
西北农业学报 2020,29(6):860-869
ActaAgriculturaeBoreali-occidentalisSinica

网络出版日期:2020-06-02 doi:10.7606/j.issn.1004-1389.2020.06.006
网络出版地址:http://kns.cnki.net/kcms/detail/61.1220.S.20200601.1204.002.html

玉米轴色突变体698-3R的遗传鉴定

收稿日期:2019-09-12  修回日期:2019-10-28
基金项目:四川省科技支撑计划项目(2016NYZ0006,2011FZ0119);四川省重点研发项目(2019YFN0012)。
第一作者:余学杰,男,学士,实验师.主要从事玉米遗传育种研究。E-mail:yuxj305@163.com
通信作者:石海春,男,博士,教授,博士生导师,主要从事玉米遗传育种研究。E-mail:haichun169@163.com

余学杰1,2,李开兵1,3,张 玉1,4,
柯永培1,2,蔡 林2,石海春1,2

(1.四川农业大学 农学院,成都 611130;2.四川农大正红生物技术有限责任公司,成都 610213;

3.贵州毕节市农业农村局,贵州毕节 551700;4.山东鑫丰种业有限公司,山东聊城 252400)

摘 要 以辐射诱变获得的玉米红轴突变体698-3R为材料,通过遗传交配设计分析轴色的遗传规律,利用

SSR-BSA法初步定位轴色基因,并对候选基因进行克隆和表达分析。结果表明:(1)突变体698-3R的红轴对

白轴性状表现为显性遗传,受一对核基因控制,初步定位在第一染色体上的SSR标记phi095与umc1452之

间,与phi095相距3.9cM,与umc1452相距7.1cM,将该基因暂定名为C(t);(2)以轴色基因P1 的cDNA为

模板克隆C(t),发现698-3R有3个C(t)转录本,而野生型698-3中至少有2个;预测氨基酸序列比对发现,

698-3R中3个C(t)蛋白的氨基酸序列与已知 P1-wr蛋白一致,突变使其获得完整的 MYB结构域和酸性激

活域,而野生型698-3中698-3-P-1蛋白由于编码序列缺失导致移码突变,不具有该功能结构域;(3)对 C(t)
基因qRT-PCR分析发现,除25DAP外,其余4个时期在698-3R中表达水平均显著或极显著高于698-3;以

A1 和C2 基因表达验证分析发现,C(t)与验证基因表达模式一致,说明C(t)可能具有P1 激活调控A1 和

C2 基因表达的功能。推测该红轴基因C(t)可能为一个P1-wr基因。
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  种质资源是玉米育种的物质基础,玉米种质

资源的研究工作一直被高度重视[1-4]。广泛应用

辐射诱变创制新的玉米种质资源,直至选育新品

种,是突破玉米育种实践中资源遗传基础狭窄瓶

颈的可能技术之一[5-7]。玉米自交系698-3自身

综合性状优良,已组配出10多个杂交种,在生产

应用上取得了显著的社会经济效益[8],用它作为

基础材料进行改良,创制新的优良玉米种质资源

的可能性较大。本试验以用60Co-γ射线辐射诱变

处理玉米自交系698-3获得的一份红轴突变体

698-3R为材料,研究其轴色遗传规律,定位控制

该轴色基因,并对其候选基因进行克隆和表达分

析,为该突变体的进一步应用研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

玉米自交系698-3(P1),以及用60Co-γ射线

辐射该自交系而获得的一份遗传稳定的红轴突变

体,暂命名为698-3R(P2),正、反交F1、B1、B2 和

F2 群体,均由四川正红生物技术有限责任公司提

供。其中,经多年田间种植鉴定,亲本698-3和

698-3R除轴色有明显差异外,其余主要农艺经济

性状无显著差异。

1.2 试验方法

1.2.1 田间试验 在四川和海南构建正交F1
(P1×P2)、反交F1(P2×P1)、B1 正交[(P1×P2)

×P1]、B1 反交[(P2×P1)×P1]、B2 正交[(P1×
P2)×P2]、B2 反交[(P2×P1)×P2]和F2 群体。
在公司双流育种基地种植亲本P1、P2,F1 正反交

群体,B1、B2 正反交群体和F2 群体。其中亲本和

正反交F1 代,6行区,每行7穴,每穴2株定苗,
种植密度50000株/hm2,每个分离群体种植1个

果穗的全部种子,每穴播种3粒,不间苗。田间考

察所有群体果穗的轴色。



1.2.2 红轴基因定位 定位群体为F2 代正反交

群体,在5~6片叶时,田间取亲本P1、P210株幼

嫩叶片混合,F2 正反交群体同时单株取样,DNA
提取采用2×CTAB法,15μLPCR反应体系,用

6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳扩增产物,银染法检

测[9]。根据F2 群体穗轴颜色,参照 Michelmore
等[10]提出的分离群体分组分析法(Bulkedseg-
regantanalysis,BSA),在F2 群体中随机选取红

轴和白轴各10个单株,分别取等量DNA混合,
建成红轴基因池和白轴基因池。根据在红、白池

间筛选的SSR引物情况,对在两池间多态性表现

稳定的SSR标记,用F2 代正反交群体中全部白

轴单株进行PCR扩增,统计白轴单株对应的SSR
多态性结果,用红轴单株做验证。将具有白轴

698-3带型的单株记为A,具有红轴698-3R带型

的单株记为B,具有双亲本杂合带型的单株记为

H,用 MAPMARKER3.0软件对F2 分离群体的

轴色性状和分子标记的分离数据进行连锁分析,
利用 Kosambi函数将重组率转化为遗传距离

(cM)[11]。

1.2.3 候选基因克隆 根据遗传分析与基因定

位结果,在 MaizeGDB上搜索定位区段附近轴色

相关基因,根据结果基因模型为模版使用Oligo7
设计引物,Trizol法提取穗轴颖片总RNA,PCR
扩增目的基因片段,将目的片段连入 T5载体

(pEASY○R-T5ZeroCloningKit,购自TRANS),
挑单克隆重复测序,使用DNAMAN对测序结果

比对,IBS1.0序列图绘制软件比对结果作图。

1.2.4 表达分析 取698-3R和698-3自然授粉

后5、10、15、20和25d(DAP)的穗轴颖片;Trizol
法提取总 RNA,TaKaRa试剂盒PrimeScriptTM

RTreagentKitwithgDNAEraser(PerfectReal
Time)去除基因组DNA与反转录,SYBR荧光染

料法(UltraSYBRMixture试剂盒,康为世纪生物

科技有限公司),基因相对表达量计算采用Livak
等[12]方法,利用Excel2007进行相对表达量作

图;PCR反应在C1000TMThermalCyclerPCR仪

上进行,CFX96Real-TimeSystem 进行荧光收

集;内参为β-Actin;每个时期各材料均取3株样,
做3次技术重复。

2 结果与分析

2.1 突变体698-3R轴色的遗传规律

对各群体果穗轴色分离情况进行统计分析

(表1)表明:所有698-3果穗均为白轴,698-3R、
正反交F1 果穗和以698-3R为轮回亲本的2个回

交B2群体的果穗均表现为红轴,说明698-3R红

轴性状受细胞核显性基因控制;2个正反交F2 群

体的果穗出现分离,经χ2 检验,红轴与白轴符合

3∶1分离比例,2个回交B1群体则符合1∶1分

离比例,所有正反交组合轴色分离比例一致,不受

细胞质效应影响,表明该突变体穗轴颜色是受1
对核基因控制,将该基因暂定名为C(t)。

表1 各群体轴色表现

Table1 Segregationofcobcolorineachpopulation

群体
Population

总株数
Totalnumbers
ofplants

红轴株数
Plantnumber
ofredcob

白轴株数
Plantnumber
ofwhitecob

红轴∶白轴
Ratioofredcob
towhitecob

理论比例
Theoretical
ratio

卡方值
χ2

P1(698-3) 84 0 84 - - -

P2(698-3R) 84 84 0 - - -

F1正(698-3×698-3R) 84 84 0 - - -

F1反(698-3R×698-3) 84 84 0 - - -

F2正(698-3×698-3R) 276 205 71 2.89∶1 3∶1 0.0435

F2反(698-3R×698-3) 207 156 51 3.06∶1 3∶1 0.0016

B1正(698-3×698-3R)×698-3 308 157 151 1.04∶1 1∶1 0.0812

B2正(698-3×698-3R)×698-3R 316 315 1 - - -

B1反(698-3R×698-3)×698-3 393 187 206 1∶1.1 1∶1 0.8244

B2反(698-3R×698-3)×698-3R 259 259 0 - - -

2.2 突变体698-3R轴色基因的分子标记定位

2.2.1 多态性引物筛选 首先选用均匀分布于

玉米10条染色体上的475对SSR引物,检测

698-3R与698-3的基因组DNA扩增差异,共筛
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选出18对在亲本间表现多态性稳定且重复性好

的SSR引物(表2),用它们在红、白轴基因池间进

行多态性筛选,结果显示,只有引物umc2225在

两基因池间表现多态性。
表2 两亲本间表现多态性SSR引物

Table2 PolymorphismofSSRprimersintwoparents
引物
Primer

位置(Bins)
Site(Bins)

引物
Primer

位置(Bins)
Site(Bins)

引物
Primer

位置(Bins)
Site(Bins)

umc2225 1.01~1.02 bnlg1721 2.08 bnlg1443 6.05

bnlg2238 1.04 umc2202 2.08 bnlg2132 7

umc1080 2.06~2.07 phi453121 3.01 bnlg1805 7.03

bnlg1633 2.07 phi104127 3.01 umc1149 8.05~8.06

umc1798 2.08 umc1965 3.04 bnlg240 8.06

bnlg1662 2.08 phi031 6.04 phi233376 8.09

2.2.2 C(t)基因的分子标记初步定位 用位于

引物umc2225附近的29对SSR引物,以及与控

制玉米轴色基因P1 相连锁的10对引物,进行亲

本和两池间的多态性筛选,结果进一步筛选出3
对SSR 引 物 具 有 多 态 性,它 们 是 umc2224、

umc1452和phi095(图1,表3)。然后用这4对候

选标记对F2 正反交群体中共计122个白轴单株

进行PCR扩增,其检测结果为,phi095表现为

116个698-3带型,5个698-3R带型,1个双亲本

杂合带型;umc1452表现为95个698-3带型,0
个698-3R带型,17个双亲本杂合带型,10个空

白;umc2225表现为57个698-3带型,13个698-
3R带 型,49 个 双 亲 本 杂 合 带 型,3 个 空 白;

umc2224在122个白轴DNA中扩增条带表现为

83个698-3带型,5个698-3R带型,22个双亲本

杂合带型,12个空白。用引物phi095对其随机

选取的20个F2 红轴单株DNA进行验证,其扩

增条带均表现为698-3R带型。利用 MAPMAK-
ER3.0作图软件对筛选出的在双亲和两池间表

现多态性的SSR引物进行连锁分析,利用 Ko-
sambi函数将重组率转化为遗传距离(cM)。根

据F2 定位群体的轴色和微卫星标记的分离数据

构建局部分子连锁图(图2),结果表明轴色突变

基因 C(t)位于第一染色 体 短 臂 上 phi095与

umc1452 之 间,与 phi095 相 距 3.9cM,与

umc1452相距7.1cM,与umc2225相距23.5
cM,与umc2224相距70.1cM。

2.3 红轴基因C(t)的候选基因克隆

2.3.1 C(t)候选基因的选择 根据定位结果,
在数据库MaizeGDB上搜索关于穗轴颜色相关基

因, 仅 有 Pericarp color1 (P1),ID:
GRMZM2G084799。P1 基因控制玉米种皮和穗

轴的着色,由两个后缀字母表示其在种皮和穗轴

颖上的表达,例如P1-rw和P1-wr分别表示红色

种皮 白 色 穗 轴 和 白 色 种 皮 红 色 穗 轴。标 记

phi095与P1 基因紧密连锁,本研究定位结果显示

C(t)与该标记也存在连锁关系,且在染色体上

与P1基因位于该标记同侧,遗传模式分析显示

  P1、P2、W1、R1分别为698-3、698-3R、白池、红池;W、R分别为F2 群体白轴单株、红轴单株;*为交换单株

P1,P2,W1,R1were698-3,698-3R,whitepoolandredpoolrespectively;W,RtheF2individualplantswithwhiteandredcob

respectively;* wasexchangeplant

图1 phi095在两池和部分F2 群体单株间的扩增图谱

Fig.1 Mapofamplificationwithphi095betweentwopoolsandF2individualplants
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表3 引物名称和序列

Table3 Nameandsequenceofprimers
类型
Type

引物
Primer

位置(Bins)
Site(Bins)

引物序列
Primersequence

定位引物 umc2224 1.01 CGGGCTATAAGTAAACTGAAACGG//AGCTGGCTAGCTGTTAGCGTTTT
Locatingprimer umc2225 1.02 TCGGCTGACATAATAAAACCATAGC//ATGCGAATTTTACCGGGTTTTT

umc1452 1.03 GATCCTAGCCTTGAAGGGGAACT//AAGAGGAACCATTCTGCTATCGTG

phi095 1.03 CCGATCGGCTTTATCACTGTTTAGC//ATGCACCATTCTAGCACTATAG-
CAACACT

克隆引物 Pc4F/Pc4R - AGCCAGCACAGCACACACA//GCCAAAACGCCGCCGT
Cloningprimer EP5-8/EP3-10 - ACGCGCGACCAGCTGCTAACCGTG//CTGTCGGCCTCCCCCCAGACTAGG

qP4F/qP4-1R - GACCGATCAGACAGACCAAC//ACCTTTACAATGCCATACGAC

qP4F/qP4-2R - GACCGATCAGACAGACCAAC//CTATTCTACATGCCATACACGAA

qP4F/qP4-3R - GACCGATCAGACAGACCAAC//AAAACTGTACACACGAGCAAC

qP5F/qP4-2R - TTGGCTCCTGTCCGACT//CTATTCTACATGCCATACACGAA

表达引物 qP4F/qP4-3R - GACCGATCAGACAGACCAAC//AAAACTGTACACACGAGCAAC
Expressing prim-
er qA11F/qA11R - GGCGCATCGTCTTCACTTCC//GTCGGTCCAGCTTTCCTCGTC

qC21-1F/qC21R - CACCGCCTGATTCATCGATT//ACTACACACGACAATTATAGCAG

β-Actin TGGCATTGTCAACAACTGG//CCCACTAGCGTACAACGAA

图2 基因C(t)的定位结果

Fig.2 GeneticmappingofgeneC(t)

C(t)为红轴对白轴为显性遗传,与P1 基因一致,
因此以P1 作为候选基因开展研究(NCBI登录

号:NM_001291678)。

2.3.2 C(t)基因的cDNA克隆 从698-3R的

15DAP 时 期 的 穗 轴 颖 片 转 录 物 中,引 物

Pc4F/Pc4R(序列见表3)扩增并克隆测序后获得

3个转录本,分别是698-3R-cDNA1、698-3R-cD-
NA2和698-3R-cDNA3,序列比对见图3。从图3
可知,3个cDNA在不同位置上有差异,但均具有

完整的起始密码子和终止密码子。从698-3的

15DAP时期的穗轴颖片转录物中,引物Pc4F/

Pc4R无法获得产物,而引物EP5-8/EP3-10(序列

见表3)扩增并克隆测序获得1个382bp的片段

698-3-cDNA1(图 3),与 698-3R-cDNA1 相 比,

698-3-cDNA1在第415个碱基开始有一个521
bp片段的缺失,这直接导致移码突变(如图4中

的698-3-P-1)。而引物qP4F/qP4-3R(序列见表

3)对698-3的15DAP时期的穗轴转录物扩增并

克隆测序,结果如图3,698-3中至少存在2个c
(t)转录本,698-3-cDNA2和698-3-cDNA3,且仅

在1403碱基处有不同,与698-3R的3个转录本

在此处碱基差异一致。从698-3中克隆出来的c
(t)转录本均不完整,除了698-3-cDNA1包含翻

译起始密码子外,698-3-cDNA2和698-3-cDNA3
均位于第三外显子上,位于模板的1341~1420
的位置,且3个转录本均不包含终止密码子。

2.3.3 c(t)基因缺失位点鉴定 使用4对引物

(qP5F/qP4-2R、qP4F/qP4-3R、qP4F/qP4-2R 和

qP4F/qP4-1R,位置如图4所示,序列见表3)对

698-3R和698-3穗轴颖片的转录物进行扩增,这

4对引物在698-3R中均能扩增,而698-3中则只

有qP4F/qP4-3R能扩增,根据这些引物位置,推
测c(t)的转录本在引物qP4-1R到qP4-2R所对

应的位置可能有突变,位于模板1461-1513处

(图4中虚线区段所示)。对qP4F/qP4-3R扩增

片段连入克隆载体进行测序,序列差异结果如上

述中的698-3-cDNA2和698-3-cDNA3。
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  NM-001291678是NCBI上P1-rr等位的cDNA;698-3R-cDNA1、698-3R-cDNA2和698-3R-cDNA3是C(t)在698-3R中的3个转录

本;698-3-cDNA1、698-3-cDNA2和698-3-cDNA3是c(t)在698-3中的3个转录本

NM-001291678wascDNAofP1-rrAlleleinNCBI.698-3R-cDNA1,698-3R-cDNA2and698-3R-cDNA3werethreetranscriptsofC
(t)in698-3R.698-3-cDNA1,698-3-cDNA2and698-3-cDNA3werethreetranscriptsofc(t)in698-3

图3 C(t)的cDNA序列比对

Fig.3 SequencealignmentofcDNAofC(t)

  M.DL2000DNAmarker;1和2分别表示红轴突变体698-3R和白轴自交系698-3;引物qP5F/qP4-2R、qP4F/qP4-3R、qP4F/qP4-

2R、qP4F/qP4-1R和β-Actin扩增的产物的目的长度分别为182、80、142、173和217bp。

M.DL2000DNAmarker;1and2indicateredcobmutant698-3Randwhitecobinbred698-3,respectively;thepredictedlengthsof

theamplifiedproductsoftheprimersqP5F/qP4-2R,qP4F/qP4-3R,qP4F/qP4-2RandqP4F/qP4-1Rwere182,80,142,and173bp,re-

spectively.

图4 c(t)缺失位点的鉴定

Fig.4 Identificationofdeletionsiteofc(t)

2.3.4 C(t)蛋白氨基酸序列分析 使用DNA-
MAN预测698-3R-cDNA1、698-3R-cDNA2、698-
3R-cDNA3和698-3-cDNA1编码蛋白的氨基酸

序列并比对,结果如图5所示。在698-3R中,仅
有698-3R-cDNA3编码的蛋白698-3R-P-3在 C
末端有1个丙氨酸(A)插入,另外2个转录本预

测的氨基酸序列与已知的 P1-wr蛋白的氨基酸

序列完全一致,且预测的3个蛋白均具有完整的

MYB结构域(第12~115个残基,如图5虚线所

示)和酸性激活域(第201~244个残基,如图5实

线所示)的氨基酸序列。而698-3的转录本698-
3-cDNA1预测的698-3-P-1蛋白由于缺失导致移
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码突变,该突变区域刚好位于上述2个功能结构

区段(如图5的698-3-P-1所示)。说明,698-3R
的3个转录本预测的蛋白可能与P1-wr蛋白功能

一致,而与698-3的转录本预测的蛋白的功能不

一样。

  NP-001278607、AAU09456和ACS44752分别是NCBI上P1-rr、P1-rw和P1-wr蛋白氨基酸序列;698-3R-P-1、698-3R-P-2、698-3R-

P-3和698-3-P-1分别由698-3R-cDNA-1、698-3R-cDNA-2、698-3R-cDNA-3和698-3-cDNA1通过DNAMAN软件预测的氨基酸序列;虚

线所指示区域为 MYB结构域,实线所指示区域为酸性激活域

NP-001278607,AAU09456andACS44752areaminoacidsequencesofP1-rr,P1-rwandP1-wrproteinsonNCBI,respectively;698-

3R-P-1,698-3R-P-2,698-3R-P-3and698-3-P-1arepredictedaminoacidsequencesfrom698-3R-cDNA1,698-3R-cDNA2,698-3R-cD-

NA3,and698-3-cDNA1byDNAMAN,respectively;theareaofdottedlineisMYBdomain,andtheareaofsolidlineisacidicactivation

domain

图5 C(t)蛋白氨基酸列比对

Fig.5 SequencealignmentofaminoacidofpredictedC(t)protein

2.3.5 C(t)的qRT-PCR结果分析 根据C(t)
基因克隆结果,4对引物中只有qP4F/qP4-3R在

698-3R和698-3的转录物中均能进行扩增(图

4),因此选择这对引物进行C(t)基因的相对表达

量分析。结果如图6,各时期C(t)基因在698-3R
中的表达量均高于698-3,除25DAP外,其余4个

时期表达水平均呈现显著或极显著差异(P=
0.004、0.001、0.001和0.036)。P1 基因是一个

MYB转录调控因子,根据其在糅红色素合成过

程中调控对A1 和C2 基因具有激活调控表达的

功能,本研究选A1 和C2 基因进行表达验证,引
物分别为qA11F/qA11R和qC21-1F/qC21R(序
列见表3),结果如图6所示。A1 和C2 基因的表

达模式与C(t)基因一致,说明C(t)可能具有P1
激活调控A1 和C2 基因的功能。

3 讨论与结论

3.1 突变体698-3R轴色的遗传规律

育种实践中多认为玉米轴色为质量性状,即
由一对基因控制,如曹冰等[13]研究表明玉米轴色

受一对基因控制,其中红轴对白轴为显性;而丰

光等[14]研究认为,玉米轴色性状遗传为少数主基

因控制,符合加性-显性-上位性两对主基因遗

传模型。本研究表明,突变体698-3R的轴色性状

受一对核基因控制,且红轴对白轴为显性遗传,其
结果与曹冰等[13]研究一致,将该基因暂定名为

C(t)。

3.2 突变体698-3R轴色基因C(t)的初步定位

结果

  Frascaroli等[15]研究表明玉米穗轴颜色是由
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      *表示在0.05水平差异显著,**表示在0.01水平差异显著

    * meanssignificantlydifferentat0.05level,** meanssignificantlydifferentat0.01level

图6 C(t)及P1 调控基因的相对表达水平

Fig.6 RelativeexpressionlevelsofC(t)andtargetgenesofP1
位于染色体1.03位置的P1 基因所控制,到现在

已发现的玉米轴色突变基因有P1-vv [16]、c1 [17]

、P1-wrb [18]、P1-www [19]、P1-ovov [20-21]、P1-
mm [22]、P1-pr [23-24]、ufo1 [25]、r1 等。本研究将

突变体698-3R轴色突变基因C(t),初步定位于

玉米第一染色体上phi095与umc1452之间,与

phi095相距3.9cM,与umc1452相距7.1cM。

Veldboom等[26]研究表明,phi095与P1 基因紧

密连锁,而红轴突变基因C(t)与phi095相距较

近,推测该基因与控制种皮色和轴色的主要基因

P1 之间存在紧密连锁。

3.3 突变体698-3R轴色基因C(t)的克隆结果

P1 编码一个 MYB转录调控因子,调控玉米

的种皮、穗轴及其他花器官的着色。P1 不同等位

间的转录本数量有较大差异,P1-rr被认为只有

一个转录本,而P1-wr存在多个拷贝[27-28],这些拷

贝并非可变剪切所致,而是由P1 基因的复制形成

了串联重复[18]。本试验结果显示,在698-3R转

录物中检测到了3个C(t)转录本,而白轴的698-
3至少2个,这与P1 基因存在多转录本的结果一

致。698-3R的3个 转 录 本 虽 然 在5'UTR 和

3'UTR存在差异,但预测编码氨基酸序列基本一

致;698-3的转录本中,一个521bp片段的缺失以

及在1461~1513可能的缺失,直接影响预测编

码蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 以 及 蛋 白 功 能。Zhang
等[28]和Chopra等[29]认为P1 等位的表达模式不

同,与编码蛋白质的C末端结构差异有关。预测

C(t)蛋白氨基酸序列与已知P1-rr与P1-wr蛋白

比对也发现,C(t)蛋白与P1-rr蛋白在C末端存

在较大差异,与P1-wr蛋白一致。因此推测C(t)
可能为一个P1-wr基因,根据P1 基因控制种皮、
穗轴颜色命名规则,C(t)则为一个P1-ww 基因。

P1 基因研究中未提及过P1-ww 的cDNA克隆,
多为对基因组中的基因结构分析,本研究在698-
3转录物中未能成功获得C(t)转录本全长,可能

与其结构和表达有关[28,30]。

3.4 突变体698-3R轴色基因C(t)的表达功能

只要存在适当的调节剂,几乎在每个植物器

官中都可以发现3-羟基黄酮及其衍生色素花青

素[31],相比之下,玉米中的3-脱氧类黄酮仅在种

皮、穗轴及雄穗颖片等部分花器官中发现,在成熟

的种皮和穗轴中,3-脱氧黄酮聚合形成红色糅红

色素[32]。玉米P1 基因是生物合成3-脱氧黄酮和

糅红色素所必需,但不能用于3-羟基类黄酮和花

青素的合成[33]。糅红色素的生物合成开始于三

个丙二酰辅酶A与一个对香豆酰辅酶A经Col-
orless2(C2)[34]基因编码的查尔酮合酶(CHS)
缩合形成柚皮素查耳酮,随后由Chalconeflava-
noneisomerase1(Chi1)[35]基因编码的查耳酮异

构酶(CHI)将柚皮素查耳酮转化为柚皮素,在此

产生关键的分支步骤。玉米中的糅红色素是由柚

皮素 或 圣 草 酚 通 过 由 玉 米 Anthocyaninless1
(A1)[36]基因编码的二氢黄酮醇还原酶(DFR)产
生的4-黄烷醇或黄酮醇的聚合物,在此过程中,

C2 和A1 受P1 基因激活与表达量的调控[37],本
研究结果显示,A1 和C2 基因的表达模式与

C(t)基因一致,这与Grotewold等[37-38]的研究结

果相符,表明C(t)具有 MYB调控功能,这也更
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说明了C(t)蛋白具有激活调控的功能。不同的

P1 等位基因有着不同的着色模式,P1 等位间的

糅红色素的发生和表达强度存在着很大差异,其
转录本的积累时间与可见色素的形成相关[30],

P1-rr转录物的积累始于雌穗发育的早期阶段,

6DAP、9DAP和15DAP表达强烈[39],C(t)的转

录水平规律与之基本相符,但P1-rr在穗轴6DAP
表达量最高,而C(t)则在10DAP时表达量最高,

Zhang等[30]也有相同结果,可能是由于P1 等位

间表达模式存在差异导致。
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GeneticIdentificationofColorMutant698-3RinMaizeCob

YUXuejie1,2,LIKaibing1,3,ZHANGYu1,4,
KEYongpei1,2,CAILin2andSHIHaichun1,2

(1.CollegeofAgronomy,SichuanAgriculturalUniversity,Chengdu 611130,China;2.SichuanZhenghong

BiologyCo.,Ltd.,Chengdu 610213,China;3.BijieBureauofAgricultureandRuralAffairs,Bijie

Guizhou 551700,China;4.ShandongXinfengSeedCo.,Ltd.,LiaochengShandong 252400,China)

Abstract Inthisstudy,698-3Rmutantwithredcobcolorderivedfrominbredline698-3byirradia-
tionwasselectedforinvestigatethehereditarycharacterofcobcolorbygeneticanalysisandthecandi-
dategenemappingbySSR-BSA,candidategenecloningandexpressionwerealsostudied.Theresults
showed:(1)thetraitofredcobcolorwascontrolledbyonesingledominantgene,andtheredcob
gene,temporallynamedasC(t),wasmappedonthechromosome1SbetweentwoSSRmarkersof
phi095andumc1452withgeneticdistanceof3.9cMand7.1cM,respectively;(2)C(t)wascloned
bythetemplateofcDNAofP1gene,andthreetranscriptsofC(t)wereidentifiedin698-3Rwhileat
leasttwointhewildtype698-3.Alignmentofpredictedaminoacidsequencesrevealedthattheamino
acidsequenceofthreeC(t)proteinsin698-3RwereconsistentwiththatinP1-wrprotein.Thecom-
pleteMYBdomainandacid-activatingdomainwereobtainedbymutation,whileC(t)protein,698-3-
P-1proteinfrom698-3wereverifiedforlackofMYBdomain;(3)TheqRT-PCRanalysisindicated
thatC(t)geneexpressionin698-3Rwassignificantlyorextremelysignificantlyup-regulatedinfour
samplingperiodsexceptfor25DAPcomparedwiththewildtypeof698-3.Geneexpressionpatterns
ofA1andC2wereconsistentwiththatofC(t)gene,thissuggeststhatC(t)wouldactivateandreg-
ulategeneexpressionofA1andC2viaP1gene.Accordingly,weproposedthattheredcobgeneC(t)
wasaP1-wrallele.
Keywords Maize;Irradiationmutagenesis;698-3R;Cobcolor;Geneticidentification;Geneloca-
tion;Genecloning
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