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T-DNA (Ds)插入产生的水稻卷叶突变的遗传分析
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摘要:在筛选和鉴定水稻 T-DNA (D s)插入纯合体的过程中 , 观察到 1个叶片卷曲的突变体. 对该突变体进行遗传

分析表明 , 分离群体出现叶片卷曲和叶片正常 2种植株类型 , 其分离比率为 3∶1,符合 1对基因的显性遗传. Basta

抗性检测及 PCR分子检测证实 , 该突变体是由单一 T-DNA (Ds)插入所引起的 , 突变性状与 T-DNA (Ds)共分离.

该突变材料可用于插入座位的基因克隆.
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Abstract:A ro lled lea fmutant, Oryza sativa L. subsp. japonica IL39, caused by T-DNA(Ds) insertion

w as identified. G ene tic ana ly sis of the mutant show ed tha t the two types of pheno type, rolled leaf and

norma l leaf in the segregating populations derived from the T-DNA (D s) he tero zygo tes, fit the ratio of

3∶1. Test fo r B asta resistance showed tha t the rolled lea f plants w ere a ll resistan tw hile the norma l leaf

plantsw e re suscep tib le. The ra tio o f resistan t and susceptib le plants is 3∶1 , which ind ica te that the

ro lled lea fmu tant is co-segregated w ith Basta resistance. The ro lled leaf mu tant caused by T-DNA(D s)

insertion w as further confirmed by T-DNA detection using PCRme thod. This ro lled leaf mu tant is usefu l

for iso lation of the tagged gene in rice.
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　　水稻是世界上重要的粮食作物之一 ,也是禾本

科植物中分子生物学研究的模式植物. 随着水稻全

基因组测序工作的快速发展
[ 1-2]
,如何破译全基因组

测序所获得的遗传信息 ,分析基因的功能 ,是水稻功

能基因组学所要解决的问题. 利用突变体分离和研

究植物基因是非常有用的方法之一. 除了可以利用

物理诱变和化学诱变等方法获得突变体外 ,还可以

用 T-DNA和转座子插入等方法诱导产生突变体 ,通

过插入标签法来分离植物基因
[ 3-8]

. 把玉米的转座子

A c(A ctiva tor激活因子 )和 Ds(Dissocia to r解离因子 )

引入水稻基因组中 ,构建水稻转座子插入突变体库 ,

对于研究水稻基因组的功能具有重要的意义
[ 7, 9-10]

.



中国科学院上海植物生理生态研究所通过农杆菌介

导法将改建过的 Ds转入水稻中花 11号品种中 ,构

建了一个携带 T-DNA(Ds)的水稻转化群体 ,并获得

了一些表型变异的材料 ,变异的性状主要包括黄化

苗 、白化苗 、条纹苗 、矮化 、不育性和株型变异等 ,但

关于插入突变体遗传分析的报道还不多
[ 11-15]

. 本文

报道一个由 T-DNA (D s)插入所引起的卷叶水稻突

变体 ,并对突变体进行了遗传分析 ,为进一步克隆该

基因并进行功能分析奠定了基础.

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究所用的 D s转化材料是粳稻 Oryza sativa

L. subsp. japonica中花 11号. T1代 D s转化株系由

中国科学院上海生命科学院植物生理生态研究所提

供. 用于转化的质粒 pD sBa r1300在 T-DNA区中携

带 Ds转座子 , D s的内部插入 Bar基因 ,能提供对

Basta (商用除草剂 , 有效成分为 phosphinothricin,

PPT膦丝菌素 )的抗性 ,在 Ds的旁侧插入潮霉素磷

酸转移酶基因 Hpt,能提供对潮霉素的抗性
[ 11]

.

1. 2　Basta抗性鉴定

在水稻分蘖期和抽穗期共进行 2次 Basta检测 ,

Basta检测参见陈兆贵等
[ 14]
的方法.

1. 3　PCR检测

PCR检测参见陈兆贵等
[ 14]
的方法. 所用引物为

DsP1(GGAAGCTTGG ATGAAAACGG TCGTAACG)和

DsP2(GGGAATTCTG AAGATGTAGC AAGTGGCTCC).

1. 4　突变体的种植

材料于 2000 ～ 2001年种植在华南农业大学教

学农场. 2000年早季 ,种植 D s转化株系 T1代 ,每个

株系种植 20个左右单株 , 筛选表型变异的材料.

2000年晚季至 2001年晚季 ,每季种植 3个群体的突

变体材料 ,每个群体种植 50株以上 ,用于突变体的

遗传分析.

2　结果与分析

2. 1　卷叶突变体的性状表现

在 T1代 ,对 Ds插入株系( insertion lines, ILs)进

行全生育期观察 ,从中筛选到 1个叶片卷曲的材料 ,

株系编号为 IL39. IL39最早在苗期就可以观察到卷

叶突变. 在整个生长期 ,突变体植株生长不良 ,叶子

披垂 ,叶片向外卷曲 ,突变植株比正常的植株矮小 ,

分蘖少;在抽穗成熟期 ,突变体植株的穗子较短 ,结

实率低. 根据叶片卷曲的程度不同 ,可以把突变体植

株分为 2类:一类为叶子卷曲程度大一些 ,后代不出

现性状的分离 ,为卷叶纯合体;另一类叶子卷曲程度

小一些 ,后代出现卷叶与非卷叶植株的分离 ,为卷叶

杂合体 (图 1).

Ⅰ :正常植株;Ⅱ:卷叶杂合体;Ⅲ:卷叶纯合体

Ⅰ :norm al p lan t;Ⅱ:heterozygote of rol led leafm u tant;

Ⅲ:hom ozygote of rolled leafm u tan t

图 1　 IL39卷叶突变体的表型

F ig. 1　The pheno types o f the ro lled leaf mu tan t IL39

2. 2　突变性状的遗传

从 T2代开始 ,连续 3个世代对 IL39的突变性状

进行了遗传分析 (表 1). 结果表明:在不同世代 ,分离

群体均出现 3∶1的卷叶和正常叶的分离 ,说明突变性

状能稳定遗传 ,是可遗传的变异;在同一分离世代 ,不

同株系的植株均出现卷叶和正常叶 2种类型 ,分离比

率符合 3∶1,表明卷叶突变是由 1对基因所控制.

表 1　 IL39卷叶突变性状的分离

Tab. 1　 Segregation of the rolled leaf phenotype in the popu-

lations der ived from the heterozygotes of mutan t

IL39

世代

gene ra tion

株数

no. o f p lants

合计

to ta l

卷叶

ro lled leaf

正常

norm a l leaf

 2

(3∶1)
P

T2 165 117 48 1. 26 0. 25 ～ 0. 50

T3 386 275 111 2. 71 0. 10 ～ 0. 25

T4 240 173 67 0. 94 0. 25 ～ 0. 50

2. 3　突变性状与 Ds共分离

在 T2 ～ T4代 ,对 IL39的 Basta抗性进行了遗传

分析. 结果 (表 2)表明:在不同的分离世代 ,杂合体

分离群体 Basta的抗感分离比率符合 3∶1,符合单基

因的遗传模式 ,表明 Bar基因是以单拷贝方式插入

到水稻染色体上 ,并能稳定遗传给后代.

对 IL39突变体的 T2 ～ T4代的表型和 Basta抗性

的遗传分析表明 ,凡是叶片卷曲的植株均表现为抗

Basta,而叶片正常的植株均表现出对 Basta的敏感
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(表 3),这表明卷叶突变与 Basta抗性共分离.

表 2　卷叶突变体分离群体中 Basta抗性的分离

Tab. 2　 Segregation of the Basta resistance in the popu la-

tion s derived from the heterozygote of IL39

世代

gene ra tion

株数

no. o f p lants

合计

to ta l

抗

re sistant

感

susceptible

 2

(3∶1)
P

T
2 165 117 48 1. 26 0. 25 ～ 0. 50

T3 386 275 111 2. 71 0. 10 ～ 0. 25

T4 240 173 67 0. 94 0. 25 ～ 0. 50

表 3　卷叶突变性状与 Basta抗性的共分离

Tab. 3　 Co-segregation of the rolled leaf and Basta resist-

ance in the popu lation s der ived from the mutan t

IL39 株

Basta抗性

Basta re sistance

世代

gene ra tion

卷叶

ro lled lea f

正常

no rm al lea f

合计

to ta l

抗 resistant T2 117 0 117

T
3 275 0 275

T4 173 0 173

感 suscep tible T2 0 48 48

T3 0 111 111

T4 0 67 67

合计 to ta l 575 226 801

2. 4　突变体的 PCR扩增带型

为了进一步从分子水平验证 IL39卷叶突变性状

与 Ds转座子之间存在共分离关系 ,用 D s转座子内

部的 1对引物 DsP1和 DsP2对 IL39部分植株进行

PCR扩增 (表 4). 结果表明:表现出对 Basta抗性的

卷叶植株 ,均能检测出 1条 500 bp的特异带;而表现

出对 Basta敏感的叶片正常的植株 ,不能扩增出这一

特异的 DNA条带 (图 2). 表明突变性状是由 Ds插

入引起的.

表 4　突变分离群体中 Ds的 PCR检测

Tab. 4　 D s de tect ion in the popu la tion s der ived from the

mutan t IL39 by PCR m ethod

表型

pheno type

Ds检测株数

No. o f plan ts of D s de tection

有

pre sen t

无

absent

合计

to tal

卷叶 ro lled leaf 115 0 115

正常 norm a l leaf 0 57 57

合计 to tal 115 57 172

　　M是 100 bp ladder;泳道 1、 5和 9其模板是正常植株 DNA;泳道

2～ 4、6 ～ 8和 10～ 12其模板是卷叶植株

M =100 bp ladder;Sam p le 1, 5 and 9 are norm al p lants;S am ple 2-4,

6-8 and 10-12 are rolled leafm utan ts

图 2　卷叶杂合体后代植株的 Ds带型

F ig. 2　Ds de tection in the seg regates de rived from the heterozy-

go te of IL39 by PCR

　　根据上述结果可以认为 ,在突变体 IL39中 ,由于

T-DNA(Ds)的插入导致了一个控制叶型的基因发生

了突变 ,使该基因的功能发生了改变 ,致使突变体表

现出卷叶.

3　讨论与结论

用转座子 A c /D s插入等方法构建突变库已成为

植物功能基因组学研究的一个重要组成部分
[ 16]
,而

筛选和鉴定各种类型的突变体 ,是分离植物基因和

分析基因功能的基础性工作. 通过对水稻 T-DNA

(Ds)插入纯合体的筛选和鉴定 ,我们已获得了一批

水稻 T-DNA(D s)插入的纯合体
[ 14]

. 在此基础上 ,本

研究获得了一个由 T-DNA(Ds)插入所引起的水稻卷

叶突变体 , 根据对该突变体进行表型观察 、遗传分

析 、Basta抗性检测和 D s的 PCR检测的结果 ,可以得

到以下几点结论:(1)IL39为卷叶突变体 ,卷叶是由

于基因突变所引起的;(2)对卷叶突变体进行遗传分

析 ,表明突变性状为单基因突变的结果 ,为单基因显

性遗传;(3)该基因的突变是由 T-DNA(Ds)插入所

引起的 , T-DNA(Ds)的插入引起正常叶基因失活 ,从

而产生表型变异.

前人对于 T-DNA(D s)插入突变体的遗传分析研

究 ,主要集中在拟南芥 、番茄和水稻等植物. Long

等
[ 3]
报道获得 7个 Ds插入的拟南芥突变体 ,其中 6

个突变体的突变性状与 D s共分离 ,另一个突变体的

突变性状与 D s不完全连锁 , 遗传距离为 11. 6 cM;

E rik等
[ 6]
报道了 3个与 D s共分离的番茄插入突变

体;在水稻中 , Izaw a等
[ 9]
报道获得 Ds插入突变体材

料 ,多数表现为与 T-DNA (D s)插入无关;王新其

等
[ 12]
和张梅芳等

[ 13]
报道获得了水稻突变体材料 ,并

作了遗传分析. 本研究通过表型筛选的方法鉴定了

1个水稻卷叶突变体 ,遗传分析结果表明 ,突变性状

表现出与 D s共分离 ,因此 Ds因子可以作为分子标

签来分离控制该性状的基因.

水稻的叶片卷曲是与水稻叶型或株型直接相关

的性状. 适度的叶片卷曲能保持叶片直立而不披垂 ,

在生长后期有利于改善水稻基部的受光条件 ,提高
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光能利用率 ,但叶片过度卷曲将会产生许多不利的

影响. 对于水稻卷叶的变异 ,前人作了一些研究 ,多

数研究报道卷叶变异是受隐性基因所控制的 ,也有

报道卷叶性状表现为不完全显性突变 ,并对一些卷

叶基因进行染色体定位工作
[ 17]

. 本研究获得了一个

卷叶突变体 ,对控制该性状基因的克隆 ,了解该基因

的表达调控将具有理论意义.
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