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基于混合分离分析策略发掘
控制玉米分蘖性状位点①
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摘要:分蘖性状不仅与玉米的进化密切相关,对玉米育种也具有重要意义.利用具有共同系谱来源的8个分蘖自交

系与3个不分蘖自交系,提取DNA并分别等量混合,形成分蘖与不分蘖基因池;采用混合分离分析策略(bulked

segregationanalysis,BSA),利用覆盖玉米全基因组的1013个SSR标记对2个基因池进行多态性筛选,共获得了

16个与玉米分蘖相关联的位点.这16个位点分布在玉米7条染色体上,其中包括2,4,5,6,7,8和9号染色体.参照

IBM22008高密度整合遗传连锁图谱,这16个位点分别位于11个Bin区段中,基因功能注释显示这些片段中基因

的数量在7~37个之间.这些研究结果为克隆控制玉米分蘖基因奠定了良好的基础.
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分蘖是禾本科植物的普遍特性,对水稻、小麦等作物产量的形成具有重要影响[1-2].玉米是禾本科玉米

属一年生草本植物,其本身亦具有分蘖的特性,其分蘖主要是由侧生分生组织所决定,首先从主茎基部开

始发育.从植株的表现来看,玉米的野生近缘种大刍草即具有多分蘖的特性,并且与主茎一样,每一个分蘖

都可以正常生长与结实.然而,在长期的驯化与人工选择的进程中,玉米的这种分蘖特性在现代栽培种以

及相应的育种资源中都受到抑制,或被选择剔除掉.近年来,随着多元化育种目标的提出与实现,玉米的分

蘖特性在特用玉米(如饲草玉米、甜玉米等)品种的培育中,逐渐受到育种家的重视.
为了揭示玉米分蘖性状的遗传特性,研究者广泛利用多分蘖的野生近缘种大刍草与玉米自交系进行杂

交,构建分离群体进行目标基因的定位.结果显示,在玉米的驯化过程中,分蘖性状主要有位于第1染色体

长臂上的tb1(teosintebranched1)基因控制[3].为了进一步明确该基因的功能,Doebley等[4]利用转座子标

签法,克隆了tb1基因.序列分析发现,该基因不含内含子,序列中含有保守的TCP区和R区.在大刍草和

玉米中均有tb1基因的表达,但是他们的表达模式不同.在大刍草中,tb1在初级侧生分生组织中不表达,
而在腋芽(次级侧生分生组织)中表达;在普通玉米中,tb1在雌花序原基和原基下面未成熟节间以及包裹

着这些原基的未成熟总苞中表达.分析结果还显示,tb1有2个方面的功能:① 抑制侧生分生组织的生长;

② 促进雌穗的发育[4].
除tb1基因外,研究者陆续鉴定了其他与分蘖性状相关的基因,包括Cg1,D10,D8-N2023,Hsf1-
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N1603,Nl2-N1445,Tlr*,Tlr1-N1590,Tp1,Tp2,Tp3以及ys*-N326A 等(http://www.maizegdb.org).
据报道,禾本科植物分蘖有两种类型,其一是分蘖发生在主茎基部不伸长的节上;其二则是发生在主茎已经伸

长节的叶腋处[5].从上述基因所调控的表型来看,其相应突变体的表型基本都属于第二种,即这些基因所控制

的分蘖基本都在主茎伸长节的叶腋部位形成,部分突变体同时在主茎基部能形成簇生状的分蘖,只是这些基

部分蘖均比较弱小,难以正常生长、结实.在这些基因中,Tlr1-N1590,Tp1,Tp2等在雌穗上会形成相应的苞

叶状小叶片,而Hsf1-N1603突变体则在雄穗上形成苞叶状小叶片(http://www.maizegdb.org).
西南大学玉米研究所在利用成单9号(黄早四×成-7(33-757))选育二环系的过程中,于2001年发现1

个分蘖株系.随后对该分蘖系逐年筛选、提纯,目前已经得到8个表型稳定的分蘖株系.多年的表型鉴定结

果显示,这8个株系的分蘖数基本稳定在3个左右,并且所有分蘖均在主茎基部形成,均能正常生长、结

实;这些分蘖茎秆只是稍弱于主茎,明显不同于已经报道的分蘖材料表型.在分蘖株系的提纯进程中,还从

中得到了3个不分蘖的稳定株系,近5年的表型鉴定结果表明,这些不分蘖株系的分蘖数均为0.本研究分

别以这些分蘖与不分蘖系构建相应的基因池,再选取覆盖玉米全基因组的SSR标记,通过混合分离分析

(bulkedsegregationanalysis,BSA)策略对构建的基因池进行筛选,发掘控制玉米分蘖特性的目标位点或

候选基因,为后续的相关研究奠定了基础.

1 材料与方法

1.1 研究材料

实验材料一共包括8个分蘖株系与3个不分蘖株系,其中8个分蘖株系每一个都包含20~32个单株,
而不分蘖株系每一个则包括15个单株.在这些株系生长到3展叶时,单株挂牌,并剪取每个单株的第3展

叶,采用CTAB法提取DNA,保存备用.
1.2 混合基因池的构建

为了快速高效地检测控制目标性状的位点,本研究构建了研究材料的两套混合基因池(bulkedgene
pool,BGP).第一套基因池(BGP1)包括2组,一组(BGP1-1)由所有分蘖单株的等量DNA混合而成,为

分蘖池;另一组(BGP1-2)由所有不分蘖单株的等量DNA混合而成,为不分蘖基因池.第二套基因池

(BGP2)包括11组,其中8组分别由8个分蘖株系所包含单株的等量DNA混合而成,依次记为(BGP2-
1-1~BGP2-1-8);而另3组则由3个不分蘖株系单株的等量 DNA混合而成,依次记为(BGP2-2-1~
BGP2-2-3).
1.3 基于混合基因池的位点发掘

选取覆盖玉米全基因组的1013个SSR标记,其中包括60个用于中国玉米种质资源指纹图谱构建的

核心SSR标记[6-8].利用这些标记对BGP1-1与BGP1-2进行多态性筛选,选取在这2个混合基因池之间表

现为带型清晰、稳定的多态性标记,初步确定出控制目标性状的候选位点.然后利用这些筛选出的多态性

标记,对3个不分蘖基因池进行鉴定,剔除这些多态性标记中在3个不分蘖基因池内有差异的标记,剩下

的多态性标记(或者这些标记形成的标记区间)即为控制目标性状的候选位点.
1.4 位点图谱的构建

确定出与目标性状相关的位点后,基于玉米高密度参考图谱IBM22008NeighborsFrame(http://www.
maizegdb.org),利用MapChart软件(V2.1)构建出这些位点的图谱,以明确其在玉米染色体上的分布.

2 结果与分析

2.1 候选位点的确定

从1013个覆盖玉米全基因组的SSR标记中,检测到16个在分蘖基因池与不分蘖基因池之间表

现明显多样性的标记,其中有4个来源于核心SSR(表1).其中 Chr.2上有2个,位于Bin2.02与

Bin2.04;Chr.4上有3个,位于Bin4.08;Chr.5上有5个,位于Bin5.00(3个),Bin5.03与Bin5.06;

Chr6与Chr7均 只 有1个,位 于 Bin6.07与 Bin7.03;Chr8与 Chr9上 则 均 有2个,位 于 Bin8.08,

Bin9.06与Bin9.07(表1).
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表1 在2个基因池之间表现多态性的SSR标记

标记名称 Bin 遗传距离 多态性 标记名称 Bin 遗传距离 多态性

umc1261k10 2.02 154.60 umc1429y7 5.03 286.60

bnlg1018 2.04 294.20 umc1019 5.06 469.60

umc1612 4.08 492.98 phi299852y2 6.07 450.70

umc2285 4.08 514.90 umc1936k4 7.03 405.50

umc1051 4.08 530.19 umc1384 8.08 527.34

umc1308 5.00 6.30 umc1933 8.08 540.30

umc2291 5.00 23.30 umc1733 9.06 492.30

umc1097 5.00 40.80 umc1982 9.07 633.20

  注:表1中带后缀的标记来自构建玉米资源指纹图谱的核心SSR标记.

2.2 候选位点在玉米染色体上的分布

从16个筛选出的位点在7条染色体上的分布来看,除了位于Chr.6与Chr.7这2条染色体均只有1
个位点外,Chr.2,Chr.8与Chr.9这3条染色体上则均有2个位点,另2条染色体Chr.4与Chr.5上则较

多,分别有3个与5个位点.
在分布2个以上位点的染色体上,Chr.8上的2个位点位于同一个染色体区段Bin8.08,在参考图谱

IBM22008NeighborsFrame上的遗传距离为12.96cM(图1);Chr.2与Chr.9上的2个位点分别位于不
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图1 16个候选位点在玉米基因组上的分布
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同的染色体区段(Bin2.02,Bin2.04,Bin9.06与Bin9.07).位于Chr.4上的3个位点也分布在同一个

染色体区段Bin4.08,这3个位点之间的遗传距离为37.21cM.位于Chr.5上的5个位点中,有2个

分布在2个独立的染色体区段Bin5.03与Bin5.06,另3个则位于Bin5.00这个统一的区段,其遗传

距离为34.50cM(图1).
结合候选位点及其附近的基因分布,利用 MapChart软件构建了这些候选位点的染色体图谱.对于单

个位点,检索了其上、下游20cM区域内的基因;对于形成了相对固定区间的位点,则只检索了位于其区

间内的基因信息.这些候选位点在7条染色体上共计形成了11个区间(图1).
红色加粗标记表示检测到的候选位点,其他位点表示在候选位点区间内或位点上、下游20cM 以内,

在参考图谱IBM22008NeighborsFrame上注释的基因.
2.3 候选位点附近的初步分析

为了进一步明确所确定候选位点的相关信息,对于构成了明确位点区间的候选位点,我们在参考图谱

IBM22008NeighborsFrame上检索了相应区间内已经注释的基因;而对于仅有单个位点的染色体区段,
我们则在参考图谱检索了该位点上、下游20cM以内已经注释的基因.结果显示,在这些候选位点所确定

的11个染色体区段内,在参考图谱上注释基因较多的有Bin2.02(中心位点为umc1261k10),Bin2.04(中心

位点为bnlg1018),Bin5.03(中心位点为umc1429y7),Bin5.06(中心位点为umc1019),Bin7.03(中心位点为

umc1936k4);而Bin8.08(位点区间umc1384-umc1933),Bin9.06(中心位点为umc1733)以及Bin9.07(中心

位点为umc1982)内注释的基因则相对较少(表2).
表2 参考图谱上候选位点附近注释的基因检索

染色体区段(Bin) 候选位点 注释基因数 染色体区段(Bin) 候选位点 注释基因数

2.02 umc1261k10 21 5.03 umc1429y7 37
2.04 bnlg1018 27 5.06 umc1019 27
4.08 umc1612 15 6.07 phi299852y2 14

umc2285 7.03 umc1936k4 32
umc1051 8.08 umc1384 7

5.00 umc1308 17 umc1933
umc2291 9.06 umc1733 7
umc1097 9.07 umc1982 10

3 讨 论

分蘖是玉米的一个重要特性,尽管在长期的进化与人工选择进程中,玉米的这种固有特性被极大程度

地抑制或选择剔除了,但在目前的部分栽培品种中,仍然会出现分蘖,尤其是在特定的生长环境中,如肥

水充足等,只是这些分蘖绝大部分都是无效分蘖,在玉米的生长后期都会自行消亡.
从育种的角度看,对于玉米的分蘖有两种不同的观点:其一认为分蘖是无益的,会影响到玉米的生长

和产量.从事普通饲料玉米栽培和育种的学者大多数持有这种观点,他们认为分蘖株生长所需要的养分,
都是从主茎株的根争夺而来的.分蘖株的生长量越大,主茎株的养分消耗就越多,因此会对玉米最终的产

量形成明显的不利影响.另一种观点则相反,认为玉米分蘖不会对产量形成不利影响,因为分蘖生长到一

定阶段会自行消亡,其营养物质在分蘖死亡过程中可以回收利用,因而对产量没有影响,持这种观点的大

多数为特用玉米栽培和育种者.
尽管研究者对于分蘖在玉米生产中的作用存在一定的争议,但是作为一个重要的进化性状,分蘖是玉

米众多性状中研究相对较为深入的一个,并发掘了一系列控制该性状的目标基因.然而从这些基因所调控

的表型来看,其分蘖基本都是着生于主茎伸长节的叶腋部位,并且会不同程度地影响主茎、雌穗、雄穗等

器官的发育(www.maizegdb.org).相对于从主茎基部不伸长节上发生分蘖的相关研究则相对较少,并且

也有部分研究结果显示,在甜玉米的种植中,分蘖是提高鲜质量产量和商品品质的有效措施[9-10].因此,
利用相应的具有不伸长节分蘖特性的材料,开展分蘖性状的基因发掘,不仅会为玉米分蘖相关的基础研究

提供新的参考,同时也可为目标基因在特用玉米中的应用奠定基础.
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基于连锁分析的QTL(quantitativetraitlocus)定位是发掘控制数量性状基因位点的经典方法,利用该

策略在玉米上发掘出大量的QTL位点[11-13].与这种策略不同,Bulkedsegregationanalysis(BSA,混合分

组分析法)是一种非连锁的定位方法,最早由 Michlmore等提出,并成功应用于莴苣抗病位点/基因的发

掘[14].因为该方法在进行位点/基因发掘的初期,并不是像传统的连锁分析那样,针对单株分别进行基因型

鉴定,而只是鉴定极端表型单株所构建的基因池,因此可以极大地提高鉴定效率[15],所以在不同作物的目

标位点/基因的发掘中得到了广泛应用,包括玉米、水稻、油菜等作物育性相关基因的发掘[16-18],棉花、大

豆等作物抗病基因的发掘[19-20].
基于BSA策略,我们利用分蘖混合基因池与不分蘖基因池,在玉米的2,4,5,6,7,8,9等7条染色体

上,初步检测到16个与玉米分蘖相关的位点,这些位点形成了11个相对独立的染色体区段,包括214个

注释的基因(图1,表2).从这些注释的基因来看,具有明确基因功能的有75个,其功能涉及病虫害抗性、
碳水化合物合成、钙调相关蛋白、植株体内自由基清除、各种转录因子以及玉米的花器官(雄穗与雌穗)建
成与株型构建等.

此外,从已经报道的与玉米分蘖相关的基因来看,13个具有明确染色体定位,其中第1染色体上有3
个,包括tb1,第2染色体有2个,第3染色体有4个,第5染色体有2个,而第7与第10染色体则各有1
个.在13个基因中,有5个与本研究检测到的位点位于相同染色体,并且有3个位于相同的染色体区段,
即位于Bin5.03区段内的Nl2-N1445,位于Bin5.06区段内的 Hsf1-N1603,以及位于Bin7.03区段内的

Tp1.这3个基因与本研究检测到的候选位点的遗传距离(参考图谱IBM22008NeighborsFrame)分别为

40.7cM(Bin5.03,umc1429y7),50.38cM(Bin5.06,umc1019)与101.5cM(Bin7.03,umc1936k4).从其

控制的表型来看,Nl2-N1445对应突变体的典型表型特征为叶片细、窄,并且伴有一定程度的植株畸形;
Hsf1-N1603对应突变体表型表现为分蘖具有一定程度的畸形,叶鞘着生密集叶毛,叶片基部生长叶耳,
并且雄穗上也附生苞叶状短叶;Tp1对应突变体的典型表型特征主要体现在雌穗上,即近穗柄的籽粒多被

附生的苞叶单独包裹(www.maizegdb.org).这些基因的表型特征明显不同于本研究材料.
尽管本研究利用BSA策略鉴定到16个与玉米分蘖相关的候选位点,但这些位点只是通过对混合基因

池的检测所鉴定,对于各分蘖单株以及不分蘖单株的全基因组扫描,可能会为这些位点与目标表型的关联

紧密程度提供更进一步的依据.此外,通过不同遗传背景下的高回交世代以及相关的分离世代对这些位点

加以验证,可以更确切地鉴定出这些位点对表型的贡献率.
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MiningofLociControllingTilleringCharactersin
MaizeviaBulkedSegregationAnalysis(BSA)

WANGJiu-guang, WANG Ai, DINGXiao-yu,
LIUChao-xian, LIUZhi-zhai, WANGGuo-qiang, CAIYi-lin

MaizeResearchInstitute,SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Tilleringisofgreatimportanceinmaize(ZeamaysL.)evolutionandbreeding.GenomeDNA
wasextractedfrom8inbredlineswithtillersand3withnotillers,allderivedfromthesamehybrid
Chengdan7,andwasbulkedwithequalamounttoformbulkedgenepoolsbythetilleringlinesandnon-
tilleringlines,respectively.Throughthepolymorphismscreeningof1013SSRscoveringtheentiremaize
genome,16locirelatedtothetraitsoftilleringinmaizewereidentifiedviabulkedsegregationanalysis
(BSA)betweenthetwobulkedgenepools.These16lociwerefoundtobelocatedon7chromosomes,i.e.
Chr.2,Chr.4,Chr.5,Chr.6,Chr.7,Chr.8,andChr.9.Referringtothehighdensitylinkagemapof
IBM22008NeighborsFrame,these16lociwereintegratedinto11separatechromosomalregions,within
which7to37geneswereannotated.Hopefully,theseresultsmayprovideusefulreferencesfortheresear-
chesinthefieldsofgenecloning,functionalanalysisandmarker-assistedselection(MAS).
Keywords:maize(ZeamaysL.);tillering;bulkedsegregationanalysis;genemining
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