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+目的,探明菌根对蒙古扁桃!

D"9/9$0#/

,

#('2)

"抗旱能力影响的分子机制*+方法,对生长
!OA

的

菌根化蒙古扁桃与非菌根化蒙古扁桃进行非干旱胁迫和干旱胁迫处理)非干旱胁迫蒙古扁桃在处理期间每天补充水

分(干旱胁迫处理蒙古扁桃从培育
!OA

开始停止浇水)模拟自然干旱胁迫)持续时间
&OA

*试验结束后)每个处理选

&$

株进行叶长%叶宽%叶片脱落数及生物量的测定和统计(另选
&$

株采用高通量测序方法进行转录组测序)并对其差

异表达转录本进行
RG

和
c@RR

富集分析*+结果,干旱胁迫条件下)菌根化苗木底部的一些叶片会脱落)而非菌根

化苗木叶片几乎不脱落(同时)菌根化苗木的地下生物量显著高于非菌根化苗木*通过高通量测序发现)

!

个处理文

库共获得
!IE!&

个转录本(在
D

#

%=%%&

时)菌根化蒙古扁桃干旱胁迫!

WF

"与非干旱胁迫!

WVc

"处理相比)存在
#$%

个差异表达转录本(干旱胁迫条件下)菌根化苗木!

WF

"与非菌根化苗木!

0F

"相比)存在
I"O&

个差异表达转录本(非

干旱胁迫条件下)菌根化苗木!

WVc

"与非菌根化苗木!

0Vc

"相比)存在
$I&O

个差异表达转录本*

RG

富集分析发

现)

WF

与
0F

处理文库间的细胞组分%分子功能和生化过程
I

类主要功能分类的差异表达转录本)较
WF

与
WVc

处

理文库间均增加(

WVc

与
0Vc

处理文库间差异转录本的分类结果同
WF

与
0F

处理文库间基本相同)只是在分子

功能分类中多出通道调节活性这一功能*经
c@RR

富集分析发现)天线蛋白%类胡萝卜素生物合成途径%激素信号传

导途径%

0

代谢途径%过氧化物酶体%植物昼夜节律和
W6Uc

信号途径等与干旱胁迫存在密切联系*实时荧光定量

UVT

表明转录组测序数据可靠*+结论,菌根化处理可以提高蒙古扁桃的抗旱能力*
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蒙古扁桃!

D"9/9$0#/

,

#('2)

"广泛分布于蒙古

高原西南部的戈壁荒漠区)属稀有濒危种)被列为国

家重点保护物种*它能够在戈壁荒漠区极端干旱贫

瘠的生境中生存)除了其地上部分具有非凡的保水

能力外)地下根系也具有非常强大的保水和对水分%

养分的吸收利用能力*但目前对其抗旱机制的研究

主要集中在形态特征&

&

'和水分特性&

$

'上)而对其根

际微生物与抗逆性关系的研究相对较少*众所周

知)丛枝菌根真菌!

-+S*5?*.-+M

<

?)++2:Q-/*,

C

:

)

6W8

"能够与
#%\

以上的陆地植物形成共生体)这

种共生体对植物在恶劣生境中的生存具有重要作

用&

I

'

*大量研究证实)

6W8

可以帮助宿主植物抵御

干旱胁迫带来的多种影响&

!DE

'

*本课题组前期研究

也发现)蒙古扁桃是一种典型的丛枝菌根植物)其形

成菌根后可以提高水分利用效率)改变体内激素平

衡)提高脱落酸!

6Y6

"含量促使部分叶片脱落)从

而使抗旱性增强&

"

'

*随着分子生物学技术的不断发

展)有关菌根真菌结构与功能多样性以及菌根植物

抗非生物胁迫的研究取得了长足进步*

6.:M)2-MD

M-A:

等&

#

'利用高通量测序技术结合
?F06D68]U

技术对野扁桃!

D"9/9$$2#

%

)"')

"的抗旱基因进行了

分析(

W)*5-;:

等&

'

'利用高通量测序技术分析了扁

桃!

D"9/9$39(2'$

"对寒冷胁迫的应答基因*另外)

有关菌根真菌转录组也有研究)

X:554+-,1

等&

&%

'对

O(#09$'/5")")3'2+$

转录组的第
&

个全基因组进行

了分析*但目前针对菌根植物转录组结合逆境胁迫

的相关研究尚未见报道*因此)本研究首先对干旱

胁迫%非干旱胁迫条件下菌根化与非菌根化蒙古扁

桃的生长状况进行了测定)在此基础上利用高通量

测序技术测定了不同处理苗木的转录组表达情况并

进行比对)旨在揭示菌根化蒙古扁桃对干旱胁迫的

分子响应机制)从而为蒙古扁桃菌根化苗木的定向

培育提供理论依据*

&

!

材料与方法

&=&

!

材料及处理

供试蒙古扁桃种子采集于阿拉善荒漠区!

&%Ij

$%e@

)

I'j&!e0

"*从中挑选饱满成熟的种子)去除

内果皮)用体积分数
&%\

的
Z

$

G

$

消毒
&%M:,

)再

用蒸馏水冲洗干净)然后放入已经灭菌的铺有两层

=;

第
#

期 赵
!

敏)等#蒙古扁桃菌根苗对干旱胁迫的分子响应机制



湿吸水纸的培养皿中)于
$Of

培养箱内恒温催芽*

选用上口直径
&$?M

%底部直径
#?M

%高
&O?M

的育

苗盆)使用前将育苗盆用体积分数
I\

的
Z

$

G

$

消

毒*育苗基质为经过高温高压蒸汽灭菌!

&$&f

)

!%

M:,

"的蛭石*

&=$

!

研究方法

&=$=&

!

苗木的培育
!

在前期研究中发现)干旱胁迫

下)

6W8

的形成推迟了蒙古扁桃叶片首次发生萎蔫

和发生完全萎蔫的时间)其中推迟时间最长的是摩

西管柄囊霉!

G9//+('

-

#"0'$0#$$+)+

"接种处理)其

首次萎蔫时间和完全萎蔫时间分别推迟
E=O

和
#=&

A

(同时)完全萎蔫时对照土壤含水量为
O=%E\

)而

摩西管柄囊霉接种处理仅为
$=&&\

)说明接种摩西

管柄囊霉后苗木可以忍耐更低的土壤含水量&

&&

'

*

因此)本研究选择摩西管柄囊霉对蒙古扁桃进行接

种)菌剂购于北京市农林科学院)为包含
6W8

孢子

的沙土混合物)每克菌剂中约有
&%%

个孢子*菌根

化处理每盆加入
&%

C

菌剂)放入
I

颗种子)每盆基

质质量
OO%

C

)

#%

盆重复(非菌根化处理加入
&%

C

经

高温高压灭菌的菌剂)同样放入
I

颗种子)每盆基质

质量
OO%

C

)

#%

盆重复(然后均置于光照培养室内

!光照强度
&E=#K.a

)光照时间
&$2

$

A

)温度
$Of

"

培养*培养过程中每周浇一次体积分数
&%\ Z)D

-

C

.-,A

营养液)每盆浇
&O%M]

*幼苗生长
!OA

后)

使用打孔法取少量幼嫩根系)利用染色法&

&$

'染色后

镜检)挑选侵染成功且生长状况基本一致的幼苗进

行下一步处理)最终菌根化与非菌根化苗木每盆只

保留
&

株*

&=$=$

!

苗木的干旱胁迫处理
!

分别对长势基本一

致的非菌根化和菌根化苗木进行非干旱胁迫及干旱

胁迫处理)非菌根化苗木非干旱胁迫!

0Vc

"与干旱

胁迫!

0F

"%菌根化苗木非干旱胁迫!

WVc

"与干旱

胁迫!

WF

"各处理
$!

株*非干旱胁迫苗木在处理期

间每天补充水分)保持土壤最大持水量!

!#="\

"(干

旱胁迫处理苗木从培育
!OA

开始停止浇水)模拟自

然干旱胁迫)持续时间为
&OA

)最后土壤含水量为

E=I\

*试验结束!

E%A

"后)对所有处理苗木进行收

获)每个处理选
&$

株测量和统计叶长%叶宽%叶片脱

落数及生物量)另选
&$

株用蒸馏水冲洗后放入
N#%

f

液氮中冷冻)用于总
T06

的提取及高通量测定*

&=$=I

!

苗木生物量的测定
!

收集幼苗脱落的叶片

称质量)确定最终的地上部分生物量(然后将苗木冲

洗干净)沿幼苗茎基部剪断)将地上部分和地下部分

分别装入容器内)置于
#%f

烘箱烘至恒质量)分别

测定地上部和地下部生物量*

&=I

!

总
T06

提取$

MT06

文库的构建及测序

用
H,;:1+)

C

4, X+:Q).

*

T4-

C

4,1

!

H,;:1+)

C

4,

)

9>6

"试剂盒)分别提取每个处理
&$

株苗木冷冻混

合样本的总
T06

)用
6

C

:.4,1S:)-,-.

<

Q4+$%%%

分析

T06

的完整性)再用
).:

C

)

!

AX

"的磁珠纯化
MTD

06

*采用
H..*M:,-

的
X+*>4

P

>1+-,A4AMT06]X

>-M

L

.4U+4

L

c:1

合成
?F06

)进行
UVT

扩增)反应

体系
O%

$

]

)包括
O

$

]UVTU+:M4+V)?K1-:.

%

$O

$

]

UVTW-514+W:a

和
$%

$

]

加上接头的
F06

(反应

程序为#

'#f

预变性
I%5

(

'#f&%5

)

E%fI%5

(

"$

fI%5

)

&O

个循环(

"$fOM:,

终止反应(然后
!f

下恒温保存*最后建立总
T06

文库*

0Vc

和
0F

$

个处理文库上机测序的平台为
H..*M:,-Z:>4

P

D

$%%%

)

WVc

和
WF$

个处理文库上机测序的平台为

H..*M:,-Z:>4

P

D$O%%

*

&=!

!

测序数据质量评估及序列拼接

高通量测序的错误率会随着测序序列长度的增

加而升高&

&I

'

)需要对测序原始数据进行质量评估*

通过计算每条
T4-A5

的平均质量值)用错误率小于

%=&\

的碱基所占比例!

_I%

"和错误率小于
&\

的碱

基所占比例!

_$%

"来衡量数据质量*使用
X+:,:1

<

软件进行组装)

3+/#;#

拼接后)选最长的可变剪切

序列作为该基因的代表转录本!外显子表达数目
(

O

"*利用
Y)31:4

软件进行序列比对&

&!

'

)以
T4-A5

拼接后产生的序列!

'

I%%S

L

"为参照序列)将测序

T4-A5

与其进行比对)计算出总的匹配率*

&=O

!

差异表达转录本分析

采用
4A

C

4T

&

&O

'进行样品间差异表达转录本

!

A://4+4,1:-..

<

4a

L

+4554A1+-,5?+:

L

15

)

F@X5

"分析)

由
4A

C

4T

生成样本间
F@X5

的分析结果)差异倍数

表示两样品表达量比值的变化情况)计算公式为#

差异倍数
n

样品
Y

中的表达量
样品

6

中的表达量
*

D

#

%=%%&

为显著差异)错误发现率!

/-.54A:5D

?);4+

<

+-14

)

8FT

"为校正后的
D

值)对
WF

与

WVc

%

WF

与
0F

%

WVc

与
0Vc

处理间进行两两比

对分析*

&=E

!

F@X5

的功能注释及分析

根据
F@X5

的基因本体!

C

4,4),1).)

C<

)

RG

"编

号来注释基因的
RG

功能分类)把所有得到的

F@X5

映射到
RG

数据库*利用
Y.-51

算法通过序

列相似性与
0VYH

的非冗余蛋白数据库!

,),D+4D

A*,A-,1

L

+)14:,54

P

*4,?45

)

0+

"和通用蛋白数据库

2;
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!

*,:;4+5-.

L

+)14:,

)

9,:

L

+)1

"!

211

L

#$$

333=*,:D

L

+)1=)+

C

$"

&

&E

'进行比对)然后采用
Y.-51$R)

!

21D

1

L

5

#$$

333=S.-51$

C

)=?)M

$"

&

&"

'对
RG

注释信息进

行提取*根据
D

值筛选显著富集的
RG

功能类别)

绘制
WF

与
WVc

%

WF

与
0F

%

WVc

与
0Vc

处理

间
F@X5

的
RG

分类图*然后将
F@X5

在京都基因

与基因组百科全书数据库!

K

<

)1)4,?

<

?.)

L

4A:-)/

C

4,45-,A

C

4,)M45

)

c@RR

"中进行注释)通过基于

D

值筛选的
U-123-

<

显著性富集确定
F@X5

参与的

最主要生化代谢途径和信号传导*最后对高通量测

序所得数据进行实时荧光定量
UVT

验证)反应体系

及程序同
&=I

节*

$

!

结果与分析

$=&

!

各处理蒙古扁桃苗木生长状况

幼苗生长
!OA

后)对接种与非接种处理蒙古扁

桃苗木根系进行染色与镜检)在接种处理苗木根部

观察到泡囊%丛枝及根内菌丝等典型的
6W8

结构)

而非接种处理未观察到此类结构*从表
&

可以看

出)干旱胁迫之前)菌根苗!

WVc

和
WF

"叶长均显

著大于非菌根苗!

0Vc

和
0F

")而
0Vc

与
0F

%

WVc

与
WF

处理间无显著差异)叶宽间也无显著

差异)说明此时苗木生长状况基本一致*干旱胁迫

之后)

WVc

与
WF

处理叶长无显著差异)但均显著

大于其他
$

个处理)

!

个处理间叶宽没有显著差异*

干旱胁迫过程中)苗木底部的一些叶片脱落)其中

WF

处理苗木叶片脱落数最多)达
E=E%

片)而
0F

处理叶片几乎不脱落)说明菌根的形成可促使叶片

脱落)以增强蒙古扁桃的抗旱性*

E%A

后)菌根化处

理苗木的各部分生物量均显著高于非菌根化处理)

尤其是地下生物量)以
WF

处理最大)说明在干旱胁

迫下)菌根的形成促进了苗木地下生物量的积累*

表
&

!

干旱胁迫前后蒙古扁桃的叶片生长状况与生物量变化

X-S.4&

!

]4-/

C

+)312-,AS:)M-55?2-,

C

45)/DQ0#/

,

#('2)S4/)+4-,A-/14+A+)*

C

2151+455

处理

X+4-1M4,1

干旱胁迫前

Y4/)+4A+)*

C

2151+455

叶长$
?M

]4,

C

12

叶宽$
?M

b:A12

干旱胁迫后

6/14+A+)*

C

2151+455

叶长$
?M

]4,

C

12

叶宽$
?M

b:A12

叶片脱落数

0)=)//-..4,

.4-;45

地上生物量$

!

C

1盆N&

"

6S);4D

C

+)*,A

S:)M-55

地下生物量$

!

C

1盆N&

"

9,A4+D

C

+)*,A

S:)M-55

0Vc I=$Ol%=&ES &=$&l%=&$- I="#l%=&!S &=I%l%=$&- %=!%l%="%? %=$#l%=%"S %=&El%=%!S

0F I=$El%=&$S &=&#l%=%'- I=!Il%=$&? &=$%l%=&$- %=E%l&=#"S %=$El%=%ES %=&Ol%=%$S

WVc I=O$l%=I"- &=$#l%=&"- !=%Ol%=I'- &=!&l%=$$- &=!%l%="%S? %=I%l%=%#- %=$Ol%=%O-

WF I=!'l%=$I- &=$Ol%=$!- I=#'l%=II-S &=IIl%=%#- E=E%l$=%"- %=$'l%=%"- %=$El%=%O-

!!

注#同列数据后标不同字母表示在
D

#

O\

水平上差异显著)数据为/平均值
l

标准差0*下表同*

0)14

#

F://4+4,1.4114+5+4

L

+454,15:

C

,:/:?-,1A://4+4,?4-1124D

#

O\.4;4.=X24A-1-:5

/

M4-,l51-,A-+AA4;:-1:),

0

=X245-M4S4.)3=

$=$

!

各处理蒙古扁桃苗木转录组测序质量评估与

分析

从表
$

可知)无论是蒙古扁桃菌根苗还是非菌

根苗)非干旱胁迫处理!

0Vc

和
WVc

"苗木转录组

所得的数据量均大于干旱胁迫处理!

0F

和
WF

"*

!

个处理文库的
RV

含量均在
O%\

左右*

0Vc

和

0F

处理的
_$%

%

_I%

均低于
WVc

和
WF

处理*

表
$

!

干旱胁迫前后蒙古扁桃转录组原始数据

X-S.4$

!

T-3A-1-)/DQ0#/

,

#('2)1+-,5?+:

L

1)M4S4/)+4-,A-/14+A+)*

C

2151+455

处理文库

U+)?455:,

C

.:S+-+:45

T4-A5

总数

X)1-.+4-A5

碱基总数$
S

L

X)1-..4,

C

12

RV

含量$
\

RV?),14,15

_$%

$

\ _I%

$

\

0Vc O"!$"!"% O"!$"!"%%% !'=$ 'E=%$ #'=#O

0F OII%%$EE OII%%$EE%% O&=" 'O=#I #'=I!

WVc E$&I!'!# E$"OE$'"!# O$=% 'E=O# '&="O

WF OE"&E!O# O"$#IE$$O# !#=' 'E=#I '&=''

!!

经
3+/#;#

拼接后)

!

个文库共获得
!IE!&

个

转录本!表
I

"*最长的为
&"I'IS

L

)最短的为
I%&

S

L

)平均长度
&%%IS

L

)中值为
E$IS

L

*从图
&

可以

看出)转录本长度主要集中在
I%&

+

O%%S

L

)且随着

长度增加)转录本数量下降*

表
I

!

不同处理蒙古扁桃转录本的拼接结果

X-S.4I

!

X+-,5?+:

L

1+45*.15)/DQ0#/

,

#('2)

转录本数

X+-,5?+:

L

1

最长转录本$
S

L

W-a.4,

C

12

最短转录本$
S

L

W:,.4,

C

12

均值$
S

L

W4-,

中值$
S

L

W4A:-,

总长度$
S

L

X)1-..4,

C

12

!IE!& &"I'I I%& &%%I E$I !I#&&I#%

3;
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图
&

!

不同处理蒙古扁桃
T4-A5

拼接后转录本的长度分布

8:

C

=&

!

]4,

C

12A:51+:S*1:),)/T4-A55

L

.:?4A1+-,5?+:

L

1)/

DQ0#/

,

#('2):,A://4+4,11+4-1M4,15

!!

去除
!

个文库中的
T4-A5

接头序列)与每条

T4-A5

的对照序列进行比对)结果见表
!

*

表
!

!

蒙古扁桃
!

个处理文库测序
T4-A5

与

对照序列的比对结果

X-S.4!

!

V)M

L

-+:5),)/T4-A554

P

*4,?:,

C

3:12+4/4+4,?4

54

P

*4,?45:,!

L

+)?455:,

C

.:S+-+:45)/DQ0#/

,

#('2)

处理文库

U+)?455:,

C

.:S+-+:45

总
T4-A5

数

X)1-.T4-A5

匹配数

W-

LL

4A

匹配率$
\

W-

LL

4A+-14

0Vc OE#$E!%% !"O'!#E$ #I="O

0F O$&O!&EE !I'I'"'E #!=$O

WVc E%"'%O%! O%E$%$%$ #I=$"

WF OOE&#!$E !!$#!!E# "'=E$

!!

注#总
T4-A5

为各文库中去除测序接头后的
T4-A5

*

0)14

#

>4

P

*4,?:,

C

-A-

L

1)+:,1244-?2.:S+-+

<

3-5+4M);4A:,1)D

1-.T4-A5=

由表
!

可知)在
!

个处理文库中)

0Vc

%

0F

和

WVcI

个处理文库的匹配率均在
#I\

以上)分别为

#I="O\

)

#!=$O\

和
#I=$"\

(而
WF

处理文库的匹

配率最低)为
"'=E$\

)但也非常接近
#%\

*说明拼

接结果能满足后续分析的需求*

$=I

!

不同处理蒙古扁桃转录组的
F@X5

从表
O

可以看出)在
D

#

%=%%&

水平上)

WF

与

WVc

处理文库间的
F@X5

数最少)为
#$%

个(而

WF

与
0F

处理文库间的
F@X5

数最多)为
I"O&

个*

I

组比对分析中)

WF

与
0F

处理文库间上调转

录本最多)为
$$%#

个)下调转录本也最多)为
&O!I

个(只有
WVc

与
0Vc

处理文库间上调转录本数少

于下调转录本数)而其他
$

组则相反*

表
O

!

蒙古扁桃
!

个处理文库间差异表达转录本在

D

#

%=%%&

显著水平上的
F@X5

数量

X-S.4O

!

0*MS4+)/F@X5S41344,A://4+4,11+4-1M4,1

.:S+-+:45)/DQ0#/

,

#('2)-1D

#

%=%%&.4;4.

组间比对

H,14+D

C

+)*

L

?)M

L

-+:5),

总数

X)1-.

上调

9

L

下调

F)3,

WF

$

WVc #$% "I# #$

WF

$

0F I"O& $$%# &O!I

WVc

$

0Vc $I&O #E" &!!#

$=!

!

蒙古扁桃不同处理文库间
F@X5

的
RG

分析

从表
E

可知)

WF

与
WVc

处理文库间的
F@X5

总数较少)细胞组分%分子功能和生化过程
I

类主要

功能分别为
"

种%

E

种和
&O

种
F@X5

*在分子功能

分类中)最多的是结合和催化剂活性)其余
!

种功能

分别是电子载体活性%酶调节因子活性%结构分子活

性和运输活性*

表
E

!

蒙古扁桃不同处理文库间
F@X5

的
RG

功能分类

X-S.4E

!

RG/*,?1:),-.?.-55:/:?-1:),)/F@X5S41344,A://4+4,1

L

+)?455:,

C

.:S+-+:45)/DQ0#/#

,

#('2)

组间比对

H,14+D

C

+)*

L

?)M

L

-+:5),

细胞组分

V4..*.-+?)M

L

),4,1

分子功能

W).4?*.-+/*,?1:),

生化过程

Y:).)

C

:?-.

L

+)?455

细胞
V4..

结合
Y:,A:,

C

生物调节
Y:).)

C

:?-.+4

C

*.-1:),

细胞部分
V4..

L

-+1

催化剂活性
V-1-.

<

1:?-?1:;:1

<

细胞过程
V4..*.-+

L

+)?455

大分子复合物

W-?+)M).4?*.-+?)M

L

.4a

结构分子活性
>1+*?1*+-.M).4?*.4-?1:;:1

<

细胞组分组织或生物形成
V4..*.-+?)M

L

)D

,4,1)+

C

-,:Q-1:),)+S:)

C

4,45:5

膜
W4MS+-,4

酶调节因子活性
@,Q

<

M4+4

C

*.-1)+-?1:;:1

<

多细胞有机体过程
W*.1:?4..*.-+)+

C

-,:5M-.

L

+)?455

膜部分
W4MS+-,4

L

-+1

电子载体活性
@.4?1+),?-++:4+-?1:;:1

<

定位建立
@51-S.:52M4,1)/.)?-.:Q-1:),

WF

$

WVc

细胞器
G+

C

-,4..4

运输活性
X+-,5

L

)+14+-?1:;:1

<

定位
])?-.:Q-1:),

细胞器部分
G+

C

-,4..4

L

-+1

移位
])?)M)1:),

代谢过程
W41-S).:?

L

+)?455

多有机体过程
W*.1:D)+

C

-,:5M

L

+)?455

发育过程
F4;4.)

L

M4,1-.

L

+)?455

繁殖
T4

L

+)A*?1:),

繁殖过程
T4

L

+)A*?1:;4

L

+)?455

刺激反应
T45

L

),541)51:M*.*5

信号
>:

C

,-.:,

C

单一有机体过程
>:,

C

.4D)+

C

-,:5M

L

+)?455

4;
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表
E

!续"

!

V),1:,*14A1-S.4E

组间比对

H,14+D

C

+)*

L

?)M

L

-+:5),

细胞组分

V4..*.-+?)M

L

),4,1

分子功能

W).4?*.-+/*,?1:),

生化过程

Y:).)

C

:?-.

L

+)?455

细胞
V4..

抗氧化活性
6,1:)a:A-,1-?1:;:1

<

生物粘附
Y:).)

C

:?-.-A245:),

细胞部分
V4..

L

-+1

结合
Y:,A:,

C

生物调节
Y:).)

C

:?-.+4

C

*.-1:),

胞外区
@a1+-?4..*.-++4

C

:),

催化剂活性
V-1-.

<

1:?-?1:;:1

<

细胞过程
V4..*.-+

L

+)?455

细胞器部分
G+

C

-,4..4

L

-+1

核苷酸 结 合 转 录 因 子 活 性
0*?.4:?-?:A

S:,A:,

C

1+-,5?+:

L

1:),/-?1)+-?1:;:1

<

细胞组分组织或生物形成
V4..*.-+?)M

L

)D

,4,1)+

C

-,:Q-1:),)+S:)

C

4,45:5

膜
W4MS+-,4

酶调节因子活性
@,Q

<

M4+4

C

*.-1)+-?1:;:1

<

发育过程
F4;4.)

L

M4,1-.

L

+)?455

膜封闭腔
W4MS+-,4D4,?.)54A

.*M4,

分子传导活性
W).4?*.-+1+-,5A*?4+-?1:;:1

<

定位建立
@51-S.:52M4,1)/.)?-.:Q-1:),

膜部分
W4MS+-,4

L

-+1

电子载体活性
@.4?1+),?-++:4+-?1:;:1

<

生长
R+)312

细胞器
G+

C

-,4..4

营养库活性
0*1+:4,1+454+;):+-?1:;:1

<

免疫系统过程
HMM*,45

<

514M

L

+)?455

WF

$

0F

大分子复合物
W-?+)M).4?*D

.-+?)M

L

.4a

蛋白结合转录因子活性
U+)14:,S:,A:,

C

1+-,5?+:

L

1:),/-?1)+-?1:;:1

<

多细胞有机体过程
W*.1:?4..*.-+)+

C

-,:5M-.

L

+)?455

受体活性
T4;4

L

1)+-?1:;:1

<

移位
])?)M)1:),

结构性分子活性
>1+*?1*+-.M).4?*.4-?1:;:1

<

代谢过程
W41-S).:?

L

+)?455

运输活性
X+-,5

L

)+14+-?1:;:1

<

多有机体过程
W*.1:D)+

C

-,:5M

L

+)?455

定位
])?-.:Q-1:),

繁殖
T4

L

+)A*?1:),

繁殖过程
T4

L

+)A*?1:;4

L

+)?455

刺激反应
T45

L

),541)51:M*.*5

信号
>:

C

,-.:,

C

单一有机体过程
>:,

C

.4D)+

C

-,:5M

L

+)?455

细胞
V4..

抗氧化活性
6,1:)a:A-,1-?1:;:1

<

生物调节
Y:).)

C

:?-.+4

C

*.-1:),

细胞部分
V4..

L

-+1

结合
Y:,A:,

C

定位建立
@51-S.:52M4,1)/.)?-.:Q-1:),

胞外区
@a1+-?4..*.-++4

C

:),

催化剂活性
V-1-.

<

1:?-?1:;:1

<

细胞过程
V4..*.-+

L

+)?455

膜
W4MS+-,4

通道调节活性
V2-,,4.+4

C

*.-1)+-?1:;:1

<

发育过程
F4;4.)

L

M4,1-.

L

+)?455

大分子复合物
W-?+)M).4?*D

.-+?)M

L

.4a

核苷酸 结 合 转 录 因 子 活 性
0*?.4:?-?:A

S:,A:,

C

1+-,5?+:

L

1:),/-?1)+-?1:;:1

<

细胞组分组织或生物形成
V4..*.-+?)M

L

)D

,4,1)+

C

-,:Q-1:),)+S:)

C

4,45:5

胞外区部分
@a1+-?4..*.-++4D

C

:),

L

-+1

酶调节因子活性
@,Q

<

M4+4

C

*.-1)+-?1:;:1

<

多细胞有机体过程
W*.1:?4..*.-+)+

C

-,:5M-.

L

+)?455

WVc

$

0Vc

膜封闭腔
W4MS+-,4D4,?.)54A

.*M4,

分子传导活性
W).4?*.-+1+-,5A*?4+-?1:;:1

<

定位
])?-.:Q-1:),

膜部分
W4MS+-,4

L

-+1

电子载体活性
@.4?1+),?-++:4+-?1:;:1

<

代谢过程
W41-S).:?

L

+)?455

细胞器
G+

C

-,4..4

营养库活性
0*1+:4,1+454+;):+-?1:;:1

<

多有机体过程
W*.1:D)+

C

-,:5M

L

+)?455

细胞器部分
G+

C

-,4..4

L

-+1

蛋白结合转录因子活性
U+)14:,S:,A:,

C

1+-,5?+:

L

1:),/-?1)+-?1:;:1

<

生长
R+)312

受体活性
T4;4

L

1)+-?1:;:1

<

繁殖
T4

L

+)A*?1:),

结构性分子活性
>1+*?1*+-.M).4?*.4-?1:;:1

<

繁殖过程
T4

L

+)A*?1:;4

L

+)?455

运输活性
X+-,5

L

)+14+-?1:;:1

<

刺激反应
T45

L

),541)51:M*.*5

节律过程
T2

<

12M:?

L

+)?455

信号
>:

C

,-.:,

C

单一有机体过程
>:,

C

.4D)+

C

-,:5M

L

+)?455

!!

WF

与
0F

处理文库间细胞组分%分子功能和

生化过程各有
'

种%

&$

种和
&#

种
F@X5

)较
WF

与

WVc

处理文库间均有增加*在
I

个功能分类中

F@X5

最多的均与
WF

和
WVc

处理文库一致)在

分子功能分类中多出抗氧化活性%分子转导活性%核

苷酸结合转录因子活性%蛋白结合转录因子活性%营

养库活性和受体活性(另外)在生化过程功能中存在

生长转录本)表明菌根形成促进了植物的生长*

WVc

和
0Vc

处理文库间
F@X5

的
RG

分类结

果与
WF

处理和
0F

处理文库间基本一致)只是在

分子功能分类中多出通道调节活性这一功能*

$=O

!

蒙古扁桃不同处理间
F@X5

的
c@RR

通路

分析

通过
c@RR

富集分析)可以确定不同处理的蒙

古扁桃
F@X5

参与的主要生化代谢途径和信号途

径*结果!表
"

"显示)

WF

与
0F

处理%

WF

与
WVc

处理
$

组比对的叶绿体天线蛋白表达发生了明显变

化)

WF

与
0F

处理相比)存在
'

个转录本上调)

&

个

转录本下调(

WF

与
WVc

处理相比)上调和下调转

录本均只有
&

个*在碳固定途径中)

WF

与
0F

处

理相比)有
&%

个转录本上调)

O

个转录本下调(

WF

与
WVc

处理相比)也有
&%

个转录本上调*
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表
"

!

蒙古扁桃不同处理文库间
F@X5

的
c@RR

通路分析

X-S.4"

!

6,-.

<

5:5)/c@RR

L

-123-

<

:,F@X5S41344,A://4+4,1

L

+)?455:,

C

.:S+-+:45)/DQ0#/#

,

#('2)

影响途径

H,/.*4,?43-

<

组间比对

H,14+D

C

+)*

L

?)M

L

-+:5),

代谢通路

U-123-

<

通路
HF

U-123-

<

HF

上调转录

本数

9

L

下调转录

本数

F)3,

WF

$

0F 天线蛋白
6,14,,-

L

+)14:,5 K)%%&'E

' &

苗木生长

>44A.:,

C

5

C

+)312

WF

$

WVc & &

WF

$

0F

碳固定途径

V-+S),/:a-1:),

L

-123-

<

K)%%"&%

&% O

WF

$

WVc &%

!

N

!

WF

$

0F

WVc

$

0Vc

类胡萝卜素生物合成途径

V-+)14,):AS:)5

<

,1245:5

L

-123-

<

K)%%'%E

!

N

&

$

WF

$

0F ' I

WF

$

WVc

色氨酸代谢途径

X+

<L

1)

L

2-,M41-S).:5M

L

-123-

<

K)%%I#% ! N

WF

$

0Vc ! O

苗木激素平衡

Z)+M),-.S-.-,?4)/

544A.:,

C

5

WF

$

0Vc

玉米素生物合成途径

4̀-1:,S:)5

<

,1245:5

L

-123-

<

K)%%'%# $ &

WF

$

0F

类萜骨架生物合成途径

X4+

L

4,):AS-?KS),4S:)5

<

,1245:5

L

-123-

<

K)%%'%% I O

WF

$

0F

油菜素内酯生物合成途径

Y+-55:,)514+:)AS:)5

<

,1245:5

L

-123-

<

K)%%'%O & N

WF

$

0F

WF

$

0Vc

激素信号传导途径

U.-,12)+M),45:,

C

-.1+-,5A*?1:),

K)%!%"O

&

&

&

&

苗木营养

>44A.:,

C

5,*1+:1:),

WF

$

0F

氮代谢途径
0:+)

C

4,M41-S).:5M

L

-123-

<

K)%%'&% E I

WF

$

0F &$ $

WF

$

WVc

果糖和甘露糖代谢途径

8+*?1)54-,AM-,,)54M41-S).:5M

L

-123-

<

K)%%%O& ' N

WF

$

0Vc $ $苗木渗透调节物质

G5M)1:?-A

J

*51M4,1

5*S51-,?45:,544AD

.:,

C

5

WF

$

0F

精氨酸和脯氨酸代谢途径

6+

C

:,:,4-,A

L

+).:,4M41-S).:5M

L

-123-

<

K)%%II% &O !

WF

$

0F

WF

$

WVc

甜菜红碱生物合成途径

Y41-.-:,S:)5

<

,1245:5

L

-123-

<

K)%%'EO

$

$

N

N

WF

$

0F &% &%

WF

$

WVc

过氧化物酶体
U4+)a:5)M4 K)%!&!E E N苗木抗氧化活性

6,1:)a:A-,1-?1:;:1

<

)/544A.:,

C

5

WF

$

0Vc I E

WF

$

0F " O

WF

$

WVc

谷胱甘肽代谢途径
R.*1-12:),4M41-S).:5M K)%%!#% E N

WF

$

0Vc & I

WF

$

0F 植物昼夜节律
V:+?-A:-,+2

<

12MD

L

.-,1 K)%!"&$

I $

WF

$

0Vc I !

WF

$

0F &$ &苗木其他
c@RR

路径

G124+ c@RR

L

-12D

3-

<

5)/544A.:,

C

5

WF

$

WVc

W6Uc

信号路径

W6Uc5:

C

,-.:,

CL

-123-

<

K)%!%&& ! N

WF

$

0Vc N &

WF

$

0F O I

WF

$

WVc

钙信号路径
V-.?:*M5:

C

,-.:,

CL

-123-

<

K)%!%$% E N

WF

$

0Vc & O

!!

本研究发现)菌根化蒙古扁桃在干旱胁迫过程

中叶片发生脱落)而非菌根化蒙古扁桃的叶片几乎

没有脱落*同时)在前期研究中发现)菌根化苗木体

内的
6Y6

含量均较非菌根化苗木显著升高)且叶

片脱落最多的接种处理
6Y6

含量也最高(菌根化

苗木体内的可溶性糖含量也显著高于非菌根化苗

木*说明菌根的形成可以提高蒙古扁桃体内的

6Y6

含量)从而促使更多叶片脱落)降低蒸腾面积)

增加一些渗透调节物质含量)以应对干旱胁迫)这可

能是其在恶劣环境中能够生存的重要机制&

"

'

*本研

究也发现了涉及
6Y6

合成的类胡萝卜素生物合成

途径!表
"

")在此途径中)

WF

与
0F

处理相比有
!

个转录本上调%

&

个转录本下调(

WVc

与
0Vc

处理

相比)只有
$

个转录本下调)这意味着非干旱胁迫

下)菌根化苗木的
6Y6

合成受到抑制*在氮代谢

途径中)

WF

与
0F

处理相比)有
E

个转录本上调*

在过氧化物酶体中)

WF

与
WVc

处理相比有
E

个

转录本上调)这说明菌根苗在干旱胁迫下抗氧化酶

6;
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活性显著增强*

W6Uc

信号传导路径在
WF

与

0F

%

WF

与
WVc

%

WF

与
0Vc

这
I

组处理比对中

均存在
F@X5

)其中
WF

与
0F

处理相比)转录本上

调最多)达
&$

个(

WF

与
WVc

处理相比)只有
!

个

转录本上调(转录本上调能促进植物细胞在渗透休

克和高渗透压过程中细胞壁的重塑与体内渗透调节

物质的合成)说明在干旱胁迫条件下)菌根化蒙古扁

桃通过自身转录本表达变化使植物能更好地应对干

旱胁迫*

$=E

!

蒙古扁桃
T06D54

P

与
P

TXDUVT

验证结果比

较

为了验证
T06D54

P

数据的正确性)随机选择蒙

古扁桃
&%

个
F@X5

)对
WF

与
0F

处理及
WVc

与

0Vc

处理间的比对结果进行
P

TXDUVT

验证)结果

见图
$

*从图
$

可以看出)虽然
P

TXDUVT

验证数据

与
T06D54

P

数据存在小的偏差)但大多数转录本数

据在两者之间基本一致)说明本研究获得的蒙古扁

桃
T06D54

P

测序结果可靠*

图
$

!

蒙古扁桃
&%

个
F@X5T06D54

P

数据的
P

TXDUVT

验证

8:

C

=$

!

X24

P

TXDUVT;4+:/:?-1:),+45*.15)/&%1+-,5?+:

L

1T06D54

P

A-1-)/DQ0#/

,

#('2)

I

!

讨论与结论

随着测序技术的不断进步和升级)植物基因组

与转录组数据越来越容易获取*本研究中)蒙古扁

桃
!

个处理文库的测序数据量远高于桃子!

D"9/9$

%

+"$'2)

"

&

&#

'和梅花!

D"9/9$090+

"

&

&'

'等
$

个李属植

物基因组长度的数据量*在胡杨!

D#

%

9(9$+9

%

&C

")5'2)

"

&

$%

'和滇杨!

D#

%

9(9$

6

9//)/+/$'$

"

&

$&

'的高通

量测序中)非干旱胁迫处理测序获得的
T4-A5

数大

于干旱胁迫处理)这是因为植物在正常水分下生长

旺盛)可以获得更多的高质量
T06

)本研究结果证

实了这一结论*本研究中)

!

个文库的转录本数%转

录本平均长度等均高于扁桃!

D"9/9$39(2'$

"的转录

组数据&

'

'

)说明本研究测序准确度非常高)能满足后

续的分析要求*本研究还利用实时荧光定量
UVT

验证了
T06D54

P

数据的可靠性*

光合作用变化是植物受干旱等逆境胁迫的最直

接反映&

$$

'

)耐旱性较强的植物能维持相对较高的光

合速率&

$%

'

*有研究表明)干旱胁迫下
6W8

可将有

限的光合产物运送到根部)帮助植物吸收更多的水

分)从而显著增加地下生物量&

!

'

)本研究结果也符合

这一规律*本研究中)在天线蛋白通路中)

WF

与

0F

处理相比有
'

个转录本上调)这意味着干旱胁

迫下菌根化苗木的光合作用比非菌根化苗木强)

X-,

C

等&

$%

'对胡杨的研究也得出了相同的结论*本

研究中)在干旱胁迫下)菌根的形成促进了蒙古扁桃

的碳固定途径)这可能是因为碳途径可以提高强光

高温下的光合速率*由此可以得出)在干旱胁迫下)

菌根的存在可以维持植物较高的光合作用)从而增

强植物的抗旱能力*

在干旱%寒冷%高温和盐渍等逆境条件下)植物

通过产生
6Y6

%细胞分裂素%生长素等一系列激素

来增强其抗逆性*有研究表明)在逆境条件下)菌根

能促进植物体内
6Y6

迅速增加&

$I

'

*本研究表明)

在
6Y6

生物合成的类胡萝卜素生物合成途径中)

WF

与
0F

处理相比有
!

个转录本上调)说明在干

旱胁迫条件下)菌根的存在使蒙古扁桃体内
6Y6

合成增加)这与
2̀-,

C

等&

$I

'的研究结果一致*玉米

素是蒙古扁桃体内细胞分裂素的主要体现形式*细

胞分裂素可以促进细胞分裂并调控其分化&

$!

'

)因

此)在
WF

与
0F

处理文库间
F@X5

的
RG

功能分

类中存在着生长发育的转录本*

有研究发现)

6W8

能促进植物对氮的吸收&

I

'

*

本研究中高通量测序结果显示)干旱胁迫能诱导菌

根化蒙古扁桃对氮的吸收)这可能是在
F@X5RG

功能分类中)

WF

与
0F

处理文库间存在营养库活

7;

第
#

期 赵
!

敏)等#蒙古扁桃菌根苗对干旱胁迫的分子响应机制



性功能转录本的原因*即
6W8

植物利用氮源的主

要形式是铵根&

$O

'

)同时)干旱胁迫诱导菌根化苗木

亚硝酸还原酶的表达上调&

$E

'

*本研究也发现)在氮

代谢途径中)干旱胁迫下菌根苗与非菌根苗相比)有

E

个转录本上调*

干旱胁迫下)植物会主动积累一些渗透调节物

质来提高细胞的吸水和保水能力)从而提高植物的

耐旱力)植物中常见的渗透保护剂包括脯氨酸%可溶

性糖%甜菜碱等有机物&

$"

'

*本研究表明)果糖和甘

露糖代谢途径中)干旱胁迫下菌根的形成有利于维

持果糖的正常含量)菌根苗与非菌根苗相比有
&$

个

转录本上调*脯氨酸积累是植物对水分胁迫的暂时

反应&

$#

'

)脯氨酸合成途径主要包括谷氨酸和鸟氨酸

两条途径)而且鸟氨酸合成途径主要在氮相对较高

的环境中起作用&

$'

'

*本研究中)在脯氨酸代谢途径

中)干旱胁迫下菌根化苗与非菌根化苗相比有
&O

个

转录本上调)说明菌根形成后提高了蒙古扁桃对氮

的吸收*

W)

等&

I%

'研究指出)干旱胁迫能促使接种

地表球囊霉!

O(#09$;+"$'

-

#"0+

"的西瓜幼苗中抗

氧化物酶的基因表达)且
6W8

共生体的存在能调

控这种影响*本研究也发现)菌根化蒙古扁桃在干

旱胁迫条件下抗氧化酶活性显著增强)这也可能是

受到
6W8

共生体的影响)所以在
F@X5

的
RG

功

能分类中)

WF

与
0F

处理文库间有抗氧化物质活

性功能转录本的存在*

有研究表明)干旱胁迫能调控植物
W6Uc

某些

基因的表达来帮助植物适应环境胁迫&

$"

'

*本研究

也发现)在
W6Uc

信号传导途径中)干旱胁迫下菌

根化苗与非菌根化苗相比有
&$

个转录本上调*在

一定条件下)额外施加
V-

$̂ 有利于缓解植物因干旱

胁迫带来的伤害&

I&

'

*本研究获取的
T06D54

P

数据

表明)在干旱条件下)菌根苗与非菌根苗相比)钙信

号路径中有
O

个转录本上调)说明较高的钙含量有

助于提高植物的耐旱力&

I$

'

*
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