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一个新的小麦黄叶位点的分子定位

闫贵云
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摘要: 小麦叶片颜色与植株光合效率和籽粒产量密切相关。人工合成小麦Y223表现为生理性黄叶，与正常绿叶品种晋作82的杂种F1植株叶色表现为中间型，在Y223旗叶抽出17 d后，杂种F2群体中绿叶、中间和黄叶类型植株数目的分离比例符合1:2:1，表明Y223的黄叶表现不完全显性。采用混合分离群体分析法，利用杂种F2代植株构建绿叶池和黄叶池，从分布于小麦21条染色体的569个SSR标记中筛选出12个在亲本间和绿叶/黄叶池间表现多态性的标记。利用9个位于2B染色体的多态性标记扩增F2群体，最终用5个标记定位了黄叶位点，暂命名为YL-2B，其侧翼标记为Xbarc200和Xbarc55，遗传距离分别为2.3 cM和3.8 cM。通过比较显隐性、黄叶表型和标记连锁程度，证明YL-2B与2B染色体上已报道黄叶位点均不相同，是1个新的黄叶位点。本研究初步明确了Y223黄叶位点的遗传规律和染色体位置，为下一步基因克隆以及叶片衰老机制解析奠定了基础。
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Abstract: Leaf color is closely related to plant photosynthetic efficiency and grain yield of wheat. The physiological yellow leaves were present in an artificially synthesized wheat Y223. The F1 plants derived from the cross between Y223 and a normal green leaf variety Jinzuo 82 displayed intermediate phenotype in leaf color. Seventeen days after the emergence of flag leaves, the segregation ratio for green leaf, intermediate, and yellow leaf types in the F2 population Y223 × Jinzuo 82 fits to 1:2:1. Using the bulked segregant analysis method, F2 individuals with contrasting phenotypes were selected to establish green leaf pools and yellow leaf pools. From 569 SSR markers distributed on 21 chromosomes of wheat, 12 markers with consistent polymorphism between parents and green/yellow leaf pools were identified. Nine of them were located on chromosome 2B. These markers were used to genotype the F2 population, and the yellow leaf locus, designated YL-2B, was mapped by five markers. It was flanked by markers Xbarc200 and Xbarc55, with genetic distances of 2.3 cM and 3.8 cM, respectively. By comparing the characteristic of dominance/recessiveness, yellow leaf phenotype, and marker linkage, YL-2B proved to differ from the reported yellow leaf loci on chromosome 2B, indicating that it is possibly a novel locus. This study clarifies the inheritance mode and chromosome position of the yellow leaf locus carried by Y223, which provides a reference information for gene cloning and understanding leaf senescence mechanism.
Keywords: artificially synthesized wheat; yellow leaf; bulked segregant analysis; SSR marker; molecular mapping
作为世界上三大主粮作物之一，小麦稳产、高产对保障粮食安全具有重要意义。叶片是小麦光合作用的主要器官，叶片颜色、叶面积以及叶夹角的变化均能显著改变植株光合效率，进而影响籽粒产量[1]。叶色主要由叶肉细胞中的叶绿素含量决定。在光合作用中，叶绿素能固定光能并驱动电子传递将其转化为化学能，用于合成碳水化合物[2]。叶绿素含量越高、叶片绿色越深，越有利于小麦高产[3,4]。在未遭受病原菌侵染或逆境胁迫（如干旱、营养元素缺乏等）的情况下，小麦植株有时会出现生理性叶色异常，表现为黄叶、条纹叶或类病斑叶。这些异常叶色通常被认为是叶片早衰表型，而且可以遗传，表明是由基因突变所致。

小麦第2部分同源群包含多个小麦黄叶早衰位点。例如，Agarwal等[5]利用一个小麦突变体将叶片早衰位点els (early leaf senescence)定位在2DL染色体上；Li等[6]从一个早衰育种品系中鉴定了控制叶片早衰的隐性位点els1，并将其定位在2BS染色体；Wang等[7]从三叶期开始叶片不断黄化的突变体LF2009中鉴定出早衰位点Els2，定位在2BL染色体上。此外，在2AL染色体上还检测到一个旗叶早衰主效位点QFlea-2AL[8]。Zhang等[9]将黄叶突变株中的早衰位点Y1718定位在2BS染色体上。张强[10]从衰老突变体m68中鉴定出位于2DL染色体上的隐性衰老位点TaLS-2D。其余部分同源群染色体上也检测出了黄叶早衰位点，如4BS染色体上的叶片黄化基因TaEYL [11]、7AL染色体上的隐性叶绿体缺陷基因cn-A1 [12]和6BS染色体上的隐性白色条纹叶基因Wsl [13]。类病斑叶的研究则较多，鉴定出多个类病斑(lesion mimic，LM)控制位点，包括位于1BL染色体的Qlr.pser.1BL [14]、3BS染色体的lm1、4BL染色体的lm2 [15]、3BL染色体的lm3 [16]、2DS染色体的lm4 [17]、2AL染色体的lm5 [18]、5AL染色体的lmpa [19]和3DS染色体的TaSpl1 [20]。

控制叶片衰老进程的重要基因可通过正向或反向遗传学手段加以验证，例如，NAC转录因子NAM-B1 [21]和NAC-S [22]、WRKY转录因子TaWRKY42-B [23]和TaWRKY40-D [24]、生长素响应因子TaARF15-A [25]、脱镁叶绿素酶基因TaPPH-7A [26]和衰老相关基因TaSAG1~9 [27]。

Y223是一个人工合成六倍体小麦，由硬粒小麦MV TD14-00与粗山羊草Y168杂交、幼胚拯救获得单倍体，经秋水仙素人工加倍获得双二倍体创制而成。Y223植株叶片在拔节期出现黄色斑点，后期变为典型黄叶。为了分析黄叶表型的遗传规律和控制位点，本研究利用Y223与正常叶色品种杂交构建了作图群体进行分子定位，以期为黄叶基因克隆和叶片衰老机制解析奠定基础。

1 材料与方法

1.1  植物材料

黄叶品系Y223、正常叶色品种晋作82、晋作82×Y223杂种F1植株(共18株)和F2群体(由9个杂种F1植株收获的所有种子种植而来，共包含245个F2单株)，用于黄叶表型的遗传分析和基因定位。实验于2021~2023年度在山西农业大学东阳试验基地温室进行。

1.2 叶色表型鉴定

2022年10月下旬在温室播种F2群体及其亲本，行长1.5 m，行宽0.2 m，每行等距种植10粒种子。次年4月亲本Y223植株旗叶完全展开3 d、10 d和17 d后，分别鉴定遗传群体的旗叶表型。根据分离情况将表型分为1~5级：亲本晋作82类型的正常绿色旗叶为1级、出现零星黄色斑点叶片为2级、出现黄斑或大量黄色斑点叶片为3级、大面积变黄叶片为4级、亲本Y223类型的完全黄叶表型为5级，并将2~4级定义为中间型。利用Excel进行卡方分析。

1.3  混合分离群体分析
采用SDS法提取三叶期群体单株及其亲本的叶片基因组DNA。根据后期旗叶表型鉴定结果，采用混合分离群体分析法(bulked segregant analysis, BSA)在F2群体中随机选取1级单株和5级单株各10株，分别将其DNA等量混合建立绿叶池和黄叶池。采用分布于小麦21条染色体的569个SSR标记[28]扩增亲本和绿/黄叶池，筛选多态性标记。PCR反应体系为10 μL：含PCR Mixture (B532061，生工生物，中国上海) 5.0 μL，DNA模板1.5 μL，引物1.5 μL，ddH2O 2.0 μL。扩增产物在8%非变性聚丙烯酰胺凝胶(Acr:Bis=29:1)中电泳，银染法染色显影，记录带型。

1.4  遗传定位与位点新颖性分析

利用在亲本间和绿/黄叶池间差异多态性一致的SSR标记，扩增群体DNA，获得群体基因型数据。将群体表型数据和基因型数据导入Jionmap 4.0软件计算基因与标记之间的遗传距离，用MapDraw V2.1绘制连锁图。根据定位结果，查阅目标染色体上已报道的黄叶位点及其侧翼连锁标记。合成已知黄叶连锁标记引物，并利用其扩增本研究黄叶亲本Y223和正常绿叶亲本晋作82，观察是否具有多态性；将亲本多态性标记进一步扩增晋作82×Y223杂种F2群体的绿/黄叶池，如果标记在亲本和表型池间显示出一致的多态性，则用其扩增全部群体单株，进而将该标记整合到定位图谱中。

2 结果与分析

2.1  Y223黄叶表型
Y223幼苗植株叶片保持正常绿色，从拔节期开始，叶片开始出现黄色斑点，从下往上逐渐变为黄叶，至旗叶完全抽出第10 d后，旗叶完全变黄，整株呈现黄叶表型；此时期与正常绿叶品种晋作81相比，Y223旗叶差异明显，整个叶片呈黄色，原先黄色斑点变为红棕色斑点(图1A，1B)。
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A：Y223 (左)和晋作82植株表型。B：Y223 (左)和晋作82 (右)旗叶表型。C：杂种F1植株表型。D：杂种F2群体旗叶表型分离，从左到右依次为1~5级
A: Phenotypes of Y223 (left) and Jinzuo 82 (right) plants. B: Phenotypes of Y223 (left) and Jinzuo 82 (right) flag leaves. C: Phenotype of F1 plants. D: Phenotypic separation of flag leaves in the F2 population, from left to right, leaves with grades 1 to 5
图1  Y223、晋作82以及晋作82×Y223杂种后代的旗叶表型

Fig. 1 Flag leaf phenotypes of Y223, Jinzuo 82, and progenies of cross Jinzuo 82 × Y223

2.2 晋作82×Y223杂种后代黄叶表型遗传特征
Y223黄叶表型多年来表现稳定，将Y223与晋作82杂交，杂种F1植株叶片上分布大量黄色斑点，叶片大部分呈淡黄色(图1C)。杂种F2群体植株的旗叶颜色出现分离。按照1~5级方法(图1D)，先后进行3次鉴定，第一次(Y223旗叶抽出3 d后)鉴定结果显示，与晋作82绿叶类型相似的1级单株有85株、与Y223黄叶类型相似的5级单株有23株、中间类型2~4级单株有137株。第二次(Y223旗叶抽出10 d后)鉴定结果显示，1级单株有66株、5级单株有45株、中间类型单株有134株；第三次(Y223旗叶抽出17 d后)鉴定结果显示，1级单株有59株、5级单株有65株、中间类型单株有121株(表1)。
表1 晋作82×Y223杂交组合不同世代旗叶表型

Table 1 Flag leaf phenotypes of different generations derived from the cross between Jinzuo 82 and Y223

	亲本或组合

Parent or cross
	数目

Number
	1级

Grade 1
	中间型 Intermediate type
	5级

Grade 5
	χ21:2:1
	P

	
	
	
	2级

Grade 2
	3级

Grade 3
	4级

Grade 4
	合计

Total
	
	
	

	晋作82
	10
	10
	0
	0
	0
	0
	0
	
	

	Y223
	10
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	
	

	F1
	18
	0
	0
	0
	18
	18
	0
	
	

	F2 (3 d)
	245
	85
	67
	41
	29
	137
	23
	34.81
	2.8E-08

	F2 (10 d)
	245
	66
	45
	57
	32
	134
	45
	5.76
	0.06

	F2 (17 d)
	245
	59
	41
	43
	37
	121
	65
	0.33
	0.85


统计分析结果显示，F2群体第一次旗叶表型鉴定结果中的绿叶类型、中间类型和黄叶类型单株数目比例不符合1:2:1 (P < 0.05)，而第二次鉴定结果大致符合(P = 0.06)、第三次鉴定结果最为符合(P = 0.85) (表1)。三次鉴定结果之间差异极显著(P<0.001)，相关系数(r)分别为0.63 (3 d-10 d)、0.88 (10 d-17 d)和0.65 (3 d-17 d) (图2)，存在相关性，表明鉴定结果之间的差异可能是由于群体植株旗叶生长变化所致。综合F1植株和F2群体的旗叶表型，推测Y223携带1个不完全显性黄叶基因。
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图 2  晋作82×Y223 F2群体黄叶表型3次鉴定结果相关性分析

Fig. 2 Correlation analysis among three investigation results of yellow leaf phenotype in the Jinzuo 82 × Y223 F2 population

2.3 黄叶连锁标记筛选

通过BSA从569个SSR标记中选出191个(33.57%)在晋作82和Y223间存在多态性的标记，进一步筛选出12个在亲本间和绿叶/黄叶表型池间多态性一致的标记。这12个SSR标记中，Xgpw2204和Xgwm30位于2A染色体、Xgwm515位于2D染色体，其余9个均位于2B染色体，包括Xgwm47、Xgwm374、Xgwm382、Xwmc314、Xwmc474、Xbarc200、Xbarc55、Xbarc91和Xbarc101。用位于2B染色体的9个标记扩增F2群体，所有标记均为共显性标记(表2)。每个标记在群体单株中的电泳条带均显示Y233型、杂合型或晋作82型三种类型。其中，Xgwm374、Xwmc314、Xbarc55、Xbarc91和Xbarc200等5个标记出现3种带型的单株数目之比符合1:2:1分离比(P>0.05) (图3)，而Xgwm47、Xgwm382、Xwmc474和Xbarc101等4个标记的带型显示偏分离，不符合1:2:1的分离比例(P<0.05)。
表2  小麦2B染色体SSR标记基因型在F2群体中的分离
Table 2 Genotypic separation of SSR markers on wheat chromosome 2B in the F2 population of cross Jinzuo 82 × Y223
	SSR标记

SSR markers
	Y223带型数目
No. of Y233-types
	杂合带型数目

No. of heterozygous types
	晋作82带型数目

No. of Jinzuo82-types
	总计

Total
	χ21:2:1

(d=2)
	P

	Xgwm47
	49
	114
	82
	245
	10.07
	0.006

	Xgwm374
	69
	119
	57
	245
	1.38
	0.50

	Xgwm382
	42
	91
	112
	245
	56.20
	6.3E-13

	Xwmc314
	68
	122
	55
	245
	1.38
	0.50

	Xwmc474
	33
	104
	108
	245
	51.51
	6.5E-12

	Xbarc55
	66
	121
	58
	245
	0.56
	0.76

	Xbarc91
	73
	113
	59
	245
	3.07
	0.22

	Xbarc101
	53
	101
	91
	245
	19.33
	6.3E-05

	Xbarc200
	59
	120
	66
	245
	0.50
	0.78
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图 3  YL-2B连锁标记在Y223、晋作82及其F2单株中的扩增带型

Fig. 3 Amplification banding patterns of markers linked to YL-2B in Y223, Jinzuo 82, and their F2 individuals

2.4 黄叶位点分子定位

将9个2B染色体标记扩增F2群体的基因型数据与第三次叶色鉴定(Y223旗叶抽出17 d后)表型数据导入软件，选择Kosambi函数计算遗传距离，最终有5个标记Xgwm374、Xwmc314、Xbarc55、Xbarc91和Xbarc200与黄叶位点连锁。将定位的黄叶位点暂命名为YL-2B，其侧翼标记为Xbarc200和Xbarc55，遗传距离分别为2.3 cM和3.8 cM (图4)。
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图 4  YL-2B的遗传图谱

Fig. 4 Genetic map of YL-2B
2.5  YL-2B与2B染色体已报道黄叶位点连锁性分析

目前，小麦2B染色体上报道的黄叶早衰位点有3个：els1[6]、Els2[7]和Y1718[9] (表3)。其中，els1为隐性位点，对应的黄叶特点为失绿，不出现黄色斑点，其侧翼连锁标记WGGB306和WGGB307在本研究所用亲本晋作82和Y223之间显示出多态性，但在绿叶/黄叶池间没有多态性。Els2为不完全显性位点，纯合突变体在三叶期即出现黄色叶片，其一侧标记Xgpw4043在本研究所用亲本间无多态性，另一侧标记Xwmc149虽在亲本间有多态性，但在绿叶/黄叶池间没有多态性。Y1718为不完全显性位点，其纯合突变体与Y223具有类似的黄叶表型，但其侧翼连锁标记Xwmc25和BE498358在晋作82和Y223之间没有多态性。综上所述，YL-2B与2B染色体上的已知黄叶位点在遗传特性、黄叶表型和连锁标记方面都不完全一致，表明YL-2B可能是1个新的黄叶位点。
表3  小麦2B染色体上已定位黄叶位点

Table 3 Yellow leaf loci on chromosome 2B reported in wheat

	位点
Loci
	显隐性
Dominance/ recessiveness
	黄叶表型

Phenotype
	来源

Source
	连锁标记 Linkage marker

	
	
	
	
	标记名称

Name
	亲本多态性

Polymorphism between parents
	与表型连锁

Linked to phenotype

	YL-2B
	不完全显性
	拔节期起叶片现黄色斑点，抽穗期旗叶完全变黄
	人工合成小麦
	Xbarc200
	+
	+

	
	
	
	
	Xbarc55
	+
	+

	els1 [6]
	隐性
	拔节期起叶片发黄失绿，抽穗期旗叶出现变黄枯死表型
	小麦杂交组合F3突变家系
	WGGB306
	+
	–

	
	
	
	
	WGGB307
	+
	–

	Els2 [7]
	不完全显性
	叶片在三叶期变黄，抽穗期旗叶完全变黄
	小麦EMS突变体
	Xgpw4043
	–
	–

	
	
	
	
	Xwmc149
	+
	–

	Y1718 [9]
	不完全显性
	叶片在苗期变为黄绿色，拔节期开始黄色加深，抽穗期旗叶完全变黄
	小麦自然突变体
	Xwmc25
	–
	–

	
	
	
	
	BE498358
	–
	–


3 讨论

黄叶是植物衰老的重要表征之一，受叶绿素合成、库-源诱导和内源激素信号转导等途径调控。这些调控途径中的基因如发生突变则会加速或延缓衰老，造成黄叶或滞绿表型。因此，小麦生理性黄叶被认为是由基因突变引起的叶片早衰。例如，小麦脱镁叶绿素酶基因TaPPH-7A突变导致叶绿素含量降低、叶片失绿[26]。小麦NAC转录因子基因NAM-B1是籽粒蛋白含量(grain protein content)位点Gpc-B1的功能基因，过表达NAM-B1能够增加籽粒蛋白含量，但也加速了叶片衰老[21]。生长素响应因子基因TaARF15-A则抑制NAM-1的表达，arf15突变体表现出黄叶早衰特征[25]。在小麦演化过程中，叶片早衰突变概率较小，且对于植株本身属于不利变异，一般会被自然选择所淘汰。而小麦种质创制或品种选育增加了基因组整合机会和基因突变概率，在种质杂交后代中较容易发现黄叶突变体。通常情况下，在品种选育后代发现的黄叶突变是隐性突变，这是由于被选为育种亲本的材料都是正常绿叶表型；而在种质创制过程中的人工杂交、EMS诱变等，有可能获得不完全显性的黄叶突变体。
本研究中的黄叶品系Y223为一个由四倍体硬粒小麦与二倍体粗山羊草杂交人工合成六倍体小麦，不同倍性基因组的整合可能增加了基因突变的频率。Y223植株旗叶在抽出第10 d后完全变黄，整株呈现黄叶表型，与正常叶色品种晋作82的杂种F1植株旗叶表现中间型。以Y223为参照，我们在Y223旗叶抽出3 d、10 d和17 d后，分别鉴定F2群体单株的旗叶颜色。结果显示，只有第三次鉴定结果(Y223旗叶抽出17 d)符合不完全显性黄叶基因的分离比例，而前两次的鉴定结果中，绿叶单株偏多。这可能是由于Y223抽穗较晚、晋作82抽穗较早，杂种F2群体植株旗叶抽出时期发生了偏分离，即在Y223抽出旗叶10 d后，仍有部分F2植株旗叶未抽出或未完全显示出黄叶，直至Y223抽出旗叶17 d后，F2群体的旗叶表型基本稳定，黄叶性状得以充分显示。利用SSR标记将Y223携带的黄叶位点YL-2B定位在小麦2B染色体上，通过比较显隐性、黄叶表型和标记连锁程度，发现YL-2B与2B染色体已报道黄叶位点均不相同，可能是1个新的黄叶位点。
YL-2B被定位在标记Xbarc200和Xbarc55之间约6.1 cM的遗传区段内。在小麦品种中国春参考基因组(IWGSC v1.0版)序列中，Xbarc200–Xbarc55对应Chr.2B: 47.64–133.52 Mbp的物理距离，此区间共有744个高置信(high confidence)注释基因(附表1)，包括可能参与调控叶片衰老的NAC转录因子(TraesCS2B01G100600、TraesCS2B01G118200、TraesCS2B01G119000)、WRKY转录因子(TraesCS2B01G121800)和在生长素信号转导通路中抑制ARF的Aux/IAA转录因子(TraesCS2B01G155800)。在接下来对YL-2B的精细定位研究中，我们将重点关注上述基因。
此外，Y223植株在成株期还对白粉病表现为免疫，白粉菌孢子在其黄叶上不能生长，而相邻种植的正常叶色小麦品种晋作82则重度感病(图1A)。这种叶片早衰植株的成株抗病性增强的现象已有许多报道，尤其是类病斑叶。例如，携带Qlr.pser.1BL的类病斑叶突变体成株期对叶锈病抗性增强[14]，携带lm3的突变体对白粉病的成株抗性增强[16]，携带lm4的突变体对条锈病的成株抗性增强[17]。这可能是由于早衰叶片中的活性氧等自由基含量较高，不利于病原菌孢子生存和扩散。本研究所种植温室内的白粉病为自然发病，因此尚不明确Y223的黄叶表型是否与抗白粉病表型连锁，接下来我们将对其F2遗传群体进行白粉菌接种鉴定。
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