
西北农业学报 2019,28(8):1226-1231
ActaAgriculturaeBoreali-occidentalisSinica

网络出版日期:2019-07-09 doi:10.7606/j.issn.1004-1389.2019.08.003
网络出版地址:http://kns.cnki.net/kcms/detail/61.1220.S.20190708.0913.010.html

一个玉米叶夹角突变体的表型鉴定及遗传分析

收稿日期:2019-01-09  修回日期:2019-04-29
基金项目:国家自然科学基金(31860383);国家重点研发计划(2018YFD0100202-3);甘肃省玉米产业技术体系(2018GARS-02-

03)。
第一作者:王晓娟,女,学士,副研究员,主要从事玉米育种工作。E-mail:wangxj839@sina.com
通信作者:何海军,男,硕士,研究员,主要从事玉米育种工作。E-mail:hhjun007@sina.com

王晓娟,何海军,刘忠祥,杨彦忠,寇思荣,
连晓荣,周玉乾,周文期

(甘肃省农业科学院 作物研究所,兰州 730070)

摘 要 玉米叶夹角是高密度育种的重要影响因子,与株型育种及产量高度相关;叶夹角相关 QTL/基因的

鉴定不仅有助于剖析叶夹角的遗传基础,也为玉米叶夹角及株型的遗传改良提供重要的分子靶点。以自交系

‘LY8405’自然突变获得的突变体‘FU1603’为主要研究材料,开展叶夹角性状的表型鉴定、遗传分析及定位

等试验。结果表明,与‘LY8405’相比,‘FU1603’穗三叶的叶夹角显著降低(P<0.05),而且伴随有叶片卷曲

等表型;且在植株的株型、穗部性状及籽粒性状上均发生了显著的改变(P<0.05)。遗传分析表明‘FU1603’

为一个单隐性核基因控制的突变体(χ2 值>0.5)。采用BSA(Bulkedsegregantanalysis)方法筛选到与突变

位点紧密连锁的3个SSR标记C1-2、C1-16和C1-18,利用‘FU1603’与‘B73’自交系杂交产生的160个F2 单

株开展了上述3个连锁标记的共分离分析;进一步利用此3个标记筛选后代重组交换单株,最终将控制叶夹

角的突变位点定位在玉米第一染色体1.02bin标记C1-18和C1-2之间9Mb范围之内,为后续该位点的精细

定位及克隆奠定良好的基础。
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  叶夹角,定义为叶片中脉与茎之间的倾角,是
影响光截留、光合效率和种植密度的最重要的冠

层结构参数之一。玉米叶夹角与产量的关系也早

有报道,与1930年至1960年代的历史材料相

比[1],直立叶片与大的叶面积指数的结合使现代

玉米杂交种在光能捕获能力上提高14%。这种

增加的光捕获能力以超过20%的增产效果体现

出来[2]。其他研究也报道了叶夹角对籽粒产量直

接影响的相似结果,如早在20世纪90年代释放

的品种中,随着叶夹角从60°到30°的降低,产量

提高了15%~30%[3]。这些研究为叶夹角的改

善对于增加光捕获以及增产效应提供了丰富的试

验证据。与此同时,前人对叶夹角的遗传规律做

了比较深入的研究,对叶夹角的自然变异的研究

报道有很多[4-5],这些研究表明,叶夹角是受到多

个基因或者多个位点共同调控的一个复杂数量性

状,认为加性基因效应最为重要,同时也受非加性

基因效应影响[6-7]。因此,叶夹角性状的遗传分析

对叶夹角的遗传基础、形成机制以及育种材料的

遗传改良都具有重要意义。

BSA(Bulkedsegregantanalysis)是寻找与

目标QTL/基因连锁标记的一种简单快速的方

法[8]。随着标记种类和密度的增多以及 NGS
(Next-generationsequencing)技术的发展,BSA
策 略 被 广 泛 的 应 用 于 主 效 QTL/基 因 的 定

位[9-10]。目前,该技术在拟南芥、水稻、大豆、小
麦、玉米、高粱、向日葵等多种植物中的应用都有

大量报道,并且鉴定到了很多重要性状的 QTL/
基因[11-16]。甘肃省农业科学院作物研究所玉米研

究室前期工作中,发现了一个以自交系‘LY8405’
为背景叶夹角显著减小的突变体材料,并命名为

‘FU1603’。本研究中将‘FU1603’和玉米自交系

‘B73’(参考基因组测序系)进行杂交,构建了F2
群体,根据群体表型分离,经卡方检验确定该突变

为单个核基因控制的隐性突变;进一步利用BSA
的方法将该位点定位于玉米第1号染色体的



1.02bin上大约9Mb的物理区间内。该位点是

一个新的控制玉米叶夹角的基因位点,为后续该突

变基因的精细定位和克隆奠定了良好的工作基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

玉米自交系‘B73’和‘LY8405’,突变体材料

‘FU1603’,以及‘B73’和‘FU1603’为亲本构建的

F2 分离群体。

1.2 田间试验

将‘LY8405’‘FU1603’‘LY8405×FU1603’

F1、‘B73×FU1603’F1,以及F1 自交产生的F2
分离群体分别于2017年春种植在甘肃省张掖市

试验基地以及2017年冬种植在海南省三亚市荔枝

沟试验基地,行长5m,宽0.6m,每行种植20株。

1.3 农艺性状观察分析

在开花散粉高峰期对‘LY8405’和‘FU1603’
各个农艺性状进行观察,包括:株型(株高、穗位

高、叶片数、节间数、穗三叶以及倒三叶叶夹角)、
穗部性状(雄穗长、雄穗分枝数、雌穗长、雌穗粗、
穗行数、轴粗)、籽粒(粒长、粒宽、百粒质量)等,采
用t-test检验差异显著性。

1.4 突变体遗传分析

通过‘LY8405×FU1603’F1 植株表型分析

以及‘LY8405×FU1603’F2 和‘B73×FU1603’

F2 分离群体中野生型及突变体植株数目统计分

析,结合卡方测验来判断该突变体的遗传模式。

1.5 突变位点的初定位

利用BSA的方法对叶夹角突变基因进行初

定位。首先,将‘FU1603’与‘B73’进行杂交,产
生F1,并将F1 进行自交,构建F2 分离群体。F2
分离群体中突变体鉴定的主要依据叶夹角、卷曲

程度等性状的整体表现,叶夹角较小、叶片较小且

出现卷曲的为突变体,反之为野生型。从田间选

取15株突变体表型植株,提取DNA等量混合,
构建一个“突变体池”;同时,另外选取15株表型

正常的植株,提取DNA等量混合,构建一个“野
生型池”。利用甘肃省农业科学院作物研究所玉

米研究室已经合成的均匀覆盖玉米基因组的

1000对SSR引物,对2个DNA池进行扩增,毛
细管电泳对PCR产物进行检测,筛选多态性的标

记,即与突变基因紧密连锁的标记。然后利用

160株左右的F2 分离群体对多态性标记进行共

分离验证,并准确定位突变基因所在的区间。

1.6 统计分析

采用 MicrosoftExcel2013软件对数据进行

整理、统计分析及作图。

2 结果与分析

2.1 玉米叶夹角突变体‘FU1603’田间表型调查

分析

‘FU1603’来源于自交系‘LY8405’的一个自

然突变,该突变体表现为叶夹角减小、且叶片卷曲

皱缩等表型(图1-A)。通过自交繁殖,自交后代

也表现出与上一代同样稳定的表型特征,说明该

位点已经纯合并且能够稳定遗传。通过田间植株

观察发现,突变体在5叶期以后开始出现叶片皱

缩卷曲的表型,之后叶片卷曲皱缩表型越来越明

显,与‘LY8405’叶片的表型差异显著;通过对穗

三叶以及倒三叶的叶夹角进行考察,结果显示,与
野生型‘LY8405’相比,突变体‘FU1603’的穗位

叶、穗下叶以及穗上叶的叶夹角显著变小(图1-A
和图1-B),而倒三叶的叶夹角在2个材料中差异

不显著(图1-C,表1)。

2.2 玉米叶夹角突变体‘FU1603’和野生型

‘LY8405’农艺性状比较分析

在成株期,与‘LY8405’相比,‘FU1603’的株

高和穗位高显著降低(P<0.05),其中株高降低

约15cm,穗位高降低约6cm(图1-A和图1-B,
表1)。然而,节间数在2个材料间却没有显著差

异 (P >0.05)。此 外,与 ‘LY8405’相 比,
‘FU1603’雄穗长、雄穗分枝数、雌穗长、穗粗、穗
行数以及轴粗等性状显著降低(P<0.05),因此

‘FU1603’雌雄生殖器官都显著减小。籽粒相关

性状分析结果显示,尽管百粒质量不存在显著差

异,但粒长与粒宽都存在显著差异,与‘LY8405’
相比,‘FU1603’粒长显著降低,粒宽显著增加。
综上所述,与‘LY8405’相比,‘FU1603’突变体

的株型、穗部性状以及籽粒等多个农艺性状值均

发生了显著的改变。

2.3 玉米叶夹角突变体‘FU1603’的遗传模式分析

‘LY8405×FU1603’F1 和‘B73×FU1603’

F1 单株的叶夹角以及叶片相关性状均与野生型

‘LY8405’相同,没有任何差异,因此‘FU1603’为
一个隐性突变;将F1 自交,获得F2 分离群体,通
过卡方检验发现野生型植株与突变体植株的分离

比例符合3∶1(表2),表明该突变体是受单个核

隐性基因控制的。
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  A.散粉期的‘LY8405’及‘FU1603’ Theplantsof‘LY8405’and‘FU1603’duringreproductivedevelopmentstage;B.营养生长中

的‘LY8405’及‘FU1603’ Performanceof‘LY8405’and‘FU1603’duringthevegetativegrowthstageinthefield;C.‘LY8405’及

‘FU1603’叶夹角统计分析(t-test) Statisticalanalysisofleafanglebetween‘LY8405’and‘FU1603’byt-test;“***”代表 P<

0.001,NS代表P>0.05 “***”indicatesP<0.001,NSindicatesP>0.05

图1 叶夹角突变体‘FU1603’以及野生型‘LY8405’的表型

Fig.1 Phenotypeof‘FU1603’and‘LY8405’

表1 突变体‘FU1603’和野生型‘LY8405’农艺性状分析(􀭵x±s)

Table1 Analysisofagronomictraitsbetween‘FU1603’and‘LY8405’

性状
Traits LY8405 FU1603 Pr>|t|

单株数
(LY8405/FU1603)
Plantnumber

株型 Plantarchitecture 株高/cm Plantheight 194.2±15.8 179.1±15.0 2.2E-05 36/31
穗位高/cm Earheight 70.2±8.2 64.3±5.6 2.1E-04 36/31
节间数 Internodenumber 21.9±0.8 22.2±1.0 0.05 36/30

雄穗 Tassel 雄穗分枝数 Tasselbranchnumber 8.4±1.9 6.8±1.3 1.3E-04 36/30
雄穗长/cm Tassellength 25.1±3.3 14.5±1.2 2.7E-25 36/30

雌穗 Ear 穗长/cm Earlength 12.1±0.8 8.4±0.9 1.8E-14 17/17
穗粗/cm Eardiameter 4.2±0.1 3.5±0.3 2.1E-10 17/17
穗行数 Kernelrownumber 16.9±1.0 11.9±1.5 3.4E-13 17/17
轴粗/cm Cobdiameter 2.7±0.1 2.4±0.1 1.6E-09 17/17

籽粒 Kernel 粒长/mm Kernellength 12.0±0.3 10.3±0.3 2.0E-10 11/11
粒宽/mm Kernelwidth 6.5±0.2 7.6±0.2 6.9E-10 11/11
百粒质量/g 100-kernelmass 26.3±0.5 26.2±0.4 0.6 11/11

注:Pr>|t|为双样本t测验的概率值。

Note:Pr>|t|isprobabilityoft-testbetweentwoindependentsamples.

2.4 玉米叶夹角突变体‘FU1603’的突变位点初

定位

利用F2 群体中的极端单株构建的2个混合

DNA池,采用BSA的方法对该突变位点进行初

定位。通 过 均 匀 分 布 在 玉 米 10 条 染 色 体 的

1000对SSR标记在“突变体”DNA池以及“野生

型”DNA池中的多态性分析,最终筛选到了3对

多态性的标记,即C1-2、C1-16和C1-18(图2);这

3对标记都是在野生型池中有双带,而在突变体

池中只存在单条带,因此这3对标记很可能与

‘FU1603’突变位点紧密连锁,而且这3对标记都

位于玉米第1号染色体1.02bin上(表3),根据
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‘B73’V4版本参考基因组显示,3个标记在染色

体上的顺序依次为:C1-16、C1-18和C1-2,物理位

置 分 别 为:15061072、17966407 和 26885514
(表3)。

表2 玉米叶夹角在2个F2 群体中分离比例的卡方测验

Table2 Chi-squaretestofsegregationratioofleafangleintwoF2populations

群体
Population

观察值 Observations

野生型 Wildtype 突变体 Mutant

期望值Expectations

野生型 Wildtype 突变体 Mutant
P 值

Pvalue

FU1603×LY8405F2 136 41 132.75 44.25 0.57

FU1603×B73F2 128 32 120 40 0.14

  用筛选到的与‘FU1603’突变位点连锁的3
对SSR标记分析160个F2 单株的基因型,并结

合这些单株的表型,验证上述3对标记与突变位

点是否真实连锁,结果显示,C1-16与表型的交换

频率为0.11,C1-18与表型的交换频率为0.06,

C-2与表型的交换频率为0.04(表3)。根据连锁

标记与表型的交换频率,验证了BSA结果真实可

靠,并且突变位点更加靠近于标记C1-2。进而根

据交换单株的基因型信息,将‘FU1603’的突变位

点定位于标记C1-18与C1-2之间约9Mb的物

理区间内(表4)。
W.野生型池 Wild-typebulk;M.突变体池 Mutantbulk

图2 BSA筛选‘FU1603’突变位点连锁标记

Fig.2 Linkagemarkersof‘FU1603’mutationlocibyBSA
表3 连锁标记信息以及与突变位点的交换频率

Table3 Theinformationandexchangefrequencybetweenlinkagemarkersandmutationsites

标记名称 Markername C1-16 C1-18 C1-2
物理位置
Physicallocation 15061072 17966407 26885514

左引物序列
Leftprimersequence

TCGGCTGACATAATA-
AAACCATAGC

GGTCTCTCTATCGTCCGGT-
GAGTA

GATGCAATAAAGGTTGC-
CGT

右引物序列
Rightprimersequence

ATGCGAATTTTAC-
CGGGTTTTT

CCGGAGATGG-
GAAAGAAGATAAC ATGTGCTGTGCCTGCCTC

交换频率Exchangerata 0.11 0.06 0.04

表4 重组单株基因型以及表型信息

Table4 Thegenotypeandphenotypeoftherecombinantplants

C1-16 C1-18 C1-2 单株数Plantnumber 表型Phenotype
H H B 4 野生型 Wildtype
H H B 2 突变体 Mutant
H B B 4 突变体 Mutant
B B H 8 野生型 Wildtype
B B H 3 突变体 Mutant
B H H 4 野生型 Wildtype

注:B.突变体‘FU1603’的基因型;H.杂合基因型。

Note:B.genotypeof‘FU1603’;H.genotypeofHeterozygous.

3 讨 论

叶夹角突变体的发掘与研究为玉米的株型育

种以及高密度育种提供了重要的种质资源。叶夹

角对产量存在两个方面的贡献,其一是对光的截

获效率的提高,其二是种植密度的提高[17-18]。迄

今为止,科研工作者利用玉米突变体材料已经克

隆了一批叶夹角相关的基因,如,Strable等[19]发

现了一种具有叶片结构变异的玉米突变体,并将

其命名为droopingleaf1(drl1),drl1突变影响叶

长和宽度、叶角、节间长度和直径,是一个多效基

因。Moreno等[20]对lg1突变体的研究发现,该
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突变体为lg1基因表达缺失突变体,该突变体表

现为叶片直立、不能形成叶舌和叶耳,叶片和叶鞘

的连接处不能正常发育。lg2编码一个亮氨酸拉

链蛋白,该基因的突变导致叶夹角减小,叶耳叶舌

缺失或者异常,叶片与叶鞘连接处弥散状[21]。

lg1和lg2两个突变体密度与产量的试验研究阐

明叶夹角和种植密度的关系:lg1基因型拥有几

乎直立的叶片,在极端密度(151000株/hm2)仍
然具有较高的产量,lg2虽然没有极端小的叶夹

角,但它拥有着比较大的光截获效率,因此具有最

高的产量[22]。而本研究中所鉴定到一个新的叶

夹角突变体‘FU1603’,其在穗三叶的叶夹角都显

著减小,株型更加紧凑,具有耐密植的特性;同时

籽粒产量性状分析结果表明,粒型虽然发生了改

变,但百粒质量没有显著变化,即突变体与野生型

相比,籽粒产量没有发生改变,但耐密植性显著改

善,因此,‘FU1603’突变材料的发现,为玉米株型

育种、密度育种及提高玉米产量都提供了很好的

资源。

BSA是突变体快速定位及克隆定位的一个

重要工具,利用分离群体野生型和突变体2个

DNA池就能够找到突变位点的大概位置所在,简
单快速,并且节约成本。Cai等[23]采用BSA的方

法快速将一个控制玉米籽粒发育的突变体emp10
定位到玉米1号染色体靠近末端的位置,并成功

克隆了该基因。Zhang等[24]采用BSA的策略将

控制玉米茎顶端组织发育的突变体gif1定位于1
号染色体,并成功克隆了该基因。Han等[25]发现

了一个玉米多性状突变体 muw,并通过BSA的

方法将该位点定位于玉米第2号染色体靠近着丝

粒的位置,最终发现该位置存在着一个约5Mb
的大片段缺失。本研究中,同样采用了F2 分离群

体的野生型和突变体各15株,创建了2个DNA
池,用1000对SSR引物成功的筛选到了与之紧

密连锁的标记,并进一步通过分离群体的共分离

分析及交换重组单株的分析将一个新的控制叶夹

角的基因定位于玉米第一染色体1.02bin约9
Mb的物理区间内,本研究获得的结果为新的玉

米叶夹角基因的精细定位和克隆奠定了良好的工

作基础。
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PhenotypingandGeneticAnalysisofLeafAngle
MutantinMaize(ZeamaysL.)

WANGXiaojuan,HEHaijun,LIUZhongxiang,YANGYanzhong,
KOUSirong,LIANGXiaorong,ZHOUYuqianandZHOU Wenqi

(TheCropInstituteofGansuAcademyofAgriculturalScience,Lanzhou 730070,China)

Abstract Leafangleisanimportanttraitforhighdensitybreedinginmaize,whichishighlycorrela-
tedwithplantarchitectureandcropproduction.SotheidentificationofQTLorgenesrelatedtoleave
angleisnotonlyusefultouncoverthegeneticmechanismofleafangle,butalsoimportantforpractical
applicationvalueinthehighdensitybreedingandarchitecturebreeding.‘FU1603’,anaturalmutant
fromthemaizeinbredline‘LY8405’,wasservedasthematerialtoidentifyphenotype,geneticanaly-
sisandgenemapping.Theresultsshowedthat‘FU1603’hasaphenotypeofsmallleafanglesand
curledleaves.Theotheragronomictraitsofthemutant‘FU1603’includingtheplantarchitectures,

ears,tasselsandkernelswerealsochangedsignificantly,comparedwith‘LY8405’.Thegeneticanaly-
sisindicatedthat‘FU1603’wasamutantwithsmallleafanglecontrolledbyasinglerecessivenuclear
gene.ThreeSSRmarkerscloselylinkedtothislocuswereidentifiedbyBSAmethod,namelyC1-2,

C1-16,C1-18,andallofthemlocatedinthe1.02binofchromosome1inmaize.Toverifythethree
linkedSSRmarkers,160F2plantswereused,andthemutationsitewasmappedbetweenmarkersC1-
18andC1-2withrecombinantplants,whichwasabout9Mbphysicalregionaccordingto‘B73’refer-
encegenome.
Keywords Maize;Leaveangle;Mutant;Bulkedsegregantanalysis(BSA);Genetic;GeneMapping
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