高粱黄色籽粒Yellow Seed 2基因的定位及候选基因分析
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摘要：高粱在我国农业结构调整和酿酒行业中具有重要的作用，籽粒颜色是重要的性状之一，但有关高粱籽粒颜色的研究并不多。本研究观察了GLB41高粱籽粒的整个发育过程，1天-16天为快速生长期，17天-24天进入缓慢膨大期，第25天开始进入转色期，绿色逐渐褪去，籽粒颜色由乳白色或苍白色逐渐变成浅黄色，随后颜色加深，40天后籽粒颜色变为深黄色，同时利用黄色籽粒GLB41和白色籽粒6E16两个材料构建的群体及重测序 BSA方法，将控制黄色籽粒性状的基因初定位在1号染色体15.6 Mb区间内，利用 3215株分离个体将该基因定位在BR13和P2两个标记的之间，区间内有7个候选基因，对这些基因的功能注释进行分析，经测序表明 GLB41、6E16两个材料中Yellow Seed 2（Sobic.001G397900）的编码区内第619 bp-621 bp位插入CTG三个碱基，导致多了L（亮氨酸），第819 bp位C突变为G，C（半胱氨酸）突变为W（色氨酸）；第912 bp位C突变为T，但氨基酸序列无变化。因此推测Yellow Seed 2可能参与这两份亲本材料籽粒颜色的形成。本研究为高粱籽粒颜色性状的研究提供了新的基因。
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Analysis of Yellow Seed 2 Gene in Sorghum Yellow Grain
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Abstract:Sorghum plays an important role in the adjustment of agricultural structure and brewing industry in China, and grain color is one of the important traits, but there are not many studies on sorghum grain color. This study observed the entire development of GLB41 sorghum grains, with a rapid growth period from 1 day to 16 days, and a slow expansion period from 17 days to 24 days. In the beginning of day 25, the green gradually faded, and the grain color gradually changed from milk white or pale white to pale yellow. Subsequently, the color was deepened after 40 days. The population  
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and resequencing BSA method was also constructed using the yellow grain GLB41 and the white grain 6E16. Genes controlling yellow grain traits were primarily mapped in the 15.6 Mb interval of Chromosome 1. We used 3215 isolated individuals to map the gene between the two markers, BR13 and P2, and seven candidate genes in the interval were found. Analysis of the functional annotation of these genes were performed and the results showed that three base insertions of the Yellow Seed 2 (Sobic.001G397900 in the 619 bp-621 bp positions of GLB41 and 6E16) led a leucine (L) insertion. And a C to G mutation at 819 bp caused a cysteine (C) to trytophan (W). But there was no amino acids changes in a C to T mutation at 912 bp. Therefore, it is supposed that Yellow Seed 2 may participate in the formation of grain color in these two parental accessions. Our study provides new genes for the color traits of sorghum grain.
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高粱（Sorghum bicolor (L.) Moench）是世界上仅次于玉米、小麦、水稻和大麦的第五大禾谷类作物，作为食用、饲用、酿酒和生物能源原料具有广泛的应用。在我国，高粱主产区在东北、华北和西南地区，其中80%以上的高粱籽粒用于酿酒[1]，几乎所有的国内著名白酒品牌都是以高粱为主要酿造原料，如汾酒、泸州老窖、五粮液和茅台等[2]。在与白酒品质相关的物理特性和生化特性中，高粱籽粒中单宁含量对酿造不同香型的白酒具有重要的作用[3]。

一般来说，籽粒颜色与单宁的含量相关，籽粒颜色越深、单宁含量越高[4]，但籽粒颜色并不是判断单宁含量高低的可靠标准，高粱籽粒的颜色受多种因素调控。譬如外果皮颜色、中果皮厚度、种皮的有无等[5]，高粱籽粒果皮中的缩合单宁又称原花青素，是高等植物次生代谢类的黄酮类物质[6-7]。 除缩合单宁外，高粱籽粒的果皮中还含有酚酸和黄酮类物质等酚类化合物，这些酚类化合物使高粱籽粒呈现不同的颜色。经典的遗传模型揭示籽粒颜色和种皮色素由多个位点控制[8-10]，高粱籽粒的果皮颜色由控制红色籽粒R基因和控制黄色籽粒Y基因相互作用使高粱籽粒呈现红色、橙色和白色等不同颜色，分别对应于R_Y_、rrY_和R_yy（或 rryy）的基因型。同样的Dykes等[11]研究发现果皮颜色不受种皮色素或单宁的影响。
B1 和 B2 是调控种皮单宁合成的两个位点。由于S 基因的存在，B1_B2_ ss 基因型高粱籽粒只有种皮含有单宁，而B1_B2_S_ 基因型籽粒种皮和果皮中均含有单宁，通常导致高粱籽粒果皮呈棕色。此外还有几个基因可以改变高粱籽粒果皮的基本颜色，例如I基因和Z基因，可使高粱籽粒产生从白色到黑色的一系列颜色[12]。GWAS 分析242份中国高粱种质资源确定 25个与籽粒颜色显著相关的SNP，其中最显著的 SNP对应Yellow Seed 1（Sobic.001G398100），Yellow Seed 1是高粱 MYB转录因子，是控制高粱籽粒果皮颜色的重要基因之一。在242份中国高粱种质资源中Yellow Seed 1有Hap1、Hap2和Hap3三种单倍型，Hap1和Hap3的籽粒果皮呈红色或棕色，Hap2的品种果皮呈白色或黄色[13]。泛基因组鉴定出包括参考基因组BTX623 中Yellow Seed 1存在 3216 bp 片段的缺失，导致 Yellow Seed 1 基因功能丧失[14-15]。

本研究分析了黄色籽粒材料 GLB41不同发育时期的颜色变化，同时利用构建的F2定位群体对黄色籽粒进行精细定位，最终将Yellow Seed 2基因定位在BR13-P2两个标记之间，筛选候选区间内的基因，获得调控高粱籽粒颜色的新基因。

1材料与方法

试验材料

亲本材料GLB41（黄色籽粒材料）和6E16（白色籽粒材料）是由本课题组连续多年自交保存的自然群体材料。F1套袋自交，获得F2遗传分离群体3215个单株。种植于辽宁省农业科学院试验基地，2个亲本分别种植3行，F2分离群体种植约95行，行长8m，株距0.25m，行距0.6m，常规田间管理。

试验方法

高粱黄色籽粒发育形态变化的鉴定

盛花期在GLB41植株采用挂牌、套纱网袋和用记号笔标记相结合的方式标记开花日期，每日标记5株。采集不同发育天数的高粱籽粒，置于体视显微镜下，用摄影目镜和物镜精确对焦拍照得到新鲜籽粒的形态。

控制高粱黄色籽粒性状基因Yellow Seed 2的初定位

利用重测序 BSA（Bulked segregant analysis）测序对高粱调控黄色籽粒的基因Yellow Seed 2进行初定位。在自然群体GLB41×6E16的F2分离群体中分别选取黄色籽粒表型植株和白色籽粒表型植株的新鲜叶片各50株，CTAB改良法提取基因组DNA，将检测合格的基因组DNA进行等量混合，分别构建混池；机械法破碎基因组DNA、纯化、末端修复、加A、加接头后，琼脂糖电泳后进行片段选择和PCR富集；构建测序文库，文库构建好后进行文库质检、经检测合格的文库用Illumina平台进行测序，对控制黄色籽粒性状的基因Yellow Seed 2进行初定位。

 控制高粱黄色籽粒性状基因Yellow Seed 2的精细定位

根据初定位结果，以BTX623为参考基因组，对标记进行亲本间多态性的筛选，利用筛选出的多态性标记对F2群体中3215个单株进行精细定位，PCR体系：DNA 1ul，2×PCR预混液5 ul ddH2O 5ul。PCR程序：95℃预变性5 min；94℃变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸30 s，35个循环；72℃ 10 min。PCR 产物经8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染、显影、拍照、统计数据，得到重组单株。
候选基因的预测

 根据定位区间内物理位置查询高粱基因注释网站（http://plants.ensembl.org/Sorghum_bicolor/Info/Index）获得基因注释，结合测序结果，预测候选基因。
qRT-PCR的验证

根据Yellow Seed 2的CDS序列设计引物（表1），委托北京擎科生物有限公司合成。利用TRizol法提取总RNA，TaKaRa反转录试剂盒（PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser）获取cDNA，SYBR试剂盒(Power SYBR Green PCR Master Mix)进行荧光定量PCR试验。荧光定量PCR体系：DNA 0.5ul，SYBR Green PCR Master Mix酶5ul，ddH2O 4.1 ul。荧光定量程序：95℃预变性1 min；95℃变性5s，58℃退火25 s，72℃延伸18 s，50个循环;72℃ 10 min。2-ΔΔCt法进行数据分析，用GraphPad Prism软件绘图。
表1引物序列

Table 1 Primer sequence

	标记名称

Tagged name
	标记序列
Alignment

	AR5F/AR5R
	TGGCATTCTGCGTCTGTC / GCATTTGAAGGGAAACAGC

	AR6F/AR6R
	CAGGCTCCATCCTATTGGT / TGGCTCCATGTCAACCAG

	BR2F/BR2R
	CGTTCCATCCCCACTCTT / GTGGCGATGCTCATGAAA

	BR13F/BR13R
	GGAGGAATTGCACCCAAG / TGGTCCTGCATTAGCACG

	PF2/PR2
	CAAGACAGCGATGAATTGCC / ACTCCTCCACATCTACTCCC

	BR18F/BR18R
	TGTTCCTGCCTTCCTGGT / GCTGTTTCGTGTTTCCCC

	BR20F/BR20R
	CGATTGCCATTTTGCTTG / ATGTGAGGAGAGCGCGA

	AR8F/AR8R
	CCCGTATCCAAGATCCAAA / GCCTTAGTCTAGTCGCGGA

	AR9F/AR9R
	TTTTTGGCTGGAACGGAC / TGGTGTTGAATGCCTTGC

	AR16F/AR16R
	ACTGTGTGACCGTGACCCT / CATTGCTACTGCCGTTGG

	Sb.001G397900F/Sb.001G397900R
	CAACTACATTGCGGAGCACG/AGATGTTGCCCCTCTTGACG

	SbActinF/SbActin R
	ATGGCTGACGCCGAGGATATCCA/GAGCCACACGGAGCTCGTTGTAG


2结果与分析

2.1高粱籽粒的发育过程

高粱籽粒发育过程如图1所示。总体是花后1天至花后43天颜色不改变为止。花后0-16天籽粒进入快速生长期，17天-24天籽粒生长速率减慢，25天起籽粒大小不再膨大，随后进入转色期，即绿色逐渐褪去，籽粒颜色由乳白色或苍白色逐渐变成浅黄色，从第37天颜色逐渐加深至第40天籽粒转变为深黄色，至此颜色不再变化。
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图 1高粱籽粒发育过程

 Figure 1 Process of sorghum grain development 
2.2 Yellow Seed 2基因定位

2.2.1 Yellow Seed 2基因的初定位

为了定位控制高粱黄色籽粒的基因，利用自然群体GLB41和6E16构建F2分离群体，分别选取黄色籽粒表型植株和白色籽粒表型植株各50株，提取基因组DNA，等量混池成黄色籽粒池和白色籽粒池。根据混池测序结果如图2所示，结合亲本信息，利用△SNP-index关联分析法，计算△SNP-index，对计算结果进行拟合，经计算机模拟实验的拟合结果的阈值高于99%，将控制高粱黄色籽粒性状的基因Yellow Seed 2定位在1号染色体上的15.4Mb范围内。
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图2 SNP-index关联值在染色体上的分布

 Figure 2 Distribution of SNP-index correlation values on chromosomes
2.2.2 Yellow Seed 2基因的精细定位

结合高粱基因注释网站公布的多个高粱基因组测序品种信息开发初定位区间开发SSR和Indel分子标记8359对，利用筛选的多态性标记AR5、AR6、BR2、BR13、BR18、BR20、AR8、AR9和AR16对F2分离群体的3215个单株进行精细定位，进一步缩小定位区间，结果表明：BR13、BR18标记间有200个交换单株，初步将Yellow Seed 2定位在这两个标记之间，物理距离为0.54Mb。

为进一步缩小定位区间，开发BR13和BR1间多态性的标记P2、P5、P7和P8，最终将控制黄色籽粒性状基因Yellow Seed 2定位BR13、P2标记之间的108kb范围内（图3）。
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图3 控制高粱粒色性状基因精细定位；7个候选基因从左到右为，红色：Sobic.001G397600；深蓝色：Sobic.001G397700棕色：Sobic.001G397800；紫色：Sobic.001G397850；黄色：Yellow Seed 2；绿色：Sobic.001G398000；天蓝色：Yellow Seed 1
Figure 3 controls the fine mapping of sorghum grain color trait genes；From left to right, red: Sobic.001G397600; dark blue: Sobic.001G397700; Brown: Sobic.001G397800 ;purple: Sobic.001G397850; yellow: Sobic.001G397900（Yellow Seed 2） ;green: Sobic.001G398000 ;sky blue: Sobic.001G398100（Yellow Seed 1） 
2.2.3 候选基因预测

为了鉴定控制黄色籽粒的基因，根据高粱基因注释网站（http://plants.ensembl.org/Sorghum_bicolor/Info/Index）信息查找104kb区间内的所有基因及其功能注释，发现这个区间有7个候选基因。其中包含6个已知编码蛋白基因和1个未知功能基因（表2）。
表2候选基因名称、位置、功能

Table 2 Candidate gene name, location, and function
	基因ID

Gene ID
	位置

position
	描述

description

	Sobic.001G397600
	68291784-68294851
	类似于负光调节蛋白

	Sobic.001G397700
	68314676-68318322
	类似于TPR结构域蛋白

	Sobic.001G397800
	68329173-68336300
	拓扑异构酶(DNA) II结合蛋白

	Sobic.001G397850
	68338508-68340278
	未知功能

	Sobic.001G397900(Yellow seed 2)
	68362756-68367370
	与MYB结构域蛋白11相关，类似于MYB的结合蛋白

	Sobic.001G398000
	68369852-68377166
	根特异性表达蛋白

	Sobic.001G398100(Yellow seed1)
	68399400-68400602
	 与MYB结构域蛋白11相关


对GLB17和6E16两个亲本进行测序验证，Sobic.001G397600，Sobic.001G397850，Sobic.001G398000 的核苷酸序列未发生变化；Sobic.001G397700，Sobic.001G397800核苷酸序列有5个SNP差异，但是氨基酸序列没有发生改变。Yellow Seed 1与MYB结构域蛋白11有关，调控高粱籽粒果皮颜色的基因[16-17]；泛基因组分析揭示包括测序品种BTX623在内的4个高粱品种中该基因的5' 非翻译区和前两个外显子缺失，进而导致该基因功能的丧失 [13,15]，经琼脂糖电泳图验证本研究中两个亲本材料中Yellow Seed 1基因均与BTX623材料一样缺失5' 非翻译区和第一、第二外显子 (图4a)，由于这两个亲本材料的籽粒分别呈现白色和黄色，因此认为籽粒颜色的差异不是由Yellow Seed 1调控的，而是由候选区间内另一个类似于MYB转录因子Yellow Seed 2调控，经测序结果Yellow Seed 2编码区内第619bp-621bp位插入CTG三个碱基 (图4b)，导致多了一个氨基酸L，第819bp位C突变为G (图4c)，氨基酸序列中C突变为W；第912bp位C突变为T（图4d），但氨基酸序列无变化。因此认为Yellow Seed 2 是新的调控高粱籽粒颜色的基因。

[image: image4.png]GLB41

4da

6E16 BTX623

6E16.aDI(8>1043)

GLBA41.2DI(7>1039)

4b

6E16.2bI(8>1043)

aner

4c

6E16.aDI(8>1043)





图 4a Yellow Seed 1在GLB41、6E16、BTX623三份材料的琼脂糖电泳图；4b、4c、4d Yellow Seed 2在GLB41、6E16两份材料的测序峰图
Figure 4a Agarose electropherogram of Yellow Seed 1 in GLB41、6E16、BTX623; 4b、4c、4d Sequencing peaks of Yellow Seed 2 in GLB41 and 6E16
2.2.4 Yellow seed 2表达分析

进一步利用实时定量PCR对Yellow seed 2进行组织特异性表达分析（图5），结果表明Yellow seed 2在不同的组织部位均有表达，成熟期种子表达量最高，其次是叶片和茎，根中表达量最低。GLB41中Yellow seed 2的表达量显著高于6E16中籽粒。这可能是由于Yellow seed 2正向调控类黄酮类物质的生成进而影响高粱籽粒粒色的变化。                
图5 Yellow seed 2不同组织部位表达分析

Figure 5 Quantitative PCR expression analysis of Yellow seed 2

三 讨论

本研究采用两个不同粒色的材料GLB41和6E16构建F2定位群体，将控制高粱粒色性状基因精细定位1号染色体上108kb 之间，该区间的7个候选基因中 Yellow seed 1和 Yellow seed 2基因注释均为MYB类转录因子。MYB转录因子广泛存在于植物中，是最大的转录因子家族之一，功能丰富且重要，参与很多基因的表达调控[18-19]。MYB常与WD40、bHLH形成MBW复合体，调控类黄酮类合成途径上基因的表达，进而调控黄酮、黄烷酮、黄酮醇和花色素苷等类黄酮类物质的合成[20-22]。模式植物拟南芥MYB转录因子中R2R3家族共分25个亚组[23-25]，S4-S7亚组成员参与黄酮类的合成，其中S7 亚组成员AtMYB12、AtMYB11 和 AtMYB111，正向参与黄酮醇的生成[26] ；S6亚组成员AtMYB75正向调控花色素苷的合成[27-28]。白菜型油菜BrTT1基因是调节种皮色素生物合成的转录因子，对22份不同籽粒颜色（黑籽、红褐籽和黄籽）白菜型油菜BrTT1测序表明：黄籽油菜的BrTT1 外显子有7个SNP，内含子有2个片段的缺失，这种差异造成油菜籽粒颜色的变化[29-32]。
本研究中候选区间包含两个MYB转录因子：Yellow seed 1和 Yellow seed 2。前人报道Yellow seed 1是控制高粱籽粒果皮颜色的重要基因，在242份中国高粱种质资源中有3个单倍型，说明该基因序列在中国高粱种质资源中序列相对保守，单倍型Hap1和Hap3的高粱品种果皮呈红色或棕色，单倍型Hap2的高粱品种果皮呈白色或黄色。泛基因组表明：包括参考基因组BTx623等4个高粱品系中存在3.2 kb的缺失，导致该基因缺失5 -UTR、第一外显子和第二外显子，造成了该基因功能的消失[14-15]。

经琼脂糖电泳显示两份亲本材料与BTx623一样缺失3.2kb，但这两个材料的籽粒却呈现不同的颜色，因此而认为这两份材料的籽粒颜色由候选区间内的其他基因调控，测序结果表明：Yellow seed 2编码区第619位、第620位、第621位和819位的改变造成该基因的氨基酸序列的改变，因此认为Yellow seed 2为调控高粱籽粒颜色的新基因。该研究控制高粱粒色的研究提供新的依据。
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