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摘　 要　 甘蔗近缘种斑茅(Tripidium
 

arundinaceum)、
 

甘蔗属内野生种割手密(Saccharum
 

spontaneum)和大茎野生种(Saccha-
rum

 

robustum)具有茎部强壮、
 

耐旱、
 

耐涝、
 

耐霜和抗病性等对现代甘蔗品种改良具有重要价值的性状。
 

本研究通过比较甘蔗

属及其近缘属四个代表性种质,
 

包括一个甘蔗属近缘种质(斑茅)、
 

两个甘蔗属野生种(割手密、
 

大茎野生种)和一个甘蔗属

驯化种(热带种)的转录组,
 

以探讨它们在转录层面的差异。
 

研究发现,
 

甘蔗近缘种斑茅与甘蔗属野生种割手密(BM
 

vs
 

Y83)、
 

甘蔗属内的两个野生种割手密与大茎野生种(Y83
 

vs
 

N57)以及甘蔗属内的野生种割手密和驯化种热带种(N57
 

vs
 

NJ)
之间的差异表达基因主要涉及光合作用、

 

次级代谢和信号转导等,
 

这可能导致甘蔗属及其近缘属物种间在光合能力、
 

抗生物

和非生物胁迫能力以及营养利用方面存在差异。
 

割手密在氮代谢表现出较斑茅和大茎野生种更强的潜力,
 

表明其在氮素利

用上可能更具优势。
 

此外,
 

割手密的特异表达基因涉及光感受器、
 

昼夜节律时钟和开花途径,
 

这可能与其开花特性相关。
 

本

研究还鉴定了甘蔗属及其近缘属、
 

甘蔗属内野生种和驯化种之间的 4
 

325 个直系同源基因,
 

这些基因的正选择分析结果表明

割手密可能在自然选择下逐渐改变基因表达模式以适应环境,
 

而热带种从大茎野生种驯化后的分化和适应可能与植物激素

信号转导的改变相关。
 

关键词
 

　 甘蔗;
 

甘蔗近缘种;
 

比较转录组;
 

RNA-seq;
 

斑茅;
 

割手密;
 

大茎野生种
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Abstract　 Tripidium
 

arundinaceum,
 

a
 

close
 

relative
 

of
 

sugarcane,
 

and
 

Saccharum
 

spontaneum
 

and
 

Saccharum
 

robustum,
 

wild
 

species
 

within
 

sugarcane,
 

exhibit
 

valuable
 

traits
 

for
 

improvement
 

of
 

modern
 

sugarcane
 

cultivar,
 

such
 

as
 

robust
 

stems,
 

drought,
 

flood,
 

and
 

frost
 

tolerance,
 

and
 

disease
 

resistance.
 

In
 

this
 

study,
 

we
 

compared
 

the
 

transcriptomes
 

of
 

representative
 

germplasm
 

from
 

four
 

sugarcane
 

and
 

closely
 

related
 

species,
 

including
 

a
 

close
 

relative
 

of
 

sugarcane
 

(T.
 

arundinaceum) ,
 

two
 

wild
 

species
 

within
 

the
 

Saccharum
 

genus
 

(S.
 

spontaneum
 

and
 

S.
 

ro-
bustum) ,

 

and
 

a
 

domesticated
 

sugarcane
 

(S.
 

officinarum) ,
 

to
 

investigate
 

their
 

transcriptomic
 

differences.
 

The
 

research
 

revealed
 

that
 

differenti-
ally

 

expressed
 

genes,
 

between
 

the
 

sugarcane
 

relative
 

T.
 

Tripidium
 

arundinaceum
 

and
 

the
 

wild
 

species
 

S.
 

spontaneum
 

of
 

Saccharum
 

genus
 

(BM
 

vs
 

Y83),
 

between
 

two
 

wild
 

species
 

S.
 

spontaneum
 

and
 

S.
 

robustum
 

within
 

the
 

Saccharum
 

genus
 

(Y83
 

vs
 

N57),
 

and
 

between
 

wild
 

species
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S.
 

robustum
 

and
 

domesticated
 

species
 

S.
 

officinarum
 

within
 

the
 

Saccharum
 

genus
 

(N57
 

vs
 

NJ),
 

primarily
 

involved
 

functions
 

related
 

to
 

photo-
synthesis,

 

secondary
 

metabolism,
 

and
 

signal
 

transduction,
 

which
 

likely
 

led
 

to
 

variations
 

in
 

their
 

photosynthetic
 

capacity,
 

resistance
 

to
 

biotic
 

and
 

abiotic
 

stresses,
 

and
 

nutrient
 

utilization.
 

S.
 

spontaneum
 

exhibited
 

greater
 

potential
 

in
 

nitrogen
 

metabolism
 

compared
 

to
 

T.
 

arundinaceum
 

and
 

S.
 

robustum,
 

suggesting
 

its
 

potential
 

advantages
 

in
 

nitrogen
 

utilization.
 

Furthermore,
 

species-specific
 

expressed
 

genes
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

were
 

associated
 

with
 

photoreceptors,
 

circadian
 

rhythm
 

clocks,
 

and
 

flowering
 

pathways,
 

indicating
 

its
 

unique
 

flowering
 

feature.
 

The
 

study
 

also
 

identified
 

4
 

325
 

orthologous
 

genes
 

among
 

sugarcane,
 

its
 

close
 

relatives,
 

wild
 

species,
 

and
 

domesticated
 

varieties
 

within
 

the
 

Saccharum
 

genus,
 

and
 

positive
 

selection
 

analysis
 

of
 

these
 

genes
 

indicated
 

that
 

S.
 

spontaneum
 

gradually
 

altered
 

its
 

gene
 

expression
 

patterns
 

under
 

natural
 

selec-
tion

 

to
 

adapt
 

to
 

its
 

environment,
 

while
 

the
 

differentiation
 

and
 

adaptation
 

of
 

S.
 

officinarum
 

during
 

the
 

domestication
 

process
 

from
 

S.
 

robustum
 

were
 

likely
 

related
 

to
 

the
 

change
 

of
 

plant
 

hormone
 

signal
 

transduction.
Keywords　 Sugarcane;

 

Sugarcane-related
 

species;
 

Comparative
 

transcriptome;
 

RNA-seq;
 

Tripidium
 

arundinaceum;
 

Saccharum
 

spon-
taneum;

 

Saccharum
 

robustum

甘蔗(Saccharum
 

spp. )在热带和亚热带地区的

90 多个国家被广泛种植,
 

中国是继巴西和印度之

后的第三大甘蔗生产国。
 

甘蔗是生产食品、
 

饲料、
 

生物燃料、
 

生物制品等的重要原料,
 

为全球 100 多

个国 家 提 供 80% 以 上 的 蔗 糖 ( Paidipati
 

et
 

al.,
 

2022) 。
 

长期以来,
 

甘蔗栽培品种遗传背景狭窄、
 

品种退化( Scortecci
 

et
 

al.,
 

2012) ,
 

以及缺乏对生物

和非生物胁迫的抗性( Cursi
 

et
 

al.,
 

2022) 。
 

全球环

境变化和需求的增长进一步提高了对作物改良的

需求,
 

利用野生遗传资源通过品种改良来抵御生

物和非生物胁迫并提高生物产量是现代育种的重

要目标。
 

甘蔗育种者将现有甘蔗品种与甘蔗近缘属野生

种进行杂交,
 

以丰富栽培甘蔗的基因库。
 

这一举措

有助于进一步提高甘蔗的产量,
 

并引入一些对生产

有益的重要特性,
 

诸如增加分蘖数、
 

提高株高、
 

增

加茎径等( Sanghera
 

et
 

al.,
 

2019)。
 

研究指出,
 

斑茅

(Tripidium
 

arundinaceum)和割手密(Saccharum
 

spont-
aneum)具有对根腐病、

 

线虫和烟粉虱的抗性( Croft
 

et
 

al.,
 

2015);
 

斑茅显示出较高的耐寒性和生物产

量,
 

且在渗透调节、
 

抗氧化系统以及物质代谢方面

具有显著的优势(肖芙荣
 

等,
 

2018);
 

大茎野生种

(Saccharum
 

robustum)具有高纤维含量、
 

抗氧化成分

丰富以及生物产量高等特点
 

(Alarmelu
 

et
 

al.,
 

2018;
 

Chandran
 

et
 

al.,
 

2020)。
 

这些甘蔗属及其近缘属种质

资源可作为甘蔗品种改良的基因库。
 

鉴于此,
 

本研

究的主要目的在于比较甘蔗属及其近缘属代表性种

质的转录组,
 

以深入了解它们在转录层面的差异。
 

比较转录组的方法被广泛用于研究不同生物之间在

转录水平的差异,
 

是深入探究物种生物学特性的重

要组学手段之一( Evangelistella
 

et
 

al.,
 

2017;
 

Rathi-
nam

 

et
 

al.,
 

2019;
 

Li
 

et
 

al.,
 

2020;
 

Chen
 

et
 

al.,
 

2022)。
 

甘蔗属及其近缘属物种的比较转录组研究

不仅能深化对这些物种转录特异表达的认识,
 

还能

丰富基因组资源。
 

本文研究了甘蔗近缘种斑茅与甘蔗属野生种割

手密(BM
 

vs
 

Y83)、
 

甘蔗属内的两个野生种割手密与

大茎野生种(Y83
 

vs
 

N57)以及甘蔗属内的野生种割

手密和驯化种热带种( N57
 

vs
 

NJ) 之间的转录组特

征。
 

本研究的主要目的为:
 

(1)比较甘蔗属中近缘野

生种与野生种之间、
 

甘蔗属中野生种之间、
 

甘蔗属

中野生种与驯化种之间的基因表达差异,
 

从转录水

平研究解析物种间特异表达的基因,
 

挖掘野生种质

中可用于遗传改良的优势基因(如光合作用、
 

生物

产量、
 

抗性基因等);
 

(2)挖掘物种间在选择压力下

的正选择基因,
 

阐明进化或驯化过程中的正选择基

因及其表达情况,
 

鉴定分化和适应的相关功能基因。
 

本研究结果将为未来的甘蔗基因功能研究和分子标

记辅助育种提供宝贵的资源。
 

1　 结果与分析

1. 1　 测序数据处理与参考序列组装评估

　 　 四个代表物种斑茅(T.
 

arundinaceum)
 

( BM)、
 

割手密(S.
 

Spontaneum)
 

(Y83)、
 

大茎野生种(S.
 

ro-
bustum)

 

(N57)和热带种(S.
 

officinarum)
 

( NJ)通过

Illumina 测序产生 67
 

119
 

545 个平均干净读数,
 

Q20
和(G+C) 含量的平均值分别为 98. 18% 和 53. 77%
(表 1),

 

测序干净读数的质量满足后续分析需求。
 

在斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种的参考转录

本中,
 

分别有 294
 

615、
 

471
 

251、
 

355
 

994 和 255
 

387
个唯一基因序列 ( unigenes ),

 

平均长度分别为

1
 

002
 

bp、
 

829
 

bp、
 

829
 

bp 和 1
 

080
 

bp,
 

(G+C)含量

分别为 49. 12% 、
 

49. 37% 、
 

50. 03% 和 49. 59% ,
 

使用

BUSCO 评估组装质量,
 

其完整性分别为 72. 37% 、
 

69. 39% 、
 

68. 96% 和 76. 89% (表 2)。
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表 1　 转录组测序质控数据统计表

Table
 

1　 Statistics
 

of
 

transcriptome
 

sequencing
 

quality
 

control
 

data

物种
Species

样本名
Sample

 

name
干净读数

Clean
 

reads
干净碱基

Clean
 

bases
Q20 占比 / %

Q20
 

percent / %
(G+C)

 

含量 / %
(G+C)content / %

T.
 

arundinaceum BM_1_Le 62
 

997
 

854 9
 

425
 

968
 

358 98. 25 52. 60

T.
 

arundinaceum BM_1_RO 62
 

662
 

590 9
 

367
 

070
 

589 98. 34 55. 15

T.
 

arundinaceum BM_2_Le 57
 

786
 

612 8
 

647
 

575
 

094 98. 45 52. 51

T.
 

arundinaceum BM_2_RO 69
 

405
 

670 10
 

376
 

543
 

075 98. 17 54. 48

T.
 

arundinaceum BM_3_Le 66
 

469
 

980 9
 

938
 

618
 

901 97. 98 52. 66

T.
 

arundinaceum BM_3_RO 82
 

750
 

466 12
 

365
 

355
 

897 98. 18 55. 02

S.
 

robustum N57_1_Le 71
 

299
 

020 10
 

645
 

724
 

016 98. 11 52. 21

S.
 

robustum N57_1_RO 80
 

475
 

232 12
 

014
 

263
 

455 98. 32 54. 11

S.
 

robustum N57_2_Le 63
 

931
 

562 9
 

522
 

420
 

611 97. 91 49. 77

S.
 

robustum N57_2_RO 71
 

184
 

784 10
 

627
 

411
 

423 98. 05 54. 06

S.
 

robustum N57_3_Le 63
 

080
 

558 9
 

415
 

353
 

133 98. 30 47. 20

S.
 

robustum N57_3_RO 65
 

112
 

728 9
 

722
 

588
 

570 98. 02 54. 16

S.
 

officinarum NJ_1_Le 63
 

079
 

880 9
 

416
 

349
 

063 98. 11 54. 88

S.
 

officinarum NJ_1_RO 69
 

218
 

142 10
 

334
 

199
 

855 98. 11 53. 57

S.
 

officinarum NJ_3_Le 61
 

398
 

728 9
 

168
 

710
 

175 98. 02 54. 71

S.
 

officinarum NJ_3_RO 70
 

892
 

496 10
 

586
 

371
 

278 98. 11 53. 19

S.
 

officinarum NJ_4_Le 58
 

701
 

100 8
 

777
 

470
 

006 98. 20 55. 59

S.
 

officinarum NJ_4_RO 52
 

695
 

306 7
 

880
 

508
 

656 98. 00 54. 38

S.
 

spontaneum Y83_1_Le 55
 

979
 

770 8
 

375
 

796
 

973 98. 31 56. 21

S.
 

spontaneum Y83_1_RO 76
 

921
 

728 11
 

485
 

760
 

548 98. 26 53. 80

S.
 

spontaneum Y83_2_Le 63
 

084
 

960 9
 

427
 

919
 

349 98. 27 55. 25

S.
 

spontaneum Y83_2_RO 72
 

597
 

854 10
 

841
 

606
 

554 98. 21 54. 99

S.
 

spontaneum Y83_3_Le 63
 

816
 

138 9
 

541
 

129
 

810 98. 33 55. 03

S.
 

spontaneum Y83_3_RO 85
 

325
 

922 12
 

736
 

122
 

455 98. 28 54. 99

平均值
 

Average
 

671
 

19
 

545 10
 

026
 

701
 

576 98. 18 53. 77

表 2　 参考转录本 BUSCO 组装质量评估数据统计表

Table
 

2　 Statistical
 

table
 

of
 

BUSCO
 

assembly
 

quality
 

assessment
 

data
 

for
 

reference
 

transcripts
项目
Item

斑茅
T.

 

arundinaceum
大茎野生种
S.

 

robustum
热带种

S.
 

officinarum
割手密

S.
 

spontaneum

完整 BUSCOs 1
 

168 1
 

120 1
 

113 1
 

241

Complete
 

BUSCOs (72. 37% ) (69. 39% ) (68. 96% ) (76. 89% )

片段化 BUSCOs 300 342 341 265

Fragmented
 

BUSCOs (18. 59% ) (21. 19% ) (21. 13% ) (16. 42% )

缺失 BUSCOs 146 152 160 108

Missing
 

BUSCOs (9. 05% ) (9. 42% ) (9. 91% ) (6. 69% )

总 BUSCOs 1
 

614 1
 

614 1
 

614 1
 

614

Total
 

BUSCOs (100% ) (100% ) (100% ) (100% )

　 　 注:
 

括号内比例为所属 BUSCOs 类别占总 BUSCOs 的比例。
 

Note:The
 

proportion
 

in
 

parentheses
 

represents
 

the
 

proportion
 

of
 

the
 

BUSCO
 

category
 

to
 

the
 

total
 

BUSCOs.

　 　 对处理后的数据进行转录本组装,
 

并剔除冗余的

转录本后,通过 Nr、
 

Swiss-Prot、
 

KOG 和 PDB 四大数据

库进行注释。
 

大多数转录本在 Nr 数据库中获得注释,
 

在 PDB 数据库中获得的注释最少。
 

在斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种中,
 

四个数据库的注释率分别约

为 54. 94% 、
 

56. 02% 、
 

58. 25%和 54. 94% (表 3)。
 



1326　 　 基因组学与应用生物学

表 3　 斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种转录组的注释结果

Table
 

3　 Annotation
 

results
 

for
 

T.
 

arundinaceum,
 

S.
 

spontaneum,
 

S.
 

robustum,
 

and
 

S.
 

officinarum
 

transcriptome
 

reference
特种

Species Nr Swiss-Prot KOG PDB 注释唯一基因序列的个数
Number

 

of
 

annotated
 

unigenes
注释率 / %

Rate
 

of
 

annotations / %

斑茅
T.

 

arundinaceum
161

 

175 95
 

035 98
 

830 58
 

156 161
 

863 54. 94

割手密
S.

 

spontaneum
206

 

681 150
 

593 151
 

611 95
 

689 263
 

987 56. 02

大茎野生种
S.

 

robustum
263

 

116 121
 

774 120
 

556 73
 

040 207
 

373 58. 25

热带种
S.

 

officinarum
139

 

886 79
 

576 82
 

492 48
 

506 140
 

321 54. 94

　 　 使用 BLASTx 将转录本比对到多个物种,
 

E-value 设置为 10 -5(表 4) 。
 

四个物种的转录组比

对到高粱的比对率最高,
 

其次是玉米。
 

另外,
 

观

察到四个物种与甘蔗杂交种 R570 的比对率极

低,
 

可能是由于 R570 的基因组组装和注释不完

整所导致。
 

表 4　 甘蔗属及其近缘属代表种质的转录组与 Nr 数据库的比较分析

Table
 

4　 Comparative
 

analysis
 

of
 

transcriptome
 

and
 

Nr
 

database
 

of
 

representative
 

germplasm
 

of
 

sugarcane
 

and
 

its
 

relatives

物种
Species

比对率 / %
Mapping

 

rate / %
斑茅

T.
 

arundinaceum
割手密

S.
 

spontaneum
大茎野生种
S.

 

robustum
热带种

S.
 

officinarum

高粱
Sorghum

 

bicolor
45. 4 46. 0 46. 0 46. 0

玉米
Zea

 

mays
21. 5 13. 6 13. 9 14. 1

南荻
Miscanthus

 

lutarioriparius
14. 3 15. 7 16. 0 15. 8

福尼奥小米
Digitaria

 

exilis
2. 0 2. 3 2. 1 2. 1

柳枝稷
Panicum

 

virgatum
1. 9 2. 7 2. 5 2. 7

稷
Panicum

 

miliaceum
1. 8 2. 2 2. 0 2. 0

小米
Setaria

 

italica
1. 7 1. 7 1. 5 1. 6

二型花小米草
Dichanthelium

 

oligosanthes
1. 3 - - -

甘蔗杂交品种 R570
Saccharum

 

hybrid
 

R570
- 1. 8 2. 0 2. 0

其他
Other

10. 1 14. 0 14. 1 13. 7

　 　 注:
 

“ -”
 

表示该值未检测。
Note:

 

“ -”
 

indicates
 

that
 

the
 

value
 

is
 

not
 

detected.

　 　 四个物种共有唯一基因序列共 58
 

258 个(图

1A),
 

分别通过 GO 数据库和 KEGG 数据库注释共

有唯一基因序列。
  

有 9
 

883 个候选基因注释到

KEGG 通路中,
 

它们被分为 5 类,
 

涵盖 138 个不同

的 KEGG 途径。
 

其中,
 

“糖酵解 / 糖异生” 、
 

“柠檬酸

循环( TCA 循环) ”和“磷酸戊糖途径” 是三条最具

代表性的途径(图 1B) 。
 

注释结果显示,
 

甘蔗属及

其近缘属的转录本主要涉及能量代谢和碳水化合

物代谢。
 

在三个核心 GO 注释类别中,
 

生物过程占

注释总数的 46. 62% (27
 

164) ,
 

分子功能和细胞组

分分别占 49. 64% ( 28
 

917) 和 49. 11% (28
 

614)
(图 1C) 。
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图 1　 斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种中转录组注释情况统计

(A)
 

四个物种共享基因的维恩图;
  

(B)
 

四个物种共享基因的前 20 个 KEGG
 

通路注释;
(C)

 

四个物种共享基因的前 64 个 GO 分类

Figure
 

1　 Statistical
 

analysis
 

of
 

transcriptomes
 

in
 

T.
 

arundinaceum,
 

S.
 

spontaneum,
 

S.
 

robustum,
 

and
 

S.
 

officinarum
(A)Venn

 

diagram
 

of
 

shared
 

genes
 

in
 

four
 

species;
 

(B)Top-20
 

KEGG
 

pathway
 

annotation
 

of
 

the
 

four
 

species
 

shared
 

genes;
 

(C)Top-64
 

GO
 

classification
 

of
 

the
 

four
 

species
 

shared
 

genes

1. 2　 组织特异性和物种特异性表达分析

　 　 为了比较四个种质的组织特异性和物种特异性

的转录本表达特征,
 

将四个种质之间共有的 58
 

258
个转录本用于构建每百万转录本数( transcripts

 

per
 

million,
 

TPM)矩阵。
 

组织特异性表达基因定义为在

四分之三的物种中表达,
 

一个组织中“TPM>1”,
 

其

他组织中“TPM = 0”。
 

物种特异性表达基因定义为在

一个物种中以阈值 “ TPM > 1”,
 

在其余物种中以

“TPM = 0”特异表达。
 

在组织特异性表达的基因中,
 

有 10 个基因在

根组织中呈现特异性表达,
 

这些基因被注释到不

同的生物学通路,
 

包括“ 苯丙氨酸代谢” 、
 

“ 核糖

体”以及“角质、
 

木栓质和蜡质的生物合成” 等途

径。
 

在叶组织中,
 

检测到共有 114 个基因呈现特
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异性表达。
 

这些基因分别被注释到多个生物学通

路,
 

其中包括 “ 光合作用-天线蛋白” 、
 

“ 光合作

用” 、
 

“乙醛酸和二羧酸代谢” 以及“ 光合生物中

的碳固定” 等途径。
 

这些结果表明,
 

根组织的特

异表达基因与植物次生代谢和细胞壁合成有关,
 

而叶组织特异性表达基因与其形态组成和生理功

能密切相关。
 

在物种特异性表达基因(表 5)中,
 

斑茅具有最

多的特异性表达基因,
 

包括 354 个叶组织特异表达

基因、
 

232 个根组织特异表达基因,
 

以及 109 个同时

在叶和根组织中表达的基因,
 

它们分别被注释到

“内吞”、
 

“生物素代谢” 和“N-聚糖生物合成” 等途

径。
 

大茎野生种和热带种的物种特异性表达基因都

显著富集到“苯丙氨酸代谢”、
 

“苯丙酸生物合成”和

“苯丙酸合成”等途径中,
 

表明这两个物种特异性表

达基因类似。
 

割手密的物种特异性表达基因主要被

注释到基本代谢途径中,
 

如“嘌呤代谢”和“果糖和

甘露糖代谢”等。
 

割手密的组织特异性表达基因中,
 

叶和根组织中的特异表达基因显著富集到“磷酸和

亚磷酸代谢”以及“烟酸和烟酰胺代谢”途径中,
 

根

组织特异表达基因富集到“磷酸和亚磷酸代谢” 途

径中。
 

表 5　 斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种中的组织特异性表达基因的统计

Table
 

5　 Statistics
 

of
 

tissue
 

specific
 

expressed
 

genes
 

in
 

T.
 

arundinaceum,
 

S.
 

spontaneum,
 

S.
 

robustum,
 

and
 

S.
 

officinarum
叶组织

Leaf
 

tissue
根组织

Root
 

tissue
 

叶和根组织
Leaf

 

tissue
 

and
 

root
 

tissue

斑茅
T.

 

arundinaceum
354 232 109

割手密
S.

 

spontaneum
265 145 59

大茎野生种
S.

 

robustum
64 152 24

热带种
S.

 

officinarum
262 135 63

1. 3　 物种间差异表达及 KEGG 富集分析

　 　 差异表达分析采用了三个比较组,
 

分别是甘蔗

近缘属野生种与甘蔗属野生种(BM
 

vs
 

Y83)、
 

甘蔗属

内的野生种(Y83
 

vs
 

N57),
 

以及甘蔗属内中的野生

种和驯化种(N57
 

vs
 

NJ)。
 

将获得注释的四个物种的

共享转录本用作背景基因集,
 

对三个比较组中的差异

表达基因( differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs) 进行

KEGG 富集分析(P-value<0. 01)
 

(表 6)。
 

表 6　 叶和根组织中差异性表达基因的 KEGG 通路富集情况
Table

 

6　 Enrichment
 

of
 

KEGG
 

pathway
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

leaf
 

and
 

root
 

tissues
比较组

Comparison
 

group
叶组织中的富集通路

Leaves
 

tissue
 

enriched
 

pathway ko P-value 根组织中的富集通路
Roots

 

tissue
 

enriched
 

pathway ko P-value

Y83
 

vs
 

BM 光合作用-天线蛋白
Photosynthesis-antenna

 

proteins
ko00196 0. 000

 

111 苯丙酸生物合成
Phenylpropanoid

 

biosynthesis
ko00940 0. 006

 

616

乙醛酸和二羧酸代谢
Glyoxylate

 

and
 

dicarboxylate
 

metabolism
ko00630 0. 001

 

248

卟啉代谢
Porphyrin

 

metabolism
ko00860 0. 002

 

217

花生四烯酸代谢
Arachidonic

 

acid
 

metabolism
ko00590 0. 007

 

94

BM
 

vs
 

Y83 亚油酸代谢
Linoleic

 

acid
 

metabolism
ko00591 0. 002

 

253 苯丙酸生物合成
Phenylpropanoid

 

biosynthesis
ko00940 0. 007

 

999

磷酸戊糖途径
Pentose

 

phosphate
 

pathway
ko00030 0. 002

 

959

硫代谢
Sulfur

 

metabolism
ko00920 0. 008

 

312

泛醌和其他萜类醌生物合成
Ubiquinone

 

and
 

other
 

terpenoid-qui-
none

 

biosynthesis

ko00130 0. 009
 

855
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续表
Continuing

 

table
 

比较组
Group

叶组织中的富集通路
Leaves

 

tissue
 

enriched
 

pathway ko P-value 根组织中的富集通路
Roots

 

tissue
 

enriched
 

pathway ko P-value

N57
 

vs
 

Y83 蛋白质出口
Protein

 

export
ko03060 0. 009

 

579

Y83
 

vs
 

N57 乙醛酸和二羧酸代谢
Glyoxylate

 

and
 

dicarboxylate
 

metabolism
ko00630 0. 002

 

141 苯丙素类化合物生物合成
Phenylpropanoid

 

biosynthesis
ko00940 0. 000

 

168

卟啉代谢
Porphyrin

 

metabolism
ko00860 0. 002

 

586 植物激素信号转导
Plant

 

hormone
 

signal
 

transduction
ko04075 0. 001

 

565

昼夜节律-植物
Circadian

 

rhythm-plant
ko04712 0. 009

 

384 类黄酮生物合成
Flavonoid

 

biosynthesis
ko00941 0. 002

 

528

芪类、
 

二芳基庚烷类和姜醇生物合成
Stilbenoid,

 

diarylheptanoid
 

and
 

gin-
gerol

 

biosynthesis

ko00945 0. 006
 

283

NJ
 

vs
 

N57 α-亚麻酸代谢
Alpha-linolenic

 

acid
 

metabolism
ko00592 0. 000

 

595 α-亚麻酸代谢
Alpha-linolenic

 

acid
 

metabolism
ko00592 0. 000

 

856

光合作用
Photosynthesis

ko00195 0. 001
 

405 糖酵解 / 糖异生
Glycolysis / Gluconeogenesis

ko00010 0. 001
 

885

糖酵解 / 糖异生
Glycolysis / Gluconeogenesis

ko00010 0. 002
 

981 碳代谢
Carbon

 

metabolism
ko01200 0. 002

 

086

萜类骨架生物合成
Terpenoid

 

backbone
 

biosynthesis
ko00900 0. 005

 

281 苯丙氨酸代谢
Phenylalanine

 

metabolism
ko00360 0. 005

 

006

N57
 

vs
 

NJ 光合作用
Photosynthesis

ko00195 0. 000
 

134 丙氨酸、
 

天冬氨酸和谷氨酸代谢
Alanine,

 

aspartate
 

and
 

glutamate
 

me-
tabolism

ko00250 0. 008
 

558

　 　 注:
 

在对比组中,
 

基因上调表达指前面的物种的基因表达水平高于后面的物种(例如,
 

在 Y83 与 BM 的对比组 Y83
 

vs
 

BM 中,
 

Y83 的基因
表达相较于 BM 的基因表达上调)。

 

Note:
 

In
 

the
 

comparison
 

group,
 

upregulation
 

of
 

gene
 

expression
 

refers
 

to
 

a
 

higher
 

level
 

of
 

gene
 

expression
 

in
 

the
 

preceding
 

species
 

than
 

in
 

the
 

fol-
lowing

 

species
 

(for
 

example,
 

in
 

the
 

Y83
 

vs
 

BM
 

comparison
 

group,
 

Y83
 

gene
 

expression
 

is
 

upregulated
 

compared
 

to
 

BM
 

gene
 

expression) .

　 　 在割手密和斑茅(BM
 

vs
 

Y83)的比较组内,
 

在叶

组织中,
 

鉴定到 7
 

106 个割手密中上调
 

DEGs,
 

鉴定

到 6
 

175 个斑茅上调 DEGs;
 

在根组织中,
 

鉴定到

6
 

954 个割手密上调 DEGs,
 

鉴定到有 6
 

036 个斑茅

上调的 DEGs。
 

在叶组织中,
 

割手密最显著富集的通

路是“光合作用-天线蛋白”
 

“乙醛酸和二羧酸代谢”
 

“卟啉代谢”和“花生四烯酸代谢”,
 

而斑茅中最显著

富集的通路是“亚油酸代谢”
 

“磷酸戊糖途径”
 

“硫

代谢”和“泛醌和其他萜类醌生物合成”。
 

在割手密

和斑茅的根和叶组织中,
 

最主要的富集通路都是

“苯丙酸生物合成”。
 

在大茎野生种和割手密
 

( Y83
 

vs
 

N57) 的比较

组内,
 

在叶组织中,
 

鉴定到 4
 

024 个大茎野生种中

上调
 

DEGs,
 

鉴定到 5
 

696 个割手密的上调 DEGs。
 

在根组织中,
 

鉴定到 5
 

762 个大茎野生种的上调
 

DEGs,
 

而鉴定到 5
 

303 个割手密的上调 DEGs。
 

在

叶组织中,
 

大茎野生种最显著富集的通路是“蛋白

质输出” ,
 

在割手密中最显著富集的通路是“乙醛

酸和二羧酸代谢” 、
 

“ 卟啉代谢” 和“ 昼夜节律-植

物” 。
 

在根组织中,
 

割手密最明显富集的通路是

“苯丙素类化合物生物合成” 、
 

“植物激素信号转

导” 、
 

“类黄酮生物合成”和“芪类、
 

二芳基庚烷类

和姜醇生物合成” ,
 

而在大茎野生种根组织中没有

发现明显富集的途径。
 

在热带种和大茎野生种( N57
 

vs
 

NJ) 的比较组

内,
 

在叶组织中,
 

鉴定到 5
 

168 个热带种中上调

DEGs,
 

有 3
 

279 个大茎野生种中上调 DEGs;
 

在根组

织中有 5
 

017 个热带种中上调
 

DEGs,
 

有 4
 

815 个大

茎野生种中上调 DEGs。
 

在叶组织中,
 

热带种最显著

富集的通路是“ α-亚麻酸代谢”、
 

“光合作用”、
 

“糖

酵解 / 糖异生”和“萜类骨架生物合成”,
 

而大茎野生

种的差异表达基因最显著富集于“光合作用”通路。
 

在根组织中,
 

大茎野生种中最显著富集的通路是

“丙氨酸、
 

天冬氨酸和谷氨酸代谢”通路。
 

相比之下,
 

热带种在根组织中最显著富集的通路包括“碳代谢”
和“苯丙氨酸代谢”通路。

 

此外,
 

在根组织和叶组织

中,
 

“α-亚麻酸代谢”和“糖酵解 / 糖异生”途径也都

表现出显著富集。
 

这些结果提供了大茎野生种和热
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带种在根组织中生物学通路的差异,
 

突显了它们在

根部代谢活动方面的差异性。
 

1. 4　 同源基因对及正选择分析

　 　 正选择基因通常反映物种对自然选择或人工选

择的适应,
 

这与它们在不同环境条件下的生存密切

相关。
 

对甘蔗近缘属的野生种与甘蔗属的野生种之

间、
 

甘蔗属的野生种之间以及甘蔗属的驯化种与野

生种之间受到选择(自然选择或人工选择)的基因进

行分析和比较。
 

去冗余后的序列经过开放阅读框( open
 

reading
 

frame,
 

ORF)预测后,
 

使用 OrthoFinder 软件在斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种四个物种之间鉴定了

4
 

325 个直系同源基因。
 

如图 2 所示,
 

在斑茅和割手

密的比较组之间,
 

有 136 个直系同源基因对的

Ka / Ks>1,
 

这表明它们正在经历正向选择。
 

通过

KEGG 通路富集来研究正选择基因的生物学功能,
 

136 个直系同源基因被分配到 19 条 KEGG 途径,
 

显

著富集到的通路是“核糖体”、
 

“ D-氨基酸代谢” 和

“氧化磷酸化”。
 

在割手密和大茎野生种的比较组之

间,
 

鉴定了 3
 

964 个直系同源基因,
 

512 个直系同源

基因的 Ka / Ks>1,
 

这些基因被分配到 64 条 KEGG 途

径,
 

最具代表性的通路是“硫代谢”。
 

在大茎野生种

和热带种的比较组之间共鉴定了 3
 

643 个直系同源

基因,
 

其中 714 个直系同源基因的 Ka / Ks>1,
 

这些

基因被分配到 72 条 KEGG 途径,
 

最具代表性的通路

是“DNA 复制”、
 

“植物激素信号转导”、
 

“碱基切除

修复”和“蛋白酶体”。
 

图 2　 斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种中同源基因的选择压力分析
 

(A)
 

斑茅与割手密比较组的频率分布图(BM
 

vs
 

Y83);
 

(B)
 

割手密与大茎野生种比较组的频率分布图(Y83
 

vs
 

N57);
 

(C)
 

大茎野生种与热带种比较组的频率分布图(N57
 

vs
 

NJ)
 

Figure
 

2　 Selection
 

pressure
 

analysis
 

of
 

homologous
 

genes
 

in
 

T.
 

arundinaceum,
 

S.
 

spontaneum,
 

S.
 

robustum,
 

and
 

S.
 

officinarum
(A)

 

Frequency
 

distribution
 

diagram
 

of
 

T.
 

arundinaceum
 

vs
 

S.
 

spontaneum
 

(BM
 

vs
 

Y83);
 

(B)
 

Frequency
 

distribution
 

diagram
 

of
 

S.
 

spontaneum
 

vs
 

S.
 

robustum
 

(Y83
 

vs
 

N57);
 

(C)
 

Frequency
 

distribution
 

diagram
 

of
 

S.
 

robustum
 

vs
 

S.
 

officinarum
 

(N57
 

vs
 

NJ)
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　 　 进一步对三个比较组中的受到正选择的基因和

组织特异性表达基因进行交集,
 

以深入了解这些基

因在不同组织中的调控和演化模式。
 

在斑茅和割手

密的比较组中没有鉴定到组织特异性表达并同时受

到正选择的基因。
 

在割手密和大茎野生种的比较组

中,
 

有 7 个直系同源基因 ( Sspon. 03G0003510-1A、
 

Sspon. 04G0011670-3D、
 

Sspon. 08G0026130-2D、
 

Y83_

TRINITY_GG_13372_c64_g1_ i1、
 

Y83_Trintity _GG_
25353_c59_G11_i4、

 

Y83_TRINITY_GG_3580_c112_g1_
i2、

 

Y83_TRINITY_GG_44371_c231_g1_i2)在根组织

中特异性表达。
 

在大茎野生种和热带种的比较组中,
 

3 个直系同源基因(Sspon. 03G0003510-1A、
 

Y83_TRIN-
ITY_GG_13372_c64_g1_i1、

 

Y83
 

_Trinicy_GG_50772_
c43_g2_i1)在根组织中特异性表达(表 7)。

 

表 7　 正选择和组织特异性表达基因交集基因的注释情况

Table
 

7　 Annotation
 

of
 

the
 

intersection
 

of
 

positive
 

selection
 

and
 

tissue-specific
 

expressed
 

genes
比较组

Comparison
 

group
组织
Tissue

基因 ID
Gene

 

ID
基于 Nr 蛋白数据库的注释信息

Annotation
 

information
 

based
 

on
 

the
 

Nr
 

database

Y83
 

vs
 

N57 根 Sspon. 03G0003510-1A γ-干扰素诱导的溶酶体硫醇还原酶
Gamma-interferon-inducible

 

lysosomal
 

thiol
 

reductase
Sspon. 04G0011670-3D 致病相关

 

PRB
 

蛋白
Pathogenesis-related

 

PRB
 

protein
Sspon. 08G0026130-2D AT 基序核定位蛋白

AT-hook
 

motif
 

nuclear-localized
 

protein
Y83_TRINITY_GG_13372_c64_g1_i1 富含甘氨酸的蛋白质

Glycine-rich
 

protein
Y83_TRINITY_GG_25353_c59_g1_i4 Panicum

 

virgatum
 

rRNA
 

2′-O-甲基转移酶纤维蛋白样
Panicum

 

virgatum
 

rRNA
 

2′-O-methyltransferase
 

fibrillarin-like
Y83_TRINITY_GG_3580_c112_g1_i2 毛状体双折射样蛋白

 

34
Protein

 

trichome
 

birefringence-like
 

34
Y83_TRINITY_GG_44371_c231_g1_i2 推定脂质转移蛋白

 

DIR1
Putative

 

lipid-transfer
 

protein
 

DIR1
N57

 

vs
 

NJ 根 Sspon. 03G0003510-1A γ-干扰素诱导的溶酶体硫醇还原酶
Gamma-interferon-inducible

 

lysosomal
 

thiol
 

reductase
Y83_TRINITY_GG_13372_c64_g1_i1 富含甘氨酸的蛋白质

Glycine-rich
 

protein
Y83_TRINITY_GG_50772_c43_g2_i1 木聚糖半乳糖基转移酶

 

KATAMARI1
 

同源物
Xyloglucan

 

galactosyltransferase
 

KATAMA-RI1
 

homolog

2　 讨论与结论

　 　 在本研究中,
 

利用斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种

和热带种的叶、
 

根组织的转录组数据,
 

分别探究物

种间特异性和差异表达基因。
 

在这里,
 

使用有参加

无参组装的策略来保留四个物种中所有可能的转录

本,
 

并通过将每个物种的组装结果与割手密参考基

因序列及割手密的转录本数据集相关联,
 

构建了一

个甘蔗属内跨物种的全面参考转录本数据集。
 

组织特异性表达基因主要参与叶片光合作用和

根系形态建成,
 

这与其特有的生理功能相关;
 

而物

种特异性表达基因主要涉及植物的免疫响应、
 

次生

代谢产物合成和养分吸收利用等。
 

此外,
 

在甘蔗近

缘属野生种与甘蔗属野生种之间(BM
 

vs
 

Y83)、
 

甘蔗

属内野生种之间(Y83
 

vs
 

N57)以及甘蔗属野生种与

驯化种之间(N57
 

vs
 

NJ)中鉴定到的 DEGs 主要涉及

光合作用、
 

次级代谢产物合成和信号转导等功能,
 

这在一定程度上反映了它们在光合能力、
 

对生物和

非生物胁迫的抗性以及养分利用方面的差异。
 

2. 1　 甘蔗属及其近缘属种质的光合作用差异

　 　 光合作用对植物至关重要,
 

为植物提供必要的

能量来源。
 

在本研究中,
 

主要关注参与光合作用的

重要 KEGG 通路,
 

如“光合作用-天线蛋白”、
 

“光合

作用”和“光合生物中的碳固定”。
 

本研究对三个比

较组中的两两物种间进行转录组比较,
 

以观察光合

作用相关基因的差异表达情况,
 

这有助于深入了解

这些物种在光合作用方面的生物学差异。
 

在绿色植物的光合色素蛋白复合体中,
 

天线蛋

白充当着外围天线系统的角色,
 

在光能的吸收中起

着重要作用。
 

在类囊体膜中,
 

电子转移过程主要由

光合作用复合体( light-harvesting
 

complexes,
 

LHCs)
吸收的光能引发。

 

植物中的 LHCs 含有光合色素,
 

包

括叶绿素 a 和叶绿素 b,
 

以及与 LHCs 家族蛋白相关

联的少量类胡萝卜素。
 

LHCⅡ是主要的天线复合体,
 

它结合大约 50% 的叶绿素,
 

约占类囊体蛋白的一
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半,
 

由蛋白超家族的三个成员 ( Lhcb1、
 

Lhcb2 和

Lhcb3)组成。
 

与 BM ( T.
 

arundinaceum) 和 N57 ( S.
 

robustum)相比,
 

Y83(S.
 

spontaneum)中显著上调的

基因是光系统Ⅰ中的 Lhca1、
 

Lhca3、
 

Lhca5 和光系统

Ⅱ中的 Lhcb1、
 

Lhcb4、
 

Lhcb6。
 

Y83 的光系统Ⅱ的实

际量子产量( ΦPSⅡ)和净光合速率比 BM、
 

N57 和

NJ 的高(冯梦凡
 

等,
 

2022),
 

这些研究结果表明光捕

获化合物基因表达量的上调可能与 Y83 的光合能力

增加存在密切关系。
 

光合作用需要进一步将在光合作用复合体(例

如光合作用复合体中的光系统Ⅱ)中捕获的太阳能

转换成化学能。
 

光系统Ⅱ( photosystem
 

Ⅱ,
 

PSⅡ)是

与光合作用中的水分解反应和光保护密切相关的关

键组件。
 

无论是在正常生长条件下( PsbO 和 PsbP)
(Ifuku

 

et
 

al.,
 

2005;
 

Yi
 

et
 

al.,
 

2005;
 

Yi
 

et
 

al.,
 

2007),
 

还是在低光强度生长条件下 ( PsbQ ) ( Yi
 

et
 

al.,
 

2006),
 

光系统Ⅱ的 PsbO、
 

PsbP 和 PsbQ 蛋白在高

等植物 PSⅡ反应中心起着至关重要的作用( Bricker
 

and
 

Frankel,
 

2011)。
 

在 BM
 

vs
 

Y83 和 N57
 

vs
 

NJ 中,
 

两个比较组都观察到编码光合中心的基因表达有差

异,
 

这表明它们光能的吸收效率的差异可能与这些

基因相关。
 

2. 2　 割手密易开花原因的启示

　 　 在甘蔗育种中,
 

种质的花期是否接近或是否能

够开花都对育种进程有影响。
 

然而,
 

开花受到环境

条件的调控,
 

包括纬度和温度等因素 ( Manechini
 

et
 

al.,
 

2021)。
 

在甘蔗属物种中,
 

割手密通常较易开

花(Durai
 

et
 

al.,
 

2014;
 

Lu
 

et
 

al.,
 

2015)。
 

在 Y83
 

vs
 

N57 和 BM
 

vs
 

Y83 比较组中差异表达基因富集在影

响光周期的 KEGG 通路中,
 

其中专门编码光敏色素

用于感测红光 / 远红光光感受器的植物光敏色素 B
 

(phytochrome
 

B,
 

PHYB) 和植物光敏色素 A ( phyto-
chrome

 

A,
 

PHYA) 在割手密中表达上调( Lu
 

et
 

al.,
 

2015);
 

而隐花色素 1(cryptochrome
 

1,
 

PHY1),
 

作为

蓝光光感受器在植物中产生多种发育和昼夜节律反

应( Brautigam
 

et
 

al.,
 

2004),
 

也在割手密中表达上

调。
 

节律时钟中央振荡器中保守时钟成分,
 

如编码

PRR(pseudo-response
 

regulator)蛋白家族的基因、
 

节

律基因 LHY ( late
 

elongated
 

hypocotyl)、
 

时钟基因

TOC1(timing
 

of
 

CAB
 

expression
 

1) 和时钟基因 ZTL
(zeite-locus

 

protein),
 

这些基因的表达上调可能与光

周期的刺激相关。
 

通过物种间的比较发现,
 

与开花

途径相关的典型基因,
 

如成花素( flowering
 

locus
 

T,
 

FT)、
 

节律钟输出基因 ( GIGANTEA,
 

GI) 和 CON-
STANS 基因(CO) 在物种间比较发现其上调,

 

这类

似于先前关于甘蔗光周期的研究结果 ( Manechini
 

et
 

al.,
 

2021),
 

这些基因在开花前的成熟叶片中的信

号传导阶段开始时变得更为活跃。
 

FKF1
 

( flavin-
binding,

 

kelch
 

repeat,
 

F-BOX
 

1)对拟南芥的日长识

别至关重要,
 

有研究发现其在割手密中表达上调

(Imaizumi
 

et
 

al.,
 

2003)。
 

拟南芥中的早花基因 3(ear-
ly

 

flowering
 

3,
 

ELF3)通过影响时钟相关基因,
 

如节律

基因 LHY
 

(late
 

elongated
 

hypocotyl,
 

LHY)、
 

节律基因

CCA1(circadian
 

clock
 

associated
 

1)和 GI 的转录来调节

循环节律( Murakami
 

et
 

al.,
 

2007;
 

Matsubara
 

et
 

al.,
 

2012)。
 

在 Y83
 

vs
 

N57 的比较组中,
 

鉴定到割手密中

的 ELF3 基因差异表达。
 

相对于甘蔗属中的其他物种,
 

割手密易开花的现象与光感受器、
 

昼夜节律时钟的中

心振荡器等开花途径的差异表达基因密切相关。
 

2. 3　 野生种质为甘蔗育种提供了基因库

　 　 植物中通过碳固定产生的碳骨架和由植物脂氧

合酶生成的氧化脂质参与多种生理过程,
 

如生长发

育、
 

分蘖等,
 

最终影响植物生物量的增加(Yan
 

et
 

al.,
 

2021)。
 

在 BM
 

vs
 

Y83 的比较组中,
 

差异基因富集的

KEGG 通路是“碳代谢”、
 

“亚油酸代谢”和“光合生

物中的碳固定”。
 

碳固定是指将二氧化碳(CO2 )固定

并合 成 为 有 机 化 合 物 的 过 程 ( Bar-Even
 

et
 

al.,
 

2010),
 

这些有机化合物不仅被用于储存能量,
 

而且

也作为植物生物体内其他重要分子的关键组成部

分。
 

通过增加碳固定的过程,
 

可以改善植物的生长,
 

并促进生物体内的生物量积累。
 

这被认为是一种可

行的方法,
 

相关研究表明这种策略有助于提高植物

的生态效益和生产效率 ( Ducat
 

and
 

Silver,
 

2012;
 

Betti
 

et
 

al.,
 

2016;
 

Bar-Even,
 

2018)。
 

在本研究中,
 

C4

二羧酸途径中的丙酮酸磷酸二激酶 ( phosphoenol-
pyruvate

 

phosphate
 

dikinase,
 

ppdk)和磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶(phosphoenolpyruvate
 

carboxylase,
 

ppc)与亚

油酸代谢途径中负责氧化多不饱和脂肪酸的脂氧合

酶(lipoxygenase,
 

LOX)基因的在斑茅和割手密之间

差异表达,
 

可能是斑茅和割手密之间生物量存在差

异的原因之一。
 

研究表明可以通过将现有甘蔗品种与割手密进

行杂交来实现甘蔗根系的改良( Sakaigaichi
 

et
 

al.,
 

2007;
 

Takaragawa
 

et
 

al.,
 

2022)。
 

在割手密与斑茅

( BM
 

vs
 

Y83)和割手密与大茎野生种(Y83
 

vs
 

N57)的
比较组中,

 

通过分析根组织中的 DEGs,
 

发现这些基
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因主要被注释到氮代谢通路,
 

并且与氮源的吸收和

同化密切相关。
 

这表明割手密在氮素利用方面相对

斑茅和大茎野生种具有优势。
 

这一研究结果为利用

割手密的优良性状(如氮素高效利用)来改良甘蔗品

种提供了重要线索。
 

2. 4　 甘蔗对非生物胁迫反应的转录组学

　 　 植物采用一系列的免疫机制来抵御由病原体引

起的感染(Jones
 

and
 

Dangl,
 

2006),
 

其中包括利用抗

性蛋白识别特异性病原体效应物,
 

从而启动效应物

触发的免疫反应。
 

在病原体感染后,
 

高水平的水杨

酸(salicylic
 

acid,
 

SA)会激活病原相关基因的表达,
 

其中一些基因编码具有抗微生物活性的蛋白质( van
 

Loon
 

et
 

al.,
 

2006)。
 

割手密的差异表达基因还在植物

激素信号传导途径和色氨酸代谢途径中富集,
 

其中

一些相关基因的表达也呈现出不同程度的上调,
 

例

如生长素响应因子(auxin / indole-3-acetic
 

acid,
 

AUX /
IAA)等。

 

苯丙氨酸代谢相关基因在割手密的根组织

中表达上调,
 

特别是调节蛋白 NPR1(nonexpresser
 

of
 

pathogenesis-related
 

genes
 

1,
 

NPR1)、
 

转录因子 TGA
 

(transcription
 

factor
 

TGA,
 

TGA)、
 

病原相关蛋白 1
(pathogenesis-related

 

protein
 

1,
 

PR1) ( Kumar
 

et
 

al.,
 

2022)等。
 

PR1 在多种植物中参与抗病反应( Jones
 

and
 

Dangl,
 

2006),
 

包括甘蔗赤条病原体引起的病害

中,
 

已经显示出该基因对提高抗病能力起到了作用

(Brigida
 

et
 

al.,
 

2016),
 

同时 PR1 基因在甘蔗的耐寒

性中发挥了一定的作用( Fouladvand
 

et
 

al.,
 

2022)。
 

总之,
 

研究结果表明这些差异基因可能在割手密抗

病、
 

根系生长甚至抗寒方面发挥作用。
 

研究表明,
 

甘蔗可以通过调节碳水化合物分解、
 

氧化还原、
 

黄酮类和其他次生代谢物合成等途径的

基因表达来应对非生物和生物胁迫( Pereira-Santana
 

et
 

al.,
 

2017)。
 

虽然本研究的材料没有经过环境胁迫

处理,
 

但仍观察到胁迫相关基因在比较组中的差异

表达,
 

如“泛醌和其他萜类醌生物合成”、
 

“苯丙酸

生物合成”和“类黄酮生物合成”等次级代谢物合成

途径的相关基因。
 

黄酮类化合物是一类重要的植物

次生代谢产物,
 

包括强抗氧化剂 ( Pourcel
 

et
 

al.,
 

2007),
 

可增强植物对高光强和紫外线辐射的耐受

性,
 

并吸引昆虫传粉(Agati
 

and
 

Tattini,
 

2010)。
 

萜类

化合物等次生代谢产物也具有广泛的生理和生态功

能,
 

如氧化应激、
 

保护植物细胞免受活性氧( ROS)
的损害、

 

调节生长和发育、
 

抵抗环境压力,
 

并参与

害虫的防御反应等( Dudareva
 

et
 

al.,
 

2013)。
 

苯丙氨

酸是一大类次级代谢物合成的前体,
 

包括异黄酮类、
 

木质素、
 

木质纤维素、
 

黄酮类和链烷类(Cuong
 

et
 

al.,
 

2019)。
 

前人研究表明,
 

苯丙氨酸代谢、
 

苯丙烷类物

质和类黄酮物质合成显示出有利于甘蔗对利夫森氏

细菌亚种 ( Leifsonia
 

xyli
 

subsp.
 

xyli)
 

( Fu
 

et
 

al.,
 

2019) 和黏虫 ( Mythimna
 

separata)
 

( Wang
 

et
 

al.,
 

2021)的防御响应。
 

2. 5　 正选择压力分析

　 　 为深入了解不同种质在适应性进化方面的差

异,
 

本文对斑茅、
 

割手密、
 

大茎野生种和热带种的

正选择基因进行了比较分析,
 

研究结果有助于更全

面地理解它们在自然环境中的演化策略和适应性特

征。
 

从甘蔗近缘属野生种与甘蔗属野生种、
 

甘蔗属

野生种以及甘蔗属的驯化种与野生种这三个比较组

中得到明显不同的正选择基因数量和注释结果。
 

正

选择基因在近缘物种之间数量的不同反映了它们在

物种演化过程中面临不同的环境压力和生态适应要

求。
 

通过研究这些正选择基因的分布和数量变化,
 

能

够更深入地了解每个物种在演化中的独特适应性路

径,
 

从而揭示它们在不同环境中的生态适应性演化。
 

与甘蔗属野生种割手密相比,
 

在甘蔗属近缘物

种斑茅中鉴定到核糖体蛋白大亚基和核糖体蛋白小

亚基的编码基因、
 

C3 型光合作用向 C4 光合转变过

程中的基因和“氧化磷酸化”途径中 NADH-泛醌氧

化还原酶( NADH-ubiquinone
 

oxidoreductase) 亚单位

的基因受到强烈正选择。
 

在割手密和大茎野生种的

比较组中,
 

经历正选择的基因主要富集在“硫代谢”
通路中。

 

在这一通路中,
 

硫酸盐还原通过植物激素

的诱导协调了多种生理过程和分子机制,
 

进一步诱

导了对盐胁迫的耐受性。
 

这表明这些基因在植物对

环境压力的适应中发挥着关键的作用(Fatma
 

et
 

al.,
 

2013)。
 

在大茎野生种和热带种中发现的正选择基

因主要富集在“植物激素信号转导” 通路中,
 

其中

ABA 反 应 元 件 结 合 因 子 ( abscisic
 

acid
 

response
 

element
 

binding
 

factor,
 

ABF) 参与非生物胁迫反应

(Amir
 

Hossain
 

et
 

al.,
 

2010),
 

其可提高对植物环境

胁迫的耐受性( Nakashima
 

and
 

Yamaguchi-Shinozaki,
 

2013)。
 

乙烯不敏感蛋白基因(ethylene
 

insensitive
 

2,
 

EIN2)作为乙烯信号通路、
 

ABA 信号通路等胁迫信

号通路的交叉连接节点(Wang
 

et
 

al.,
 

2007),
 

同样鉴

定其受到强烈的正选择信号,
 

这表明 EIN2 在植物应

对乙烯响应、
 

干旱胁迫、
 

盐碱胁迫等多种信号通路

的交互中可能发挥着关键的调控作用,
 

提示其在植
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物进化过程中的重要性。
 

在自然选择压力下,
 

割手密、
 

斑茅和大茎野生

种的正选择基因的数量和类型有所不同,
 

尤其体现

在氧化磷酸化和硫代谢方面。
 

在热带种中,
 

正选择

基因主要类型与环境适应性信号方面有关(尤其是

植物激素信号转导),
 

这与大茎野生种的正选择基

因也存在差异。
 

这些研究结果有助于从转录水平上

了解甘蔗属及其近缘属物种在驯化过程中的差异和

各自的进化特征。
 

3　 材料与方法

3. 1　 实验材料

　 　 供试的 4 个种质分别为斑茅(T.
 

arundinaceum)
 

(BM)、
 

割手密(S.
 

spontaneum)
 

(Y83)、
 

大茎野生种

(S.
 

robustum)
 

( N57 ) 和热带种 ( S.
 

officinarum)
 

(NJ)。
 

所有实验材料均种植于广西大学试验田

(108°17′E,
 

22°50′N),
 

于苗期收集叶、
 

根的组织样

品,
 

其中每个样品的叶和根都取 3 个生物学重复,
 

详细信息如表 8 所示。
 

表 8　 本研究使用的样品信息表

Table
 

8　 Table
 

of
 

information
 

about
 

the
 

samples
 

used
 

in
 

this
 

study
物种

Species
样本名

Sample
 

name
组织名称

Tissue
 

name
重复样本

Sample
 

duplicates
 

T.
 

arundinaceum BM_1_Le 叶 1
T.

 

arundinaceum BM_2_Le 叶 2
T.

 

arundinaceum BM_3_Le 叶 3
T.

 

arundinaceum BM_1_RO 根 1
T.

 

arundinaceum BM_2_RO 根 2
T.

 

arundinaceum BM_3_RO 根 3
S.

 

robustum N57_1_Le 叶 1
S.

 

robustum N57_2_Le 叶 2
S.

 

robustum N57_3_Le 叶 3
S.

 

robustum N57_1_RO 根 1
S.

 

robustum N57_2_RO 根 2
S.

 

robustum N57_3_RO 根 3
S.

 

officinarum NJ_1_Le 叶 1
S.

 

officinarum NJ_3_Le 叶 2
S.

 

officinarum NJ_4_Le 叶 3
S.

 

officinarum NJ_1_RO 根 1
S.

 

officinarum NJ_3_RO 根 2
S.

 

officinarum NJ_4_RO 根 3
S.

 

spontaneum Y83_1_Le 叶 1
S.

 

spontaneum Y83_2_Le 叶 2
S.

 

spontaneum Y83_3_Le 叶 3
S.

 

spontaneum Y83_1_RO 根 1
S.

 

spontaneum Y83_2_RO 根 2
S.

 

spontaneum Y83_3_RO 根 3

3. 2　 参考转录组的组装、
 

构建和注释

　 　 使用 fastp 软件( v0. 23. 1)
 

( Chen
 

et
 

al.,
 

2018)
对 RNA-seq 测序产生的原始数据进行质控。

 

该软件

能够自动识别并去除测序数据中的接头序列,
 

删除

包含“N”的读数以及质量较低的读数,
 

最终得到经

过处理的高质量、
 

无污染的测序读数用于下一步分

析。
 

使用 hisat2 软件( v2. 2. 1) ( Kim
 

et
 

al.,
 

2015)将

干净读数比对到割手密参考基因组 AP85-441(2 n =
4x = 32) ( http: / / sugarcane. zhangjisenlab. cn / sgd / ht-
ml / download. html)。

 

比对上参考基因组的读数使用

Trinity 软件(v2. 1. 1)(Haas
 

et
 

al.,
 

2013)进行基因组

引导的有参转录本组装,
 

而未比对上的读数经过无

参从头组装获得的转录本作为补充,
 

得到每个甘蔗

种质的转录本数据集。
 

以割手密参考基因序列及 S.
 

spontaneum(Y83)的转录本数据集作为比对中心,
 

与

其他种质的转录本数据集建立对应关系,
 

这一过程

使用 GMAP 软件( v2021-08-25) ( Wu
 

and
 

Watanabe,
 

2005)(参数:
 

-min-Identity
 

0. 9)及 CD-HIT-EST 软件

(v4. 8. 1)(Li
 

and
 

Godzik,
 

2006)删除冗余后的序列

(参数:
 

-c
 

0. 8),
 

最终得到这四个种质的代表性转录

本数据集,
 

即参考转录本。
 

BUSCO 用于转录本组装

完整性评估(使用数据库:
 

mbryophyta_odb10);
 

(G+
C)含量、

 

Contig
 

N50、
 

平均长度等指标用于组装质量

评估。
 

功能注释由多个公共数据库参与注释,
 

参考

转录本通过 BLASTx 分别比对到 Nr( ProteinBLAST:
http: / / blast. ncbi. nlm. nih. gov / Blast. cgi? PAGE =
Protein)、

 

PDB(PBD:https: / / www. rcsb. org / )、
 

KOG
(KOG: http: / / ftp. ncbi. nih. gov / pub / COG / KOG / ky-
va) 和 Swiss-Prot ( http: / / www. gpmaw. com / html /
swiss-prot. html)数据库,

 

阈值为 E-value<10-5。
 

3. 3　 共有基因注释及特异性表达基因富集分析

　 　 将经过质控处理的 RNA-seq 干净读数使用

Bowtie2 软 件 ( v2. 2. 5 )
 

( Langmead
 

and
 

Salzberg,
 

2012)与各个物种的参考转录本进行比对。
 

然后,
 

从

比对结果中提取唯一比对的读数,
 

并利用 Salmon 软

件(v1. 6. 0)
 

(Patro
 

et
 

al.,
 

2017)进行定量分析。
 

3. 4　 差异表达分析及 KEGG 富集分析

　 　 使用 edgeR 软件(Robinson
 

et
 

al.,
 

2010)对转录

本的表达量 (以 TPM 表示) 进行了 TMM ( trimmed
 

mean
 

of
 

M-values)标准化(Blake
 

et
 

al.,
 

2020)。
 

在标

准化后,
 

通过设定条件,
 

即| log2
 Fold

 

Change |≥2
和 FDR

 

<
 

0. 01,
 

筛选出具有显著差异表达的基因。
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随后,
 

对这些显著差异表达基因进行了 KEGG 富集

分析,
 

以进一步了解它们在生物学通路中的功能和

调控。
 

3. 5　 同源分析及正选择分析

　 　 使用 TransDecoder 软件 ( http: / / transdecoder.
github. io)(5. 5. 0)预测转录本的 ORF,

 

并将其翻译

成蛋白序列,
 

然后使用 OrthoFinder 软件 ( 2. 3. 8)
(Emms

 

and
 

Kelly,
 

2019) 进行直系同源基因筛选。
 

OrthoFinder 软件基于 BLAST 的全对全双向(all-vs-all
 

bidirectional)比对,
 

使用 MSA 软件(Bodenhofer
 

et
 

al.,
 

2015)进行多重序列比对,
 

MAFFT( Katoh
 

and
 

Stand-
ley,

 

2013) 进行多序列联配。
 

对单拷贝基因使用

ParaAT 软件( Zhang
 

et
 

al.,
 

2012) 生成下一步计算

Ka / Ks 的文件。
 

下一步使用 MUSCLE 软件( Edgar,
 

2004)进行蛋白序列比对,
 

根据蛋白比对序列回译

成密码子对应的核酸序列比对结果,
 

通过 KaKs_Cal-
culator 软件(Wang

 

et
 

al.,
 

2010)计算 Ka / Ks 值。
 

3. 6　 数据获取

　 　 原始转录组数据已上传至中国生物信息中心

(Genome
 

Sequence
 

Archive)(索引号:
 

PRJCA020103)。
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