apaniclemorphogenesismutant(PMM1)inrice

LIXue-mei HEZong-shun YUSi-bin CHENGuo-xing WUChang-yin

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract ThreepaniclemorphogenesismutantswereidentifiedfromaT-DNAinsertionalmutant
libraryofthejaponicaricevarietyZhonghua11.Allthesemutantsexhibitedassemi-dwarf,reducedleaf
angle,whorledprimarybranches,shortenedandwidenedgrains.ThesamemutantphenotypeofF1gen-
eratedbyparallelcrossingbetweenthreemutantsverifiedthattheywereallelic.Cosegregationanalysis
ofT-DNAtagconfirmedthatthemutantphenotypeswerenotcausedbyT-DNAinsertioninthege-
nome.ThreeF2mappingpopulationsweregeneratedbyindividuallycrossingmutantswithZhenshan97.
Thesegregationratioofmutantsandwild-typesindicatedthatthemutanttraitswerecontrolledbyasin-
glerecessivegene(paniclemorphologicalmutant1,PMM1).Throughmap-basedcloning,PMM1was
locatedbetweenmolecularmarkersRM3866-1andX4(InDel)onthelongarmofchromosome4,with
physicalregionabout147kb.Thisresearchwillprovideafoundationforfurthermappingandcharacter-
izationofthePMM1geneinrice.

Keywords rice;paniclemorphogenesismutant;T-DNAtag;geneticanalysis;genemapping;

map-basedcloning
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