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摘要:株高是株型构成的重要因子,
 

分蘖则是有效穗形成的基础,
 

二者均是水稻重要的农艺性状.
 

为研究株高和

分蘖发育的分子机理,
 

用甲基磺酸乙酯(EMS)诱变保持系西大1B,
 

从 中 鉴 定 到1个 矮 化 多 蘖 突 变 体,
 

命 名 为

mtd2(more
 

tiller
 

and
 

dwarfism
 

2).
 

与野生型西大1B相比,
 

mtd2 的分蘖数(70.00个)是野生型的6.25倍,
 

株高

(49.12
 

cm)则为野生型的59.4%,
 

同时还表现出小穗、
 

短叶等特征.
 

遗传分析表明:
 

mtd2 分蘖增多和植株矮化

的突变表型呈共分离现 象 且 受 单 隐 性 核 基 因 调 控.
 

利 用 mtd2 和 缙 恢10号 杂 交 组 合 的F2 隐 性 群 体,
 

最 终 将

MTD2 基因精细定位于第4染色体分子标记C04-2和C04-3之间157
 

kb的物理范围内,
 

该区间内含1个已克隆

的多蘖矮秆基因LOC_Os04g46470-HTD1.
 

对定位区间内的 HTD1 进行DNA测序,
 

发现其编码区有11个碱基

缺失,
 

导致移码突变.
 

构建互补载体,
 

转化突变体mtd2,
 

其矮化多蘖表型恢复正常,
 

表明mtd2 是htd1 的一个新

等位突变体.
 

细胞学分析发现:
 

mtd2 分蘖数增多是由于分蘖芽发育较快所致;
 

qRT-PCR分析表明:
 

MTD2 可能

参与独脚金内酯(SLs)相关的分蘖芽发育调控网络,
 

这为进一步鉴定 MTD2/
 

HTD1 基因的功能奠定了基础.
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Abstract:
 

Plant
 

height
 

is
 

an
 

important
 

factor
 

of
 

plant
 

architecture,
 

and
 

tillering
 

is
 

the
 

basis
 

for
 

the
 

forma-
tion

 

of
 

effective
 

panicle.
 

Both
 

of
 

them
 

are
 

important
 

agronomic
 

traits
 

of
 

rice.
 

To
 

study
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

plant
 

height
 

and
 

tiller
 

development,
 

we
 

used
 

EMS
 

to
 

mutate
 

the
 

maintainer
 

line
 

Xida
 

1B,
 

and
 

identified
 

a
 

multi-tillering
 

and
 

dwarf
 

mutant
 

named
 

mtd2.
 

Compared
 

with
 

wild-type
 

(WT)
 

Xida
 

1B,
 

mtd2
 

had
 

6.25
 

times
 

more
 

tillers
 

than
 

WT,
 

and
 

plant
 

height
 

was
 

49.12
 

cm,
 

only
 

59.4%
 

of
 

WT.
 

In
 

addi-
tion,

 

mtd2
 

had
 

smaller
 

panicles
 

and
 

shorter
 

leaves.
 

Genetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

mutant
 

phenotypes
 

of
 

mtd2
 

with
 

increased
 

tillers
 

and
 

plant
 

dwarf
 

was
 

co-segregated
 

and
 

regulated
 

by
 

single
 

recessive
 

nuclear
 

genes.
 

Using
 

the
 

F2
 

recessive
 

population
 

of
 

mtd2
 

and
 

Jinhui
 

10
 

crossing,
 

the
 

MTD2
 

gene
 

was
 

finally
 

fine-
positioned

 

within
 

a
 

physical
 

distance
 

of
 

157
 

kb
 

on
 

chromosome
 

4
 

between
 

molecular
 

markers
 

C04-2
 

and
 

C04-3.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

mapping
 

interval
 

contained
 

a
 

cloned
 

gene
 

LOC_Os04g46470-HTD1(HTD1).
 

DNA
 

sequencing
 

revealed
 

an
 

11-base
 

deletion
 

in
 

the
 

HTD1
 

coding
 

re-
gion,

 

which
 

caused
 

a
 

frameshift
 

mutation.
 

The
 

complementary
 

vector
 

was
 

constructed
 

and
 

transformed
 

in-
to

 

mutant
 

mtd2.
 

The
 

dwarf
 

and
 

multi
 

tiller
 

phenotype
 

of
 

mtd2
 

returned
 

to
 

normal,
 

proving
 

that
 

mtd2
 

is
 

a
 

new
 

allelic
 

mutant
 

of
 

htd1.
 

Cytological
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

increase
 

of
 

tiller
 

number
 

in
 

mtd2
 

was
 

due
 

to
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

tiller
 

buds,
 

which
 

led
 

to
 

more
 

tiller
 

buds.
 

In
 

addition,
 

the
 

qRT-PCR
 

results
 

indicated
 

that
 

MTD2
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

regulatory
 

network
 

of
 

tillering
 

bud
 

development
 

related
 

to
 

strigolactones
 

(SLs),
 

which
 

laid
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

identification
 

of
 

the
 

function
 

of
 

MTD2/HTD1
 

genes.
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有效穗、
 

每穗实粒数和千粒质量是水稻产量构成的3大要素,
 

其中有效穗由分蘖数直接决定,
 

因此研

究分蘖发育机理具有重要的生物学意义和应用价值.
 

与双子叶植物相对应,
 

水稻分蘖可以看作是其茎秆上

发生的分枝,
 

一级分蘖直接形成于水稻茎秆基部的分蘖节,
 

二级分蘖则产生于一级分蘖茎秆基部的分蘖

节,
 

依次类推[1].
 

水稻分蘖发育可分为两个阶段:
 

分蘖芽的形成和分蘖芽的伸长[2-3].
 

水稻分蘖芽发育始于

叶腋处,
 

通常仅有位于根部和非伸长节间的腋芽才能正常发育成分蘖芽,
 

并最终形成有效穗[4].
水稻分蘖数既受环境因素的影响,

 

也受内源基因的调控[5].
 

环境因素主要有温度、
 

光照、
 

营养和水分

等,
 

基因调控则涉及糖、
 

生长素(IAA)、
 

独脚金内酯(SLs)等多种代谢和信号传导途径[6-8].
 

以营养元素为

例,
 

孙祥武等[9]探讨不同比例的氮磷钾掺混肥对分蘖的影响,
 

结果表明氮元素在水稻分蘖期起核心作用.
 

蒋彭炎等[10]通过实验揭示了水稻幼苗期含氮量和分蘖之间的相关性,
 

当水稻幼苗期含氮量保持在2.7%~

3.3%之间时,
 

分蘖发生才能正常进行;
 

当其值低于1.3%时,
 

分蘖芽的发育就只会进行到3幼1基阶段.
 

处于分蘖期的水稻植株含磷量低于0.3%,
 

分蘖芽则不会伸长发育;
 

分蘖期间水稻植株含钾量如果低于

0.5%,
 

分蘖芽的伸长发育就会受阻;
 

含钾量介于0.5%~1.4%之间分蘖芽的伸长发育正常[11].
通过正向遗传学 和 反 向 遗 传 学,

 

目 前 已 经 克 隆 了 许 多 水 稻 分 蘖 数 发 育 的 相 关 基 因(https:
 

//

www.ricedata.cn/gene/).
 

MONOCULM
 

1(MOC1)是水稻中克隆的第1个调控分蘖芽形成的关键基因,
 

编码1个GRAS转录因子[12];
  

MONOCULM
 

3(MOC3)编码1个 WOX蛋白家族的转录抑制因子[13];
 

FLORAL
 

ORGAN
 

NUMBER
 

1(FON1)则编码1个与拟南芥中CLAVATA1(CLV1)同源的受体激酶,
 

fon1 的表型主要集中在花器官的发育异常上[14].
 

研究发现FON1 在水稻腋生分生组织中也高度表达,
 

突

变后尽管能形成正常的分蘖芽,
 

但是芽向外伸长有缺陷,
 

从而导致分蘖数减少.
 

在moc1 和moc3 突变体中
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发现FON1 的表达水平显著降低,
 

MOC3蛋白能直接结合FON1 的启动子,
 

激活后者表达.
 

MOC1蛋白尽

管不能直接结合FON1 启动子,
 

但作为 MOC3蛋白的共激活因子,
 

可以和 MOC3蛋白共同激活FON1 的

表达,
 

促进分蘖芽的正常伸长[15].
 

大量的实验及研究证明,
 

激素对分蘖发育也会产生影响.
 

IAA可以阻止

OsIPT 的表达以此降低细胞分裂素(CKs)的水平来抑制水稻分蘖芽的发育[16],
 

外源IAA还可以提高

D10,
 

D17 和D27 的表达量以增加SLs的含量[17].
 

此外,
 

负责降解CKs的CKX家族基因也受到IAA的

调控[18].
 

近年来SLs作为激素调节分蘖的分子机制已成为研究热点.
 

在由SLs调控的水稻分蘖通路中,
 

TB1 是一个作用于SLs下游的基因,
 

其编码1个TCP家族的转录因子,
 

抑制水稻侧芽的伸出,
 

从而负调

控水稻的分蘖数.
 

过量表达OsTB1
 

则会造成分蘖数显著减少.
 

TB1 功能丧失型突变体fc1 的分蘖数会显

著增加[19].
 

IPA1蛋白能与OsTB1 的启动子直接结合,
 

抑制水稻分蘖发生,
 

也是一个负向调控分蘖的转录

因子[20].
 

此外,
 

IPA1还作为D53 的下游直接调控元件,
 

可诱导SLs的基因表达[21].
 

D10 编码类胡萝卜素

裂解双加氧酶OsCCD8,
 

是SLs生物合成过程中的重要参与酶之一.
 

OsCCD8通过SLs控制水稻侧芽向外

生长,
 

最终造成d10 突变体株高变矮,
 

分蘖增多[22].
 

D27蛋白是参与SLs生物合成的一个成员,
 

其突变之

后造成植株株高矮化,
 

分蘖数增多.
 

d27 突变体中生长素极性运输增强,
 

在根部分泌液中检测不到SLs,
 

导

致分蘖芽向外生长的抑制作用被解除,
 

因此出现多分蘖的表型[23].
 

T20 编码1个15-顺式-ζ-胡萝卜素异构

酶,
 

参与SLs前体物质类β胡萝卜素的合成,
 

致使其突变体t20体内的β胡萝卜素和SLs的含量降低,
 

表现为

株高变矮,
 

分蘖增多[24].
 

HIGH
 

TILLERING
 

DWARF1(HTD1)编码1个SLs生物合成过程中重要的酶—胡

萝卜素裂解双加氧酶OsCCD7,
 

该酶是SLs调控分蘖途径中重要的一员[25].
 

MTD1 编码蛋白酶抑制因子,
 

通

过调控OsmiR156f 的表达进而调节株高和分蘖数[26],
 

OsmiR156f 过表达植株表现为矮化多蘖[27].
目前水稻分蘖发育尽管已有一定的分子基础,

 

但其调控网络尚不清晰.
 

克隆新基因或者等位基因,
 

对

于研究其功能和选育水稻高产优产的种质资源具有重要的意义.

1 材料与方法

1.1 材料

矮化多蘖突变体mtd2 来源于西南大学水稻研究所籼稻保持系西大1B的甲基磺酸乙酯(EMS)诱变体

库,
 

突变表型已稳定遗传.
 

配制mtd2 与西大1B杂交组合用于遗传分析,
 

利用mtd2 与缙恢10号的F2 隐

性群体进行基因定位.
 

所用材料均种植于西南大学水稻研究所歇马田间试验基地(重庆北碚),
 

常规管理.

1.2 表型鉴定

水稻田间播种后,
 

全生育期观察其分蘖数和株高变化;
 

成熟后,
 

随机取10株mtd2 突变体和10株

西大1B野生型,
 

对株高、
 

节间长度、
 

穗长、
 

有效穗、
 

结实率、
 

穗粒数、
 

千粒质量等农艺性状进行考种,
 

并进行统计分析.
1.3 分蘖芽表型鉴定

取4叶期野生型与突变体幼苗,
 

去除根部和多余叶鞘,
 

留下1
 

cm左右包含分蘖芽的组织于体式显微镜

下观察.
 

材料经过固定、
 

脱水、
 

透明、
 

浸蜡包埋于石蜡中,
 

纵向切片,
 

再经过脱蜡、
 

复水、
 

染色等步骤制成

石蜡切片,
 

于微分干涉差显微镜(DIC)下观察.
1.4 图位克隆

选取F2 群体中隐性单株为定位群体,
 

采用BSA法筛选连锁标记[28].
 

CTAB法[29]提取亲本、
 

基因池和

定位单株DNA.
 

利用SSR引物进行初步定位,
 

并构建遗传图谱.
 

基因初步定位后,
 

在区间内继续设计SSR
和InDel引物,

 

利用全部F2 隐性单株数进行精细定位,
 

所用引物序列见表1.
 

PCR产物经10%非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳,
 

快速银染后观察.
为确定候选基因,

 

取突变体mtd2 和西大1B新鲜叶片,
 

送至诺禾致源生物科技有限公司进行全基因组

测序,
 

利用IGV软件查找精细定位区间内注释基因的碱基差异,
 

从而初步判定候选基因.
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确定候选基因后,
 

将候选基因的野生型基因组全长DNA,
 

包含启动子区域2
 

000
 

bp以及3'端500
 

bp
连入pCAMBIA1301,

 

构建互补载体;
 

后由武汉伯远生物科技有限公司将互补载体转化为突变体,
 

形成互

补转基因植株.
1.5 RNA提取和qRT-PCR

取4叶期野生型与突变体幼苗,
 

提取分蘖芽总RNA,
 

然后体外反转录成cDNA.
 

利用qRT-PCR分析

调控分蘖相关基因在野生型与突变体中的表达差异.
 

所用引物见表1.
表1 本研究所用引物

引物名称 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

RM17407 CCAATCAAACCTGCATAAGCATCC CTTGGCGACATGATTAGGTGAGG

C04-1 TAACTCCTCCCTTGCTGCCTCT AGCTCGCAGCGACCGATCAG

C04-2 GCTATGGGTTCAATCTTCTGTT ACTTTCAAATCTGTACTTGAAAGT

C04-3 CCGTATAAGACATAGTATGTGGT AAGCTATGGTTCAACGAAGATATGT

OsTB1-qPCR ACCTGAACCACTCATCGTCC GCAGTAGTGCCGCGAATTG

IPA1-qPCR TGCATTCCAAGGCTCCCCGC TGCGGCAGCTGCGTTTTCCT

FON1-qPCR TCCGCCATTGCTGGCTCCTA TGTCCACGCCGTCACCGAAC

TAD1-qPCR GCAGTCGTGACAAGAGCATCCT AGCCCACAGACCTCCGATTTATG

MOC3-qPCR GCGACGGCTCCCTCTTTCCC CGCTCACGCCCATGTAGTCC

MOC1-qPCR TACCTGGCGTTCAACCAGAT CGTCGAGGTCGAGGATGT

OsACTIN-qPCR CAACACCCCTGCTATGTACG CATCACCAGAGTCCAACACAA

PIN1-qPCR TGCACCCTAGCATTCTCAGCA CCCTCCTCCCAAATTCTACTT

D10-qPCR GGTAGCAACGAGAGGCAGTT TCGACCTTGGTGAGCGTGTT

D27-qPCR TCTGGGCTAAAGAATGAAAAGGA AGAGCTTGGGTCACAATCTCG

T20-qPCR ATCACTAGACATCCACAGA CCTCCTATCACCATTCCA

2 结果与分析

2.1 突变体mtd2的表型观察

相同常规田间种植条件下,
 

我们发现灌浆期突变体 mtd2 分蘖数为70.00±15.11个,
 

远高于野

生型的11.20±5.26个,
 

相差约6.25倍,
 

差异有统计学意义(p<0.01)(图1a和1f);
 

有效穗数

29.00±8.54个,
 

较野生型9.80±4.08个相差约3倍,
 

差异有统计学意义(p<0.05)(图1g).
 

mtd2
的株高为49.12±1.79

 

cm,
 

极 显 著 低 于 野 生 型82.70±4.33
 

cm(图1a和1h),
 

仅 为 野 生 型 的

59.40%.
 

成熟期统计分析发现,
 

mtd2 的倒1节间长18.26±2.03
 

cm,
 

倒2节间长9.47±1.50
 

cm和

倒3节间长4.31±0.98
 

cm都明显短于野生型的31.8±3.35
 

cm,
 

19.23±1.39
 

cm和6.27±1.12
 

cm
 

(图1b和1j);
 

倒1节间长和倒2节间长较野生型差异有统计学意义(p<0.01),
 

倒3节间长差异也有统

计学意义(p<0.05),
 

而倒4节间长差异无统计学意义,
 

这些节间长度的差异导致突变体株高矮化.
 

mtd2 穗长14.80±0.90
 

cm也短于野生型22.82±0.60
 

cm(图1c和1i).
 

除此之外,
 

成熟期mtd2 的倒1
叶、

 

倒2叶和倒3叶的叶片长度较野生型更短(图1d和1k),
 

叶片宽度也更窄(图1e和1l).
2.2 突变体mtd2的农艺性状

由表2可知,
 

mtd2 的结实率较野生型差异无统计学意义,
 

但由于一次枝梗数和二次枝梗数的减少,
 

其穗粒数极显著减少,
 

由野生型平均139.20粒降低为72.20粒.
 

此外,
 

mtd2 籽粒的粒长、
 

粒宽和粒厚

变化有统计学意义,
 

致使千粒质量下降,
 

但mtd2 相较于野生型产生了更多的有效穗(图1g),
 

使单株产

量远超野生型.
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*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义;
 

同组中左为野生型(WT),
 

右为突变体(mtd2).

图1 野生型与mtd2的表型观察
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表2 野生型和突变体的农艺性状统计

材料 野生型 突变体
 

一次枝梗数 9.80±0.84 8.00±0.71*

二次枝梗数 36.60±3.85 12.20±0.84**

穗粒数 139.20±11.56 72.20±6.94**

结实率/% 94.02 92.29

粒长/mm 9.83±0.45 8.32±0.71**

粒宽/mm 2.54±0.09 2.39±0.16**

粒厚/mm 1.99±0.07 1.91±0.14*

千粒质量/g 21.16±0.23 19.48±0.23**

单株产量/g 28.90±2.79 41.83±7.32**

  注:
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

2.3 突变体mtd2分蘖芽观察

水稻分蘖数增多主要有两方面原因:
 

一是分蘖芽数量增多,
 

二是侧生分生组织活跃导致分蘖芽提前伸

长.
 

为了探究mtd2 分蘖数量增多的具体原因,
 

我们对4叶期也就是侧生分生组织发育时期的幼苗茎基部

进行了体式显微镜观察.
 

在去除外层叶鞘后发现野生型的外侧分蘖芽尚未发育(图2a),
 

但突变体的分蘖芽

已经伸长(图2b);
 

而后对4叶期野生型和mtd2 的幼苗茎基部进行石蜡切片观察,
 

发现野生型在此时期有

2个分蘖芽(图2c),
 

mtd2 则有5个分蘖芽(图2d),
 

并且外侧4个分蘖芽均已开始发育变长.
 

综上表明

mtd2 不仅分蘖芽的数量变多,
 

而且侧生分生组织也变得活跃.

图2 4叶期野生型和突变体mtd2分蘖芽细胞学观察

2.4 突变体mtd2的遗传调控

将配制的mtd2/西大1B,
 

mtd2/缙恢10号的F1 和F2 群体种植在水稻田里,
 

全生育期进行表型观

察.
 

结果发现,
 

F1 群体均表型正常,
 

没有出现矮化、
 

多蘖植株;
 

两个杂交组合的F2 群体,
 

株型性状产生

了严重的分离.
 

以矮化多蘖为判断标准,
 

471株mtd2/西大1B的F2 群体中,
 

341个正常株,
 

130个突变

株;
 

1
 

599株mtd2/缙恢10号的F2 群体中,
 

1
 

213个正常株和386个突变株.
 

卡方检验表明两个群体中

7第2期      王晓雯,
 

等:
 

水稻矮化多蘖突变体mtd2/htd1-1 的鉴定与图位克隆



正常株与突变株的分离比均符合3∶1(X2=1.56<X2
0.05=3.84;

 

X2=0.59<X2
0.05=3.84).

 

这些结果

显示,
 

mtd2 的矮化多蘖性状受1对隐性核基因调控.

2.5 MTD2基因的图位克隆

以390株mtd2/缙恢10号的F2 隐性单株为定位群体进行基因定位,
 

所用引物为实验室前期筛选出的

西大1B和缙恢10号之间的差异引物[30].
 

从F2 群体中选择10株典型矮化多蘖单株,
 

利用亲本间的差异引

物进行PCR扩增,
 

统计带纹数,
 

计算交换值.
 

结果发现SSR标记RM17407交换值为10%,
 

暗示其可能与

MTD2 连锁.
 

以RM17407为中心,
 

在其两端设计Indel和SSR标记,
 

以同样的10株典型矮化多蘖单株

DNA为模板进行扩增,
 

结果发现Indel标记C04-1的交换值为15%,
 

且交换株与RM17407不同,
 

从而初

步将MTD2 限定在第4染色体标记C04-1和RM17407之间.
为精细定位目标基因,

 

在初步定位区间内设计新的Indel标记,
 

其中C04-2和C04-3在西大1B和缙

恢10号之间具有多态性.
 

利用C04-1,
 

C04-2,
 

C04-3和RM17407共4对差异引物对390株mtd2/缙恢

10号的F2 隐性单株进行电泳分析,
 

结果发现其交换株分别为16,
 

3,
 

4和19个,
 

且前两个标记的交换

株与后两个不同,
 

从而最终将MTD2 限定在水稻第4染色体Indel标记的C04-2和C04-3之间157
 

kb的

物理范围内(图3a).
生物信息学分析发现定位区间内有28个注释基因(表3),

 

其中就有 已 报 道 的 多 孽 矮 杆 基 因

LOC_Os04g46470-HTD1,
 

编码1个类胡萝卜素裂解双加氧酶.
 

随后利用野生型(WT)和mtd2 的全基

因组测序,
 

在IGV软件上查找LOC_Os04g46470-HTD1 碱基差异,
 

发现LOC_Os04g46470-HTD1 在编

码区有1个AGATTCCTCCC共计11
 

bp的缺失,
 

从而导致移码突变(图3b).
 

进一步分析发现,
 

相较于

野生型全长609个氨基酸,
 

该移码突变导致 HTD1 在509位后编码的所有氨基酸均发生了改变,
 

全长

则变为604个氨基酸(图3c),
 

所以我们初步将LOC_Os04g46470-HTD1 定为 MTD2 的候选基因.
 

将

野生型中包含2
 

000
 

bp启动子和3'端500
 

bp的全长LOC_Os04g46470-HTD1 基因组DNA导入突变

体mtd2 中,
 

发现阳性转基因植株mtd2com 的株高和分蘖数均回复至野生型水平(图3d),
 

因此,
 

我们

确认该突变体的表型是由mtd2/htd1 的突变导致,
 

并且 mtd2 是LOC_Os04g46470-HTD1 的一个全

新等位突变体.

图3 MTD2基因的精细定位及候选基因鉴定
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表3 定位区间内注释基因

注释基因 预测功能

LOC_Os04g46384 MYB转录因子

LOC_Os04g46390 DnaJ蛋白,
 

热激蛋白

LOC_Os04g46400 水稻AP2/EREBP转录因子基因

LOC_Os04g46410 AP2
 

结构域蛋白,
 

表达

LOC_Os04g46420 表达蛋白

LOC_Os04g46430 表达蛋白

LOC_Os04g46440 乙烯响应因子

LOC_Os04g46444 表达蛋白

LOC_Os04g46450 MOC1互作蛋白,
 

组蛋白单泛素化,
 

E3连接酶

LOC_Os04g46460 氨基酸激酶,
 

推测,
 

表达
 

LOC_Os04g46470 类胡萝卜素裂解双加氧酶,
 

HTD1,
 

多蘖矮秆基因

LOC_Os04g46480 表达蛋白
 

LOC_Os04g46490 水孔蛋白,
 

液泡膜内在蛋白

LOC_Os04g46500 逆转录转座子蛋白,
 

推测,
 

未分类,
 

表达

LOC_Os04g46510 转座子蛋白,
 

推测,
 

未分类,
 

表达

LOC_Os04g46520 逆转录转座子蛋白,
 

推测,
 

未分类,
 

表达

LOC_Os04g46530 逆转录转座子蛋白,
 

推测,
 

未分类,
 

表达

LOC_Os04g46540 表达蛋白

LOC_Os04g46550 假定蛋白

LOC_Os04g46560 乳酸/苹果酸脱氢酶,
 

推测,
 

表达

LOC_Os04g46570 生长调节剂相关蛋白,
 

推测,
 

表达

LOC_Os04g46580 Squamosa启动子结合蛋白

LOC_Os04g46600 锌指蛋白,
 

推测,
 

表达

LOC_Os04g46610 PAP原纤维蛋白家族结构域蛋白,
 

表达

LOC_Os04g46620 T-复合体蛋白,
 

推测,
 

表达

LOC_Os04g46630 前驱体膨胀,
 

推测,
 

表达

LOC_Os04g46639 表达蛋白

LOC_Os04g46650 膨大素基因

2.6 分蘖相关基因qRT-PCR分析

为了探究 MTD2 在分蘖调控网络中的作用,
 

我们进行了分蘖相关基因的qRT-PCR分析(图4).
 

TB1,
 

IPA1,
 

D10,
 

D27 和T20 均是独角金内酯(SLs)调控分蘖通路中的关键基因.
 

TB1,
 

IPA1 和

D10 在qRT-PCR结果中相较于野生型(WT)均出现下调趋势,
 

这与它们在SLs调控分蘖通路中起负

调控的作用相吻合,
 

也证实了 MTD2/HTD1 确实是由SLs介导的分蘖调控途径.
 

另外 D27 和 T20

虽然也是SLs通路中的成员,
 

D27 是通过生长素运输抑制SLs运输,
 

T20 是合成SLs前体物质β胡萝

卜素的重要基因,
 

但两者在qRT-PCR结果中未出现明显变化.
 

另外FON1,
 

MOC1 和 MOC3 是调控
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**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图4 调控分蘖相关基因的qRT-PCR结果

分蘖的经典基因,
 

三者在 mtd2 中的表

达量均明显上调,
 

表明 MTD2 也可能

参与 此 三 者 的 通 路 进 而 影 响 分 蘖.
 

TAD1 通 过 赤 霉 素 (GA)和 脱 落 酸

(ABA)信 号 降 解 MOC1 来 调 控 分 蘖,
 

在mtd2 中呈下调趋势.
 

此外影响表达

量下调的还有一个生长素运输基因Os-

PIN1b,
 

暗示 MTD2 可能也通过生长

素调控分蘖.

3 讨论与结论

独脚金内酯(SLs)是近年来发现的、
 

由类胡萝卜素衍生而来的一类新型植物激素.
 

最早发现SLs能诱导种子萌发、
 

促进丛枝菌的根生长和抑制

植物分枝,
 

后来发现其在叶片衰老、
 

生物胁迫和非生物胁迫等方面也发挥着重要的作用[31].
 

以拟南芥、
 

水

稻等为材料,
 

已鉴定出30多种不同结构的SLs分子,
 

在SLs生物合成、
 

转运及信号传导等方面均取得了系

列研究进展[32].
 

研究发现,
 

SLs合成及信号传导与生长素(IAA)、
 

细胞分裂素(CK)、
 

赤霉素(GA)、
 

脱落酸

(ABA)、
 

茉莉酸(JA)、
 

乙烯、
 

水杨酸等其他植物激素存在广泛的交叉互作[33].
在水稻等农作物中,

 

SLs通过抑制侧芽的伸长进而控制分蘖的发育,
 

从而形成有效穗.
 

理论上,
 

干扰

SLs的合成和信号传导途径有望塑造育种需要的理想株型,
 

而长期以来,
 

SLs相关基因在育种中的利用还

很不清晰.
 

HTD1/D17 编码胡萝卜素裂解双加氧酶OsCCD7,
 

是类胡萝卜素裂解合成独脚金内酯过程中

的1个关键酶,
 

负调节水稻分蘖数[24-25].
 

研究发现,
 

HTD1/D17 部分功能缺失等位基因可显著增加分蘖

数,
 

进而提高水稻产量,
 

在水稻生产中得到了广泛应用.
 

本文通过图位克隆鉴定到1个 HTD1 的新等位基

因MTD2,
  

MTD2 在HTD1 编码区中有1个11碱基的缺失,
 

导致移码突变,
 

致使509位后翻译的氨基酸

完全错乱,
 

并在翻译95个氨基酸后终止.
 

mtd2 中HTD1 的缺失位点发生在基因相对靠后的位置,
 

这为研

究HTD1 的C端功能提供了条件.
 

对分蘖相关基因进行qRT-PCR分析,
 

结果发现除了参与SLs途径的基

因表达量发生变化外,
 

FON1,
 

MOC1 和MOC3 表达量上调,
 

TAD1 和PIN1 表达量下调(图4).
 

MOC1-

MOC3-FON1 途径通过调控分蘖芽的生长调控分蘖数,
 

FON1 功能丧失突变体能形成正常的芽,
 

但芽向外

伸长有缺陷,
 

导致分蘖数减少[13].
 

TAD1 通过泛素-26S蛋白酶体途径降解MOC1,
 

从而调控分蘖数,
 

其功

能缺失突变体表现出多蘖性状.
许多基因具有“一因多效”的功能,

 

如SUI1,
 

其功能缺失突变体sui1-1 穗颈节间变短且部分包穗,
 

sui1-2 突变体穗颈节间极度变短导致完全包穗.
 

smg2 除部分包穗外,
 

还表型小籽粒等[28,
 

34].
 

HTD1 同样

具有一因多效性,
 

大多功能缺失突变体表现为多蘖和植株半矮化,
 

部分功能缺失突变体表现为株高略矮、
 

分蘖能力增强,
 

来自皮泰的 HTD1HZ 与来自低脚乌尖的SD1DGWG 同时被育种家选择并利用,
 

促进了籼型

水稻育种的
 

“绿色革命”[35].
 

与已报道的htd1 等位突变体相比,
 

mtd2 穗与各节间均极显著变短,
 

穗粒数和

千粒质量也极显著下降,
 

但由于有效穗极显著增加而结实率无明显变化,
 

导致单株产量提高约45%(表2).
 

由于mtd2 来自籼稻保持系西大1B的EMS诱变,
 

生育期只有90
 

d左右,
 

因此mtd2 在工厂化种植及太空

利用等方面具有重要的应用价值.
综上所述,

 

mtd2 是一个新鉴定到的HTD1 等位突变体,
 

其单株产量提高和多蘖矮化等性状为种质资

源创制和分蘖的分子机制挖掘提供了新材料.
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