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水稻黄绿叶突变体ygl４(t)的鉴定与基因定位①
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摘要:叶绿素相关突变体是水稻功能基因组学研究的一类重要突变源,对于揭示水稻叶绿素生物合成机制以及构

成光合系统蛋白复合体的相关研究都具有重要意义．利用EMS诱变籼稻恢复系缙恢１０号,得到一个新的全生育期

黄绿叶突变体ygl４(t),表型分析结果显示,该突变体的剑叶长、有效穗与每穗粒数与野生型(WT)差异无统计学

意义,而株高、千粒质量、结实率等７个性状均显著或极显著低于 WT．此外,叶绿素a(Chla)质量分数,净光合速

率(Pn),蒸腾速率(Tr)与 WT差异无统计学意义,而叶绿素b(Chlb)质量分数,总叶绿素(Chl)质量分数,Chla/

Chlb的比值,气孔导度(Gs)与胞间 CO２ 浓度(Ci)显著或极显著低于 WT．突变体叶绿体内基粒片层减少,排列不

规则,致使叶绿体在发育进程中受到抑制．遗传分析表明,该性状受１对隐性核基因控制,YGL４(t)被位于水稻第

１０染色体 RM１１６２与RM７０９３之间,物理距离约４００kb．序列分析表明,编码叶绿素a氧化酶(chlorophyllaoxygeＧ

nase)基因OsCAO１ 在终止密码子下游第１２个碱基由G置换成T,推测OsCAO１ 即为YGL４(t)的候选基因．该研究

为YGL４(t)基因功能研究奠定了基础．
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叶色变异是水稻突变体中最为常见的突变类型之一,在水稻叶绿素代谢相关基因的定位、功能研究以

及品种选育等领域都发挥着重要作用．叶色突变基因通常直接或间接影响叶绿素的生物合成与降解,降低

叶绿素质量分数,进而导致光合效率下降,并最终导致减产或植株死亡[１]．目前,已经鉴定了大量水稻叶色

相关突变体[２]．研究结果显示,控制突变性状的基因大多为隐性核基因,只有极少数表现为显性核基因或

胞质基因[１,３－６]．
全生育期黄化型叶色突变体是近年来水稻叶色突变相关研究中广受关注的热点．现有研究表明,黄化

型叶色突变性状由隐性核基因控制,且目标基因编码产物大多为水稻叶绿素生物合成途径中的关键酶,其

叶绿素a(Chla),叶绿素b(Chlb),总叶绿素(Chl)以及Chla/Chlb 比值均显著低于相应的野生型．根据

Chla/Chlb的比值,可将水稻叶绿素相关突变体大致划分为２类:ChlbＧless型与ChlbＧdeficient型．ChlbＧ
less型突变体不含Chlb,或Chlb质量分数极低,Chla/Chlb比值接近或超过２０;ChlbＧdeficient型则含一

定程度的Chlb,Chla/Chlb比值介于６~１０之间[７－８]．Chlb的主要功能在于吸收和传递光能,调控捕光天
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线的大小,并维持LHC２的稳定性[９]．Chlb缺失或质量分数下降,会导致突变体叶绿体结构改变,从而影

响其光合效率,甚至改变对光照强度、温度以及氧化胁迫的敏感程度[１０－１４]．
目前已发表的水稻全生育期叶色相关突变体多为ChlbＧdeficient型,ChlbＧless型相对较少．我们利用

甲基磺酸乙酯(ethalmethanesulfonate,EMS)对缙恢１０号进行化学诱变,得到一个稳定遗传的黄绿叶突

变体ygl４(t)．本研究以该突变体为材料,分析其叶绿素及农艺性状与 WT之间的差异,并利用覆盖水稻全

基因组的SSR标记对控制突变性状的目标基因进行定位以及候选基因预测,为后续的相关研究奠定基础．

１　材料与方法

１􀆰１　试验材料

利用EMS处理籼稻恢复系缙恢１０号(J１０),获得一个全生育期表现为黄绿叶的突变体ygl４(t)．经过

多代连续自交,得到了遗传稳定的突变株系．配制西农１A/ygl４(t)杂交组合,利用其F１ 和F２ 群体进行遗

传分析和基因定位．
１􀆰２　电镜扫描

参照Shan等[１５]的方法,将剪取的叶尖材料用１％锇酸(pH 值为７􀆰２)和３％戊二醛双重固定之后,利

用不同梯度的丙酮脱水,然后环氧树脂SPURR包埋－置换,超薄切片之后,醋酸双氧铀和柠檬酸铅液双

重染色,H６００型透射电镜观察、照相．
１􀆰３　主要农艺性状调查

进入成熟期后,分别从种植ygl４(t)与J１０的小区中,随机选取１０株,考察株高、剑叶长与宽、主穗

长、有效穗数、每穗粒数、每穗实粒数、千粒质量等主要农艺性状．

１􀆰４　叶绿素质量分数的测定

参照Lichtenthaler等[１６]的方法进行．在抽穗期分别随机选取ygl４(t)与J１０各５株的剑叶、倒２叶和

倒３叶,利用９５％乙醇制备叶绿素浸提液后,分光光度计测定其波长为４７０,６４５与６６３nm 处的吸光值．
１􀆰５　光合测定

参照吕典华等[１７]的方法,在抽穗期随机选取长势相对一致的单株各５株,利用便携式LIＧ６４００型光合

测定仪测定ygl４(t)与 WT的净光合速率(Pn),气孔导度(Gs),胞间CO２ 浓度(Ci)与蒸腾速率(Tr),重

复３次,取平均值．使用红、蓝光源,光强恒定为１２００μmol/(m２􀅰s),温度为３０℃,CO２ 浓度为空气中

的浓度．
１􀆰６　基因定位

利用BAS法筛选连锁标记[１８]．从F２群体中选取１０株正常和１０株突变株,剪取等量叶片,构建正常基

因池和突变基因池,进行连锁标记筛选．引物与PCR反应体系参考桑贤春等[１９]的方法进行．
１􀆰７　数据分析

获得农艺性状、叶绿素质量分数以及光合测定值后,导入SAS软件(StatisticalAnalysisSystem,verＧ
sion９􀆰０),并利用该软件中的 Means过程计算各参数的平均数与标准差,利用其中的 ANOVA 模块分析

ygl４(t)与J１０在各参数上的差异显著性．

２　结果与分析

２􀆰１　ygl４(t)农艺性状调查和表型分析

水稻黄叶突变体ygl４(t)叶片在整个生育期均表现为黄色(图１A,图１B),能正常结实．透射电镜分析

表明,野生型叶肉细胞叶绿体饱满、形状规则(图１C,图１D),基粒丰富,形状规整,排列紧密,片层垛叠

较厚(图１E);突变体叶绿体发生了一定程度的畸变(图１F,图１G),表现为叶绿体内基粒变大,片层减少,

形状出现环形,S形等不规则变化,构成基粒的类囊体片层也相对减少(图１G,图１H)．说明突变体的叶绿
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体在发育进程中受到抑制．

A:分蘖期ygl４(t)的表型(左)与野生型的表型(右);B:ygl４(t)的叶色(左)与野生型的叶色(右);

CＧE:WT叶绿体结构(标尺分别为２μm,１μm,０􀆰２μm),FＧH:ygl４(t)突变体结构(标尺分别为２μm,１μm,０􀆰２μm)．

图中,Cp表示叶绿体;Pg表示质体小球;G表示基粒．

图１　野生型与ygl４(t)表型及叶绿体的超微结构

ygl４(t)与野生型有效穗和每穗粒数差异无统计学意义;株高、穗长、实粒数、千粒质量与结实率等与

野生型则有显著或极显著降低(表１)．
表１　ygl４(t)与 WT农艺性状的比较

农艺性状 株高/cm 有效穗 穗长/cm 实粒数

ygl４(t) １０２􀆰０４±２􀆰０８ １０􀆰２０±１􀆰３５ ２６􀆰２０±０􀆰９３ ８３５􀆰７０±２８８􀆰７２
WT １０７􀆰８４±２􀆰４０ ９􀆰６０±１􀆰５２ ２８􀆰５２±１􀆰３８ １２６４􀆰８０±１４６􀆰２６
p 值 ０􀆰００３５ ０􀆰５２７４ ０􀆰０１４２ ０􀆰０１８

农艺性状 每穗粒数 千粒质量/g 结实率/％

ygl４(t) １５８􀆰２１±１１􀆰２１ ２６􀆰４１±０􀆰７１ ５１􀆰５３±４􀆰７３
WT １７２􀆰３３±２７􀆰０６ ２７􀆰２６±０􀆰４０ ７７􀆰６８±３􀆰６２
p 值 ０􀆰３１２４ ０􀆰０４７９ ＜０􀆰０００１

２􀆰２　ygl４(t)叶绿素质量分数和光合效率分析

突变体与野生型的叶绿素a质量分数差异无统计学意义,叶绿素b质量分数只有０􀆰１,极显著低于野

生型,而总叶绿素质量分数差异有统计学意义．从叶绿素a与叶绿素b的比值来看,突变体的平均值达到

２７􀆰５４,极显著高于野生型的３􀆰４２(表２)．
表２　突变体与对照叶绿素质量分数的比较

叶绿素质量分数 叶绿素a/(mg􀅰g－１) 叶绿素b/(mg􀅰g－１) 总叶绿素/(mg􀅰g－１) 叶绿素a/叶绿素b

ygl４(t) ２􀆰６６±０􀆰３２ ０􀆰１０±０􀆰０２ ２􀆰１６±０􀆰２６ ２７􀆰５４±４􀆰１８
WT ３􀆰１７±０􀆰４２ ０􀆰９３±０􀆰１０ ２􀆰９４±０􀆰３９ ３􀆰４２±０􀆰０２
p 值 ０􀆰０８００ ０􀆰０００１ ０􀆰０１７１ ０􀆰０００６

　　光合效率的分析结果显示,４个光合参数中,突变体的净光合速率、蒸腾速率与野生型的差异无统计

学意义,但突变体气孔导度显著低于野生型,胞间CO２ 浓度极显著高于野生型(表３)．
表３　突变体与对照光合效率的比较

光合参数
净光合速率Pn/

(μmol􀅰m－２􀅰s－１)

气孔导度Gs/

(mmol􀅰m－２􀅰s－１)

胞间CO２ 浓度Ci/

(μmol􀅰mol－１)

蒸腾速率Tr/

(mmol􀅰m－２􀅰s－１)

ygl４(t) １１􀆰７９±１􀆰５５ １􀆰０９±０􀆰４６ ３６４􀆰６９±７􀆰０９ ９􀆰００±０􀆰８９
WT １１􀆰１５±２􀆰６３ １􀆰７９±０􀆰６８ ３３８􀆰９７±２􀆰３５ ８􀆰５４±０􀆰７２
p 值 ０􀆰５４０７ ０􀆰０２０５ ＜０􀆰０００１ ０􀆰２４９１

２􀆰３　遗传分析与基因定位

西农１A/ygl４(t)的F１ 群体植株表型正常,F２ 群体出现野生型和突变体表型的分离,３８１３株F２ 群

体中有黄绿叶表型９０９株,正常株(２９０４)与突变株(９０９)的比例符合３∶１分离比例[χ２＝２􀆰６８＜３􀆰８４
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(χ２
０􀆰０５,１)],表明黄绿叶突变性状受１对隐性核基因控制．

利用分布在水稻１２条染色体上的４００个SSR标记对西农１A 和ygl４(t)进行全基因组扫描,获得９６
个多态性SSR．利用这９６个多态性SSR筛选正常基因池和突变基因池,发现位于第１０染色体的 RM３１２３
与RM５９０在基因池间表现多态性,进一步利用F２ 群体正常单株和突变单株进行验证,结果表明ygl４(t)距
两标记距离分别为９􀆰７cM和５􀆰７cM．为将YGL４(t)定位在更小范围,从RM３１２３与RM５９０间选取更多的标记

进一步缩短定位区间．结果发现RM１１６２与RM７０９３存在多态性,通过群体单株验证,最终将YGL４(t)定位在

RM１１６２与RM７０９３之间,遗传距离分别为３􀆰９cM 与１􀆰９cM(图２A)．检索gramene网站(www􀆰gramene􀆰org)
上RM１１６２与RM７０９３之间的基因组信息,发现这２个标记之间的物理距离约为４００kb．

A:YGL４(t)的分子定位;B:ygl４(t)与 WT序列差异．

图２　YGL４(t)的分子定位与序列测定

２􀆰４　候选基因

利用gramene网站(www􀆰gramene􀆰org)对位于RM７０９３与RM１１６２标记区域的基因组序列进行分析,
发现该区间存在３个与叶绿素相关基因,分别为CHLＧCPN１０,CAO１ 与CAO２,其中CAO１ 与CAO２ 编

码叶绿素b合成的关键酶;CHLＧCPN１０ 是叶绿体的伴侣蛋白,与叶绿体发育有关．随后扩增了CHLＧ
CPN１０,CAO１ 与CAO２ 基因的全长 DNA,并进行测序．结果显示,ygl４(t)与 WT 的CHLＧCPN１０ 与

CAO２ 序列相同,CAO１ 基因终止密码子下游第１２个碱基由 G(WT)变为 T[ygl４(t)](图２B)．因此,将

OsCAO１ 初步确定为YGL４(t)的候选基因．

３　讨　论

水稻中已经发现大量黄绿叶突变体,包括chl１３(t),ygl４,ygl１等,其中部分基因已经克隆[２０－２３]．这些

叶色突变体的农艺性状都受到不同程度的负向影响,叶绿素结构以及类囊体基质片层等都会发生一定的变

化[２４]．从叶绿素质量分数来看,Chla 与Chlb的质量分数都会显著或极显著低于 WT,进一步导致Chl的

质量分数也显著下降．在叶绿素的降低中,Chlb的下降幅度一般要高于Chla,从而使得Chla/Chlb的比值

显著高于 WT．Chla/Chlb比值在１５以下,属于ChlbＧdeficient型突变体[７－８]．
本研究新发现的ygl４(t)突变体与已报到黄绿叶突变体有相似的农艺性状表型和叶绿体与类囊体的结

构变化[１７,２１];与其他类似突变体相同,ygl４(t)的总叶绿素质量分数与Chlb 质量分数也都极显著低于

WT．ygl４(t)突变体的一个显著特点是Chla 质量分数与 WT差异无统计学意义,总叶绿素质量分数降低

主要是由于Chlb显著下降所致,与大麦和拟南芥中报道的突变体相似[８,２５]．Chla/Chlb的比值超过２５,属

于典型的ChlbＧless型突变体[７－８]．尽管控制该突变性状的候选基因与我们此前报道的YGL４ 位于相同的标

记区间[２１],但是测序结果显示,ygl４(t)的候选基因为OsCAO１,突变体由于终止密码子下游第１２个碱基

由 G置换成 T,位于候选基因的编码区以外．而ygl４ 的候选基因则是因为在OsCAO１ 的第７外显子由C
到 T的单碱基突变,导致其编码的氨基酸由亮氨酸突变为苯丙氨酸[２１]．此外,ygl４ 的Chla,Chlb,Chl以

及Chla/Chlb与 WT之间差异有统计学意义．ygl４(t)与 WT之间除Chla 的差异无统计学意义外,Chl,

Chlb与Chla/Chlb的差异无统计学意义．这种差异主要是由于突变体Chlb质量分数显著降低所致．突变

体ygl４(t)的Chla/Chlb为２７􀆰５４,属于典型的ChlbＧless型突变体,ygl４ 的Chla/Chlb 则为７􀆰９１,属于

ChlbＧdeficient型突变体[７－８]．
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在叶绿素的生物合成中,Chlb由Chla 氧化形成,这一过程受CAO 基因编码的酶所催化[２６]．低Chlb
叶色突变体是一种常见的水稻叶色突变类型,已报道了多个合成水稻Chlb 的OsCAO１ 基因[２７－２９]．ChlbＧ
less型突变体表型的共同点在于Chlb质量分数比 WT严重下降,Chla 的质量分数也明显下降,与 WT之

间的差异有统计学意义．本研究发现的OsCAO１ 新突变体ygl４(t)与已报到的ChlbＧless型突变体之间的相

似之处在于Chlb质量分数的极显著下降;不同之处在于ygl４(t)的Chla 质量分数与 WT 相比下降了

１６􀆰１％,降幅明显低于已报到的同类突变体,且Chla 质量分数与 WT之间的差异无统计学意义．在突变表

型上,ygl４(t)与此前报道的同类突变体有所差异．并且,从突变位点来看,已报道的OsCAO１ 候选基因的

突变位点基本位于 ORF以内[２７－２９],而ygl４(t)的突变位点则位于终止密码子下游,即在候选基因的突变

位点上也表现出了明显的不同．这一结果表明,ORF以外的突变可能对Chlb的影响更大．
研究者利用不同来源的ChlbＧless型突变体,系统研究了Chlb的生理特性以及光合效率,并深入分析

了Chlb质量分数下降所导致变化的原因．Dai等通过一个自然条件下产生的、具有较高产量潜力的低叶绿

素b突变体(Chla/Chlb为４􀆰７)的研究发现,突变体耐受强光特性比野生型有所提高,但其截光率(０􀆰４２)
较野生型(０􀆰８１)显著降低[１０－１１]．其后续研究表明,该突变性状对类囊体膜的组成与稳定性影响较小;与野

生型相比,突变体光合电子传递速率和羧化反应消耗电子速率之间更加平衡,从而导致突变体的光合功能

较野生型更为稳定,这可能是由于突变体的 LHC１(lightＧharvestingcomplex１,捕光复合体１)与 LHC２
(lightＧharvestingcomplex２,捕光复合体２)及其他相关蛋白的变化所致[３０－３２]．另一方面,研究者通过对利

用Ds插入粳稻材料中花１１基因组所获得的２个ChlbＧless型突变体vg２８Ｇ１与vg３０Ｇ５的系统研究发现,
这２个突变体的 LHC２缺失,LHC１的质量分数也降低,对温度、光照以及强氧化等胁迫的敏感度高于

WT,并且由于Chlb的缺失,导致突变体对强光照以及强氧化胁迫更为敏感[１２－１４]．
本研究发现,ygl４(t)的净光合速率(Pn)与 WT差异无统计学意义,与 Lin等[１２]在２类水稻ChlbＧ

less型的突变体中检测到的结果一致．他们推测尽管突变体中 LHC１的质量分数下降,LHC２的合成受

阻,但PSI(phytosystemI,光系统I)与PSII(phytosystemII,光系统II)中的多肽质量分数升高．突变体中

核酮糖Ｇ１,５Ｇ二磷酸羧化酶/加氧酶(RuBPCO)的质量分数显著高于 WT,而 RuBPCO的增加有可能会弥

补突变体中因为PSⅡ活性降低对其光合作用的影响,从而导致突变体的Pn 与 WT相比不会出现显著

下降[１２]．在ygl４(t)中,是否也是由于类似的机理导致其能够保持较高的Pn,有待进一步的研究．我们还

发现,ygl４(t)的蒸腾速率(Tr)与 WT的差异无统计学意义,而其气孔导度与胞间CO２ 浓度与 WT差异有

统计学意义,不同于黄绿叶突变体ygl５与pylgl１[２１]．Chlb 在植物光合作用中主要负责吸收和传递光能、
调控捕光天线的大小以及维持LHC２的稳定性[９],而ygl４(t)中气孔导度的显著下降与胞间CO２ 浓度极显

著增加是否是由于Chlb质量分数的极端下降所致,有待进一步研究．
本研究初步将OsCAO１ 确定为ygl４(t)的候选基因,然而序列分析表明,在YGL４(t)中,突变位点为

终止密码子下游的第１２个碱基,位于编码区以外,明显不同于此前报道的同类基因[２１,２６－２７]．该突变位点

是如何导致ygl４(t)中Chlb的急剧下降,有待后续的进一步研究．此外,ChlbＧless型突变体对于强光照、
高温以及强氧化等外界因素胁迫的敏感程度均会发生相应的变化[９,１３－１４,３３－３４],ygl４(t)是否对这些类似的

胁迫具有相似的表现也需要进一步试验予以揭示．
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IdentificationandGeneMappingofaYellowＧGreenLeaf
Mutantylg４(t)inRice(OryzasativaL􀆰)

LINGYingＧhua,　SHIJunＧqiong,　LIUZhongＧxian,
SANGXianＧchun,　YANGZhengＧlin,　ZHANGChangＧwei,

ZHAOFangＧming,　HEGuangＧhua
RiceResearchInstituteofSouthwestUniversity/ChongqingKeyLaboratoryofApplicationand

SafetyControlofGeneticallyModifiedCrops,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Asanimportanttypeofmutationsourcesforresearchesoffunctionalgenomics,chlorophyllＧreＧ
latedmutantsareofgreatimportanceintheanalysisofthemechanismofchlorophyllbiosynthesisandproＧ
teincomoplexesofphotosynthesisinrice．AnovelmutantwithconstitutiveyellowＧgreenleavesduringthe
wholegrowthperiodinrice,ygl４(t),wasinducedinthechemicallymutateddescendentsofJinhui１０,an
indicarestorerline,withethylmethanesulfonate(EMS)．Phenotypicanalysisshowedthattheflagleaf
length,effectivepaniclenumberandseednumberperpanicleofthemutantexhibitednosignificantdifferＧ
encefromthoseofthewildtype(WT),whileother７traits,i􀆰e􀆰plantheight,flagleafwidth,mainpaniＧ
clelength,fullseednumber,shriveledseednumber,１０００ＧseedＧweightandseedsettingrate(％),were
significantlyorhighlysignificantlylowerthanthoseofWT．Contentofchlorophylla(Chla),PnandTr
werenotsignificantlydifferentbetweenygl４(t)andWT,whilechlorophyllb(Chlb)content,totalchloＧ
rophyllcontent(Chl),GsandCiweresignificantlyorhighlysignificantlylowerinygl４(t)thaninWT．
Inthechloroplastsofygl４(t),fewergranalamellaewereobserved,comparedwithWT,andtheywereirＧ
regularlyarranged,thusretardingthedevelopmentofthechloroplasts．ResultsofgeneticanalysisindicaＧ
tedthatygl４(t)wascontrolledbyapairofrecessivegenesandlocatedonChromosome１０betweenmarkＧ
ersRM１１６２andRM７０９３,thephysicaldistancebeing４００kb．Resultsfromthesequenceanalysisshowed
thatthe１２thbasedownstreamtheterminationcodonofOsCAO１,whichencodesthechlorophyllaoxygenＧ
aseinrice,mutatedfromGtoT,whichledtoasignificantdecreaseofChlbcontentinthemutantleaves．
Keywords:rice(OryzasativaL􀆰);yellowＧgreenleaf;genemapping;candidategene
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