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究方向为水稻新品种选育ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)１５１６８５３６１＠ ｑｑ.ｃｏｍ
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　 　 摘要:　 水稻卷叶突变体是研究叶片发育机制和培育理想株型品种的重要资源ꎮ 本研究以 １ 个可稳定遗传的

卷叶突变体(暂命名为 ｒｌ￣ｚ)为试验对象ꎬ对其开展表型鉴定和基因定位ꎮ 表型鉴定结果显示ꎬ突变体 ｒｌ￣ｚ 的叶片在

整个生育期均呈筒状内卷ꎬ与其野生型植株相比ꎬ突变体的株高、穗长、分蘖数、千粒重均显著下降ꎮ 遗传分析结果

表明ꎬｒｌ￣ｚ 的突变表型受 １ 对隐性核基因控制ꎮ 利用突变体 ｒｌ￣ｚ 与籼稻品种扬稻 ６ 号杂交构建的 Ｆ２群体进行基因

定位ꎬ将卷叶基因定位于第 ９ 染色体的 ＩｎＤｅｌ 标记 ＪＹ１１ 至 ＪＹ１４ 之间ꎬ两标记之间物理距离为 ３８􀆰 ５ ｋｂꎬ此区间内仅

有 １ 个预测基因(ＲＬ９ꎬＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２３２００)ꎬ该基因编码 ＧＡＲＰ 转录因子ꎮ 对 ＲＬ９ 进行测序ꎬ结果表明该基因在第 １
个外显子１０３ ０８６~１０３ １２１处缺失 ３６ 个碱基ꎬ同时在１０３ ５２４处存在 １ 个单碱基突变ꎮ 基因定位结果说明突变体 ｒｌ￣
ｚ 的卷叶特性可能是由于 ＲＬ９ 基因突变导致 ＧＡＲＰ 转录因子功能异常引起的ꎮ
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３８.５ ｋｂ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｇｅｎｅ (ＲＬ９ꎬ ＬＯＣ＿
Ｏｓ０９ｇ２３２００) ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ ｒｏｌｌｅｄ ｌｅａｆ ｍｕｔａｎｔꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇꎻ ＲＬ９ ｇｅｎｅ

　 　 叶片是水稻进行蒸腾作用、光合作用及呼吸作

用的重要器官ꎬ直接影响同化产物的形成和运输ꎬ决
定着水稻的最终产量[１]ꎮ 因此ꎬ水稻叶片性状始终

是育种家、遗传学家关注的焦点ꎮ 研究发现叶片并

非越大越好ꎬ只有大小适度才能保证水稻单株乃至

整个群体的光能利用效率[２]ꎮ 卷叶是叶片向近轴

面或远轴面卷曲的一种特殊表型ꎮ 水稻叶片适度卷

曲能够减少叶片间的相互遮蔽ꎬ提高透光性ꎬ进而改

善群体中下层的受光条件ꎬ提高水稻的产量及品

质[３]ꎮ
水稻种质资源丰富ꎬ卷叶的性状也复杂多样ꎮ

根据叶片卷曲的方向可分为内卷、外卷和扭曲 ３ 种

类型ꎻ根据卷曲的程度可分为高度卷曲(筒状)、中
度卷曲和轻微卷曲 ３ 种类型ꎻ根据卷曲的位置可分

为整株卷曲和部分卷曲 ２ 种不同类型ꎻ根据卷曲发

生的时期可分为全生育期卷曲、苗期卷曲、生育中期

卷曲、动态卷曲等多种不同类型[４]ꎮ 研究发现ꎬ造
成水稻叶片卷曲的原因主要包括 ５ 个方面:(１)泡

状细胞大小及数量的改变ꎬ参与调控的基因多达几

十个ꎬ 如 ｓｌｌ２[５]、 ＯｓＲＲＫ１[６]、 Ｒｏｃ５[７]、 ＮＡＬ７[８]、 Ｏｓ￣
ＺＨＤ１[９]等ꎮ (２)近轴面或远轴面发育异常ꎬ目前已

被挖掘的基因有 ａｄｌ１[１０]、ＳＬＬ１[１１]、ＯｓＡＧＯ７[１２]ꎮ (３)
厚壁组织发育异常ꎬ参与调控的基因有 ＲＬ１４[１３]、
ＮＲＬ２[１４]ꎮ (４)角质层结构的变化ꎬ相关调控基因有

ＣＦＬ１[１５]和 ＯｓＭＹＢ１０３Ｌ[１６]等ꎮ (５)多种细胞或组织

同时发生改变ꎬ这主要是由一些调控因子(如 ｍｉＲ￣
ＮＡ)和激素相关基因决定[１７]ꎮ

卷叶性状已在水稻育种中得到一定的应用ꎬ培
育出了部分叶型较为理想的品种ꎬ如国际水稻研究

所的 ＩＲ８ꎬ韩国育成的密阳 ２２ 和密阳 ２３ꎬ江苏省农

业科学院粮食作物研究所培育的两优培九和培两优

Ｅ３２ 等ꎬ这些品种都具有丰产特性ꎬ在生产上得到了

大面积的推广种植[１８]ꎮ 目前ꎬ水稻叶片卷曲的相关

研究也取得了一定的进展ꎬ但由于卷叶突变往往伴

有不利性状ꎬ在传统育种应用中面临着一定的挑战ꎮ
随着基因编辑技术的发展ꎬ挖掘更多卷叶种质资源

并深入研究其遗传基础具有重要的现实意义ꎮ 前

期ꎬ本研究团队在水稻群体中发现了 １ 份叶片高度

卷曲的自然突变体 ｒｌ￣ｚꎮ 通过对该突变体进行表型

鉴定、遗传分析、基因定位等ꎬ为进一步阐明水稻卷

叶的分子机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

粳型卷叶突变体来自于水稻自选品系 Ｌ３１８ 的

自然变异ꎬ该突变体表现为叶片深绿ꎬ向内卷曲成筒

状ꎮ 经多年连续自交种植ꎬ卷叶性状稳定ꎬ不受环境

影响ꎬ暂定名为 ｒｌ￣ｚ ( ｒｏｌｌｅｄ ｌｅａｆ￣ｚ)ꎮ 供试材料包括

粳型卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ、野生型 Ｌ３１８ 及籼稻品种扬稻

６ 号ꎮ
１.２　 表型鉴定

２０１９ 年在江苏丘陵地区镇江农业科学研究所

试验基地种植所有材料ꎬ采用单本栽插方式ꎬ株行距

为１８ ｃｍ×２５ ｃｍꎬ田间栽培管理采用常规方式ꎮ 在

水稻苗期和拔节期随机选取长势相近的突变体 ｒｌ￣ｚ
和野生型各 １０ 株ꎬ测定每株的剑叶叶片卷曲度(ｌｅａｆ
ｒｏｌｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘꎬＬＲＩ)ꎮ 计算公式为 ＬＲＩ ＝ [( Ｌｗ －Ｌｎ ) /
Ｌｗ] ×１００％ꎬ其中 Ｌｗ为叶片完全展开时最宽处的宽

度( ｃｍ)ꎬ Ｌｎ 为叶片最宽处在自然卷曲后的宽度

(ｃｍ) [１９]ꎮ 在水稻成熟期测定株高、有效分蘖数、穗
长、千粒重、结实率等主要农艺性状ꎮ
１.３　 遗传分析

用卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 和野生型 Ｌ３１８ 进行正反交ꎬ
２０１９ 年冬季在海南省陵水县加代获得 Ｆ２ꎬ第 ２ 年正

季在江苏丘陵地区镇江农业科学研究所试验基地种

植ꎬ分蘖期统计 Ｆ２群体中叶片正常(野生型)与叶片

卷曲(突变型)的植株数量ꎬ计算分离比ꎬ并进行 χ２

测验ꎮ
１.４　 基因定位

以籼稻品种扬稻 ６ 号为父本与卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ
进行杂交ꎬ构建 Ｆ２定位群体ꎮ 采用 ＣＴＡＢ 法进行水

稻基因组 ＤＮＡ 的提取[２０]ꎬ等量混合突变型和野生

型单株的总 ＤＮＡꎬ分别构建突变体池和野生型池ꎮ
选取本实验室保存的均匀分布于水稻 １２ 条染色体

上的 ＳＳＲ 标记和 ＩｎＤｅｌ( Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ￣ｄｅｌｅｔｉｏｎ)标记ꎬ对
突变体 ｒｌ￣ｚ、籼稻品种扬稻 ６ 号的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩
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增ꎬ筛选多态性标记ꎮ 获得的多态性标记用于扩增

野生型池、突变体池的 ＤＮＡ 模板ꎬ并进行连锁分析ꎮ
获得的潜在连锁标记用于初定位ꎬ以 Ｆ２群体中 ３０
株突变型单株的 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 在连

锁区段内查找并进一步设计有多态性的引物 ７ 对

(表 １)ꎬ扩大定位群体ꎬ以 Ｆ２群体中所有突变型单

株的 ＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增后进行基因型分析ꎬ确
定卷叶基因在染色体上的位置ꎮ ＰＣＲ 扩增采用２×
Ｔ５ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂(购自北京擎科生物科技股

份有限公司)ꎬ扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃
变性 ３５ ｓꎬ５５~６０ ℃(依不同引物而定)退火 ３５ ｓꎬ７２
℃复性 ３５ ｓꎬ３２ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产

物采用 ８％聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测ꎮ
１.５　 候选基因的预测与分析

将卷叶突变基因定位于 ３８.５ ｋｂ 区间后ꎬ通过

Ｅｎｓｅｍｂｌｅ ｐｌａｎｔｓ(ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ.ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔ￣
ｍｌ)和 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ.ｇｏｖ)数据库

查询区间内所有基因ꎮ 以 ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２３２００ 基因序

列为参考ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计基因扩

增引物ꎮ 使用 ＴａＫａＲａ ＬＡ Ｔａｑ 􀅺 ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ 试
剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增程序

为:９８ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ３５ ｓꎬ ６０ ℃退火

３５ ｓꎬ７２ ℃复性 １ ｍｉｎꎬ３２ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序ꎮ 测序结果经序列比对后ꎬ确定突变

位点ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 突变体 ｒｌ￣ｚ 的表型特征及农艺性状

与野生型 Ｌ３１８ 相比ꎬ突变体 ｒｌ￣ｚ 表现为全生育

期整株叶片都卷曲ꎬ叶片沿主脉纵向内卷ꎬ在拔节期

叶片呈现圆筒状ꎬ后期新生叶片无法完全从前 １ 张

叶片中抽出ꎬ其叶片还表现出颜色更深(图 １Ａ、图
１Ｂ)、主脉更粗(图 １Ｃ、图 １Ｄ)的特性ꎮ 成熟期突变

体 ｒｌ￣ｚ 稻穗无法散开ꎬ成熟时穗型同稻穗未抽出时

的表型类似(图 １Ｅ)ꎮ

Ａ:突变体 ｒｌ￣ｚ 和野生型 Ｌ３１８ 植株株型ꎻＢ:ｒｌ￣ｚ 植株卷叶表型ꎬ箭头处为新叶片无法抽出的部位ꎻＣ:突变体 ｒｌ￣ｚ 成熟叶的横切面ꎬ箭头处为叶

片的主脉ꎻＤ:野生型 Ｌ３１８ 成熟叶的横切面ꎬ箭头处为叶片的主脉ꎻＥ:突变体 ｒｌ￣ｚ 和野生型 Ｌ３１８ 的穗型ꎮ
图 １　 卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 与野生型 Ｌ３１８ 的形态比较

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｏｌｌｅｄ ｌｅａｆ ｍｕｔａｎｔ ｒｌ￣ｚ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｌ３１８

　 　 从表 １ 可知ꎬ突变体 ｒｌ￣ｚ 在苗期表现出明显的

卷叶特征ꎬ卷曲度达到 ３４􀆰 ８１％ꎻ随着植株生长发

育ꎬ叶片卷曲度逐渐增加ꎬ在拔节期达到基本稳定ꎬ
卷曲度高达 ６２􀆰 ５６％ꎮ 野生型 Ｌ３１８ 在整个生育期

叶片始终呈现平展状ꎬ卷曲度值与突变体 ｒｌ￣ｚ 的差

异达极显著水平ꎮ 突变体 ｒｌ￣ｚ 植株的主要农艺性状

如株高、穗长、分蘖数、千粒重与野生型 Ｌ３１８ 均存在

显著差异ꎮ 突变体 ｒｌ￣ｚ 平均株高为 ７０􀆰 １１ ｃｍꎬ野生
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型 Ｌ３１８ 植株平均株高为 １０５􀆰 ２３ ｃｍꎻ突变体 ｒｌ￣ｚ 穗

长为 １０􀆰 ８０ ｃｍꎬ较野生型短 ８􀆰 ２０ ｃｍꎻ突变体 ｒｌ￣ｚ 平

均分蘖数为 ８􀆰 ０５ 个ꎬ显著低于野生型的 １１􀆰 ３７ 个ꎻ
卷叶突变导致结实率降低ꎬ种子干瘪瘦小ꎬ千粒重下

降至 １３􀆰 １１ ｇꎬ远低于野生型的 ２５􀆰 ０９ ｇꎮ
２.２　 突变体 ｒｌ￣ｚ 的遗传分析

突变体 ｒｌ￣ｚ 与野生型 Ｌ３１８ 的正反交试验结果

表明ꎬ无论突变体 ｒｌ￣ｚ 作父本还是作母本ꎬ得到的 Ｆ１

代植株叶片均表现为正常平展ꎬ其自交后代 Ｆ２群体

则出现明显分离ꎬ且叶片正常平展植株数和卷叶植

株数比值符合３ ∶ １(表 ２)ꎬ表明其卷叶突变性状是

由单隐性核基因控制的ꎮ

表 １　 突变体 ｒｌ￣ｚ 与野生型 Ｌ３１８ 植株农艺性状的比较

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｌ￣ｚ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ
Ｌ３１８ ｐｌａｎｔｓ

农艺性状　 　 　 野生型 Ｌ３１８ 突变体 ｒｌ￣ｚ

苗期叶片卷曲度 (％) ４.３６±０.１２ ３４.８１±０.６１∗∗

拔节期叶片卷曲度 (％) ６.７２±０.２４ ６２.５６±０.５７∗∗

株高 (ｃｍ) １０５.２３±３.６２ ７０.１１±１.７０∗∗

穗长 (ｃｍ) １９.００±０.７７ １０.８０±０.４３∗∗

分蘖数 (个) １１.３７±２.１０ ８.０５±２.７５∗∗

结实率 (％) ９３.３８±１.０７ １３.９０±２.６１∗∗

千粒重 (ｇ) ２５.０９±０.９８ １３.１１±１.１４∗∗

∗∗表示突变体 ｒｌ￣ｚ 与野生型 Ｌ３１８之间的差异达极显著水平(Ｐ<０.０１)ꎮ

表 ２　 野生型 Ｌ３１８ 和突变体 ｒｌ￣ｚ 正反交组合的 Ｆ２群体分离比

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｃｒｏｓｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｌ３１８ ａｎｄ ｒｌ￣ｚ

组合　 　 　 　 Ｆ２代叶片正常植株数(株) Ｆ２代卷叶植株数(株) 实际分离比 χ２
(３ ∶ １)(χ２０.０５ ＝ ３.８４)

野生型 Ｌ３１８×突变体 ｒｌ￣ｚ １ ５０７ ５１２ ２.９４ ０.１３

突变体 ｒｌ￣ｚ×野生型 Ｌ３１８ １ ４２１ ５０３ ２.８３ １.２８

２.３　 基因定位及候选基因的序列分析

利用均匀覆盖水稻 １２ 条染色体上的 ５００ 对分子

标记分析卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ、籼稻品种扬稻 ６ 号的多态

性ꎬ结果发现有 ６３ 对分子标记在两亲本间存在多态

性ꎮ 利用这 ６３ 对分子标记对 Ｆ２群体中的突变体池和

野生型池进行基因型分析ꎬ将目的基因初步定位于第

９ 染色体上的分子标记 ＲＭ７０３８ 至 ＲＭ４６０ 之间(图
２Ａ)ꎬ并通过 ３０ 株卷叶单株对上述结果进行验证ꎮ

Ａ:卷叶基因的初定位ꎻＢ:卷叶基因的精细定位ꎻＣ:ＲＬ９ 基因的结构ꎻＤ:ＲＬ９ 基因的突变位点ꎮ
图 ２　 卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 的基因定位及候选基因分析

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｒｏｌｌｅｄ ｌｅａｆ ｍｕｔａｎｔ ｒｌ￣ｚ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ
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　 　 为进一步缩小定位区间ꎬ在 ＲＭ７０３８ 至 ＲＭ４６０
之间开发出了 ７ 对在亲本间有多态性的引物ꎬ分别

是 ＪＹ０１￣Ｆ / ＪＹ０１￣Ｒ、 ＪＹ０３￣Ｆ / ＪＹ０３￣Ｒ、 ＪＹ０４￣Ｆ / ＪＹ０４￣
Ｒ、 ＪＹ０９￣Ｆ / ＪＹ０９￣Ｒ、 ＪＹ１１￣Ｆ / ＪＹ１１￣Ｒ、 ＪＹ１４￣Ｆ / ＪＹ１４￣
Ｒ、ＪＹ１５￣Ｆ / ＪＹ１５￣Ｒꎬ利用这 ７ 对引物分析 Ｆ２群体中

５１２ 株卷叶单株的基因型ꎬ其中 ＪＹ１１、ＪＹ１４、ＪＹ１５ 引

物分别检测到的交换数较少ꎬ分别为 １ 株、１ 株、２
株ꎮ 通过以上分析结果ꎬ最终将卷叶基因定位于

ＪＹ１１ 引物标记与 ＪＹ１４ 引物标记之间ꎬ两引物标记

之间的物理距离为 ３８􀆰 ５ ｋｂ(图 ２Ｂ)ꎮ
　 　 在这 ３８􀆰 ５ ｋｂ 的定位区间仅存在 １ 个预测基

因ꎬ为卷叶调控相关基因 ＲＬ９( ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２３２００)ꎮ
设计引物 Ｃｕｒｌ￣１￣Ｆ / Ｃｕｒｌ￣１￣Ｒ ~ Ｃｕｒｌ￣５￣Ｆ / Ｃｕｒｌ￣５￣Ｒ(表
３)对该基因的基因组进行测序ꎬ结果表明该基因的

第 １ 个外显子上存在 ２ 处突变ꎬ第 １ 处为１０３ ０８６~
１０３ １２１处的 ３６ ｂｐ 碱基缺失 ( ＴＣＧＡＣＧＣＣＧＧＣＧ￣
ＧＣＧＧＣＧＣＧＴＣＧＧＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣ )ꎬ 第 ２ 处 为

１０３ ５２４处发生的单碱基突变ꎬ即 Ｃ 突变为 Ｔ(图

２Ｃ、图 ２Ｄ)ꎬ该基因是 ＲＬ９ 的 １ 个新的等位基因ꎬ
ＲＬ９ 基因的等位突变可能是导致突变体 ｒｌ￣ｚ 卷叶形

成的主要原因ꎮ

表 ３　 本研究所用的引物信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 引物序列(５′→３′) 　 　 　 片段长度
(ｂｐ) 作用

ＪＹ０１￣Ｆ
ＪＹ０１￣Ｒ

ＣＡＴＧＡＡＡＧＡＡＣＡＡＧＣＡＣＡＡＡ
ＧＣＣＴＴＴＴＧＴＴＡＴＴＡＴＧＧＧＴＧ

１３３ 精细定位

ＪＹ０３￣Ｆ
ＪＹ０３￣Ｒ

ＧＡＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＡＧＣＧＴＧ
ＣＧＴＴＣＴＣＣＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＡＴ

１３１ 精细定位

ＪＹ０４￣Ｆ
ＪＹ０４￣Ｒ

ＡＡＧＴＴＴＣＧＣＡＣＧＡＡＡＴＴＡＡＣ
ＡＧＴＡＣＡＧＡＣＧＴＡＣＧＴＴＴＣＣＣ

１６６ 精细定位

ＪＹ０９￣Ｆ
ＪＹ０９￣Ｒ

ＣＴＴＧＡＴＣＣＡＡＣＧＧＧＴＡＴＡＡＡ
ＡＴＣＴＴＣＡＣＡＣＣＴＣＣＣＴＴＣＴＴ

１３４ 精细定位

ＪＹ１１￣Ｆ
ＪＹ１１￣Ｒ

ＧＧＡＡＴＣＴＴＧＣＴＴＣＡＣＡＴＴＴＣ
ＣＣＴＴＧＧＧＡＴＴＴＧＣＴＡＣＴＡＣＴ

１６０ 精细定位

ＪＹ１４￣Ｆ
ＪＹ１４￣Ｒ

ＴＣＣＡＡＡＴＧＡＴＴＣＡＡＴＴＣＣＴＣ
ＴＣＴＣＣＣＧＴＴＧＴＧＡＴＴＡＡＡＧＴ

１５４ 精细定位

ＪＹ１５￣Ｆ
ＪＹ１５￣Ｒ

ＧＧＣＴＴＴＣＣＡＡＴＧＴＧＴＡＴＡＡＴ
ＧＧＡＧＣＡＡＴＴＣＡＧＡＣＡＡＧＴＴＣ

１６５ 精细定位

Ｃｕｒｌ￣１￣Ｆ
Ｃｕｒｌ￣１￣Ｒ

ＴＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＣＴＣＴＣＣＴＣＡＣＴＧ
ＧＴＡＧＡＴＡＧＧＴＡＴＣＣＣＧＣＧＧＡＴ

８９５ 片段克隆

Ｃｕｒｌ￣２￣Ｆ
Ｃｕｒｌ￣２￣Ｒ

ＧＧＧＡＴＡＣＣＴＡＴＣＴＡＣＡＡＣ
ＧＴＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＡＣＴＣＡＧ

８６９ 片段克隆

Ｃｕｒｌ￣３￣Ｆ
Ｃｕｒｌ￣３￣Ｒ

ＴＣＣＣＧＣＴＴＣＡＴＧＣＣＣＡＡＧ
ＣＴＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＣＡＡＧＡＡＴ

５００ 片段克隆

Ｃｕｒｌ￣４￣Ｆ
Ｃｕｒｌ￣４￣Ｒ

ＴＧＧＣＴＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＧＧＴＴＴＣ
ＧＣＣＡＡＡＧＴＴＴＧＴＴＧＧＴＧＴＴＧＣＣ

７７１ 片段克隆

Ｃｕｒｌ￣５￣Ｆ
Ｃｕｒｌ￣５￣Ｒ

ＧＣＡＣＡＣＴＧＴＴＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＴ
ＴＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡＴＣＧＡＧＡＣＧＣＧ

９０１ 片段克隆

３　 讨 论

卷叶是异型叶的一种ꎬ水稻叶片的卷曲度决定

着种质资源在生产上的应用价值ꎮ 卷曲度适中的植

株在高密度种植条件下能够提高群体干物质的积

累ꎬ有助于实现水稻的超高产ꎬ具有重要的应用价

值[２１]ꎮ 但是ꎬ目前已报道的水稻卷叶突变体多数叶

片卷曲过度ꎬ影响水稻分蘖数、株高、育性等农艺性

状ꎬ限制了其在生产上的利用价值[２２]ꎮ 本研究中发

现的卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 为全生育期筒状卷曲ꎬ这严重

影响了植株对光能的利用ꎬ导致突变体株高、穗长、
分蘖数、千粒重、结实率均显著低于野生型ꎮ 同时由

于叶片卷曲过度新叶无法完全从上一张叶片中抽

出ꎬ导致株型松散ꎬ该性状并没有起到降低植株叶片

披垂度、提高株型紧凑度的作用ꎮ 但挖掘更多不同

的卷叶种质资源有助于我们更深入地了解叶片卷曲

的特性ꎬ并最终充分利用该性状ꎮ
前人研究发现ꎬ水稻卷叶性状遗传方式复杂多

样ꎬ目前已鉴定出多个隐性单基因如 ｐｓｌ１[２３]、
ｒｏｃ５[７]、ＮＡＬ７[８]、 ｓｏｌ１[２４]、 ｓｌｌ２[５]、 ｒｌ９( ｔ)

[２５] 等ꎻ鉴定出

的不完全隐性基因有 ｒｌ( ｔ) [２６]、 ｒｌ８[２７]ꎻ显性基因有

ｒｅｌ１[２８]、 ＣＦＬ１[１５]、 ｚ２[２９]、 ＯｓＡＧＯ７[１２]、 ＡＣＬ１[３０]、
Ｒｏｃ８[３１]、ｒｌ１２(ｔ)

[３２] 等ꎮ 此外ꎬ一些卷叶突变存在着

多对基因的互作[７ꎬ３３]ꎮ 本研究通过对 Ｆ２ 群体进行

表型鉴定ꎬ结果发现平展叶植株和卷叶突变植株符

合３ ∶ １ 的分离比ꎬ说明获得的卷叶突变体是由隐性

单基因控制ꎮ
经基因定位分析ꎬ将突变体 ｒｌ￣ｚ 的卷叶基因定位

于第 ９ 染色体上分子标记 ＪＹ１１至 ＪＹ１４之间ꎬ两标记的

物理距离为 ３８.５ ｋｂꎮ 通过区间内基因的预测ꎬ发现该

区间内存在 １ 个已报道的卷叶基因 ＲＬ９ (ＲＯＬＬＥＤ
ＬＥＡＦ ９)ꎮ 据报道ꎬ该基因主要通过调控叶肉细胞的程

序性死亡来控制叶片形态ꎬ当 ＲＬ９ 基因发生突变ꎬ叶肉

细胞的程序性死亡功能紊乱ꎬ叶片上细胞的数量、大小

发生变化ꎬ进而引起叶片高度卷曲[１１ꎬ３４]ꎮ 本研究中突

变体 ｒｌ￣ｚ 叶片表现为筒状卷曲ꎬ表型与目前报道的 ＲＬ９
突变表型相类似ꎮ

目前已报道的 ＲＬ９ 基因突变主要集中在第 １ 外

显子和第 １、第 ３ 内含子的剪切位点处ꎬ包括第 １ 外显

子 上 Ｃ１０３ ５０７ ➝ Ａ１０３ ５０７、 Ｇ１０３ ６４１ ➝ Ａ１０３ ６４１ 的 点 突 变ꎬ
( ＣＣＧ )１０３ ６００－１０３ ６０２ ３ 个 碱 基 的 缺 失ꎬ
(ＧＴＣＧＧ)１０３ ５０８－１０２ ５１２和(ＴＣＧＣＣ)１０３ ２７４－１０３ ２７８５ 个碱基的

９８９１余　 波等:一个水稻全生育期卷叶突变体的表型分析和基因定位



缺失ꎻ第 １ 内含子 Ａ１０３ ７４０➝Ｇ１０３ ７４０的点突变ꎻ第 ３ 内含

子 Ｇ１０４ ４５４ ➝Ａ１０４ ４５４ 的点突变ꎬ这几种突变导致了

ＧＡＲＰ 蛋白空间结构形态的改变ꎬ最终影响其功

能[１１ꎬ３４￣３７]ꎮ 本研究对突变体 ｒｌ￣ｚ 的 ＲＬ９ 基因进行测

序发现ꎬ在基因第 １ 个外显子的１０３ ０８６~１０３ １２１处存

在 ３６ ｂｐ 的缺失碱基ꎬ同时在１０３ ５２４处存在 Ｃ 突变为

Ｔ 的单碱基突变ꎬ这 ２ 处突变与以往报道的 ＲＬ９ 基因

突变不同ꎬ是 １ 种新的等位变异ꎮ 卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 中

ＲＬ９ 基因的变异可能导致 ＧＡＲＰ 转录因子功能的异

常ꎬ从而引起叶片变为卷曲的特性ꎮ

４　 结 论

本研究的卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 来源于自然突变ꎬ该
突变体的叶片表现为全生育期整株筒状内卷以及叶

脉变粗、颜色加深等性状ꎮ 此外ꎬ该卷叶突变体可引

起株高变矮、穗长变短、分蘖数减少、千粒重降低等

性状变化ꎮ 遗传分析结果表明卷叶突变体 ｒｌ￣ｚ 受 １
对隐性单基因控制ꎬ并将该基因定位于第 ９ 染色体

上分子标记 ＪＹ１１ 至 ＪＹ１４ 之间ꎬ二者之间物理距离

为 ３８.５ ｋｂꎮ 通过基因预测发现该区间内存在 １ 个

已报道的卷叶基因 ＲＬ９ꎮ 将 ＲＬ９ 基因进行测序发现

在第 １ 个外显子 １０３ ０８６~ １０３ １２１ 处的缺失及

１０３ ５２４处的点突变可能是导致突变体 ｒｌ￣ｚ 植株叶

片卷曲的主要原因ꎮ 突变体 ｒｌ￣ｚ 是 １ 个新型的内卷

叶突变体ꎬ虽然不能直接应用于水稻育种ꎬ但可为水

稻卷叶研究提供 １ 种新的基因资源ꎮ
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