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摘 要:AP2转录因子在植物信号转导、生长发育和胁迫响应方面发挥着重要作用。为探索AP2转录因

子在野生二粒小麦中的分子特征,基于野生二粒小麦基因组信息,采用Blast和 Hmmer进行 AP2家族成员

鉴定,对鉴定到的成员进行蛋白质理化性质、亚细胞定位、系统进化树、保守结构域、基因扩增、顺式作用元件、

密码子偏好性、表达模式和遗传多样性分析。结果表明,在野生二粒小麦中共鉴定到265个 AP2基因,主要

定位在细胞核和叶绿体中。根据系统进化树将其分为3个亚族,各亚族之间的保守结构域和基因结构存在保

守性与多样性。AP2含有多个与生长发育和非生物胁迫相关的顺式作用元件。AP2基因的密码子偏好性可

能受到压力选择作用。从AP2基因的表达模式看,该家族成员可能发生了亚功能化,且对盐胁迫响应有重要

作用。通过对不同小麦群体中核酸多样性和分化指数分析,AP2基因部分成员在野生二粒小麦中具有较高

的遗传多样性。
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Abstract:AP2transcriptionfactorsarealargeclassoftranscriptionfactorsthatplayimportantrolesin
plantsignaling,growthanddevelopment,andstressresponses.Toexplorethemolecularcharacteris-
ticsofAP2transcriptionfactorsinwildemmerwheat,basedonthegenomicinformationofwildem-
merwheat,AP2genefamilymemberswereidentifiedusingBlastandHmmer.Theidentifiedmem-
berswereanalyzedforproteinphysicochemicalproperties,subcellularlocalization,phylogenetictree,

conserveddomains,geneexpansion,cis-actingelements,codonusagebias,expressionpatterns,and
geneticdiversity.Theresultsshowedthatatotalof265AP2geneswereidentifiedinwildemmer
wheat,mainlylocatedinthenucleusandchloroplasts.Accordingtophylogeneticanalysis,theywere
groupedinto3subfamilies,showingbothconservationanddiversityinconserveddomainsandgene
structuresbetweensubfamilies.Predictionsofcis-actingelementsindicatedthatAP2containsmulti-
pleelementsrelatedtogrowth,developmentandabioticstress.Analysisofcodonusagebiasrevealed
thatthecodonbiasofAP2genesmaybesubjecttoselectivepressure.Theexpressionpatternanalysis
ofAP2genesintissuesandundersaltstresssuggestedsubfunctionalizationwithinthefamilyandtheir
importantroleinsaltstressresponse.Analysisofnucleotidediversityandpopulationdifferentiation
indicesindifferentwheatpopulationsindicatedthatsomemembersoftheAP2genefamilyexhibit



highgeneticdiversityinwildemmerwheat.
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  野生二粒小麦(TriticumdicoccoidesL.)作
为普通小麦重要的种质资源与遗传物质载体,其
基因组的复杂性和适应性一直是植物基因组学和

分子生物学研究的热点。转录因子通过识别靶基

因启动子上的特定序列调控DNA表达,介导细

胞反应[1]。AP2转录因子是植物重要的调控因

子,已在拟南芥[2]、水稻[3]和小偃麦[4]等中被报

道。AP2有2个可以与DNA结合的 AP2/ERF
结构域,在植物的发育和逆境应答中扮演着关键

角色,可以与WOX11相互作用,控制水稻冠根的

发生和发育[5];对植物生殖以及营养器官的发育

具有调节作用[6];在拟南芥中过表达AP2转录因

子FTL1/DDF1,增强了拟南芥对寒冷、干旱和热

胁迫的耐受性[7];过表达GmAP2基因的转基因

拟南芥与野生型相比,开花较早,种子长度、宽度

和面积均增加[8]。目前,关于野生二粒小麦中的

AP2基因鲜见报道。
本研究利用野生二粒小麦参考基因组,借助

生物信息学手段,在全基因组水平进行AP2家族

成员鉴定,并对所鉴定成员的基因结构、系统发育

及其表达模式和遗传多样性进行分析,为野生二

粒小麦AP2基因的功能研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 野生二粒小麦AP2基因的鉴定及蛋白质理

化性质分析

从EnsemblPlants数据库 (http://plants.
ensembl.org/index.html)下 载 野 生 二 粒 小 麦

(wildemmerwheat)的参考蛋白质序列和已报道

的拟南芥AP2蛋白序列,利用Blastp对二者的序

列进行比对,设置阈值为1e-5。利用Pfam数据

库 (http://pfam.sanger.ac.uk/)下载含有AP2
结构域的隐马尔可夫模型文件 PF00847,使用

Hmmer3.4搜索野生二粒小麦的蛋白质数据库,
筛选条件为evalue小于1e-5。对上述两种方法

得到的结果取交集,将所得到的交集结果利用

NCBI的Batch-CDD (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)网站工

具进行保守结构域预测,保留含有AP2结构域的

基因。使用 Expasy在线工具 (https://web.ex-
pasy.org/protparam/)对AP2蛋白进行理化性质

分析。使 用 WoLFPSORT 在 线 网 站(https://

wolfpsort.hgc.jp/)对AP2蛋白进行亚细胞定位

预测。

1.2 野生二粒小麦 AP2成员的系统发育树构

建、保守基序和基因结构分析

使用MEGA11软件中的ClustalW对鉴定到

的AP2蛋白序列,使用邻接法 (Neighbor-Join-
ing)构建系统发育树,bootstrap设置为1000,

Gaps/MissingDataTreatment设置为Partialde-
letion,SiteCoverageCutoff设 置 为 50。使 用

Batch-CDD进行保守结构域预测,采用默认参数。
使用 在 线 软 件 MEME (https://meme-suite.
org/meme/)对 AP2家族基因预测 motif,设置

motif数量为10。使用 TBtools-Ⅱ软件对 AP2
家族基因进行结构分析并可视化。

1.3 野生二粒小麦AP2基因复制事件与共线性分析

应用Blastp对AP2家族成员进行两两间比

对,鉴定基因复制事件,参数选择为coverage≥
75%和identity≥75%;用Circos软件从野生二

粒小麦基因组数据库中提取 AP2基因的物理位

置信息,将所有野生二粒小麦AP2基因定位到染

色体 上,构 建 野 生 二 粒 小 麦 共 线 性 图 谱。用

TBtools中的多重共线性扫描工具 MCScanX对

基因重复事件进行分析,参数为默认值。使用

KaKs_Calculator2.0计算每个AP2同源基因的

非同义替换(Ka)和同义替换(Ks)。

1.4 野生二粒小麦AP2基因上游调控元件和密

码子偏好性分析

从野生二粒小麦参考基因组(Triticum_dic-
occoides.WEWSeq_v.1.0.58)提取每个 AP2基

因CDS上游2000bp序列,使用PlantCare数据库

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html/)进行顺式作用元件分析。使用

codonW对鉴定到的AP2基因的CDS序列进行

密码子偏好性分析。

1.5 野生二粒小麦AP2基因表达模式和核酸多

样性分析

从EMBL-EBI数据库(https://www.ebi.ac.uk/)
中下载野生二粒小麦的根、叶、花、颖片和籽粒的

RNA-seq数据(ERP022006、SRR7226483、SRR7226484、

SRR7226491、SRR9025703、SRR2084160和SRR722646)[9-10]和
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耐盐品系(GamalA5)在盐处理0、0.5、3、8、27h后

叶组织RNA-seq数据(GSA登录号CRA003671)。
使用Fastp软件对原始reads进行质控,将质控

后的reads通过Hisat2v2.21比对到野生二粒小

麦参考基因组,使用Strtingtiev2.1.7对比对结

果进行定量,并标准化为TPM,得到每个AP2基

因的相对表达量,将其转换为log2(TPM+1)后,
使用R包Pheatmap绘制AP2基因表达模式。

根据盐处理下转录组表达谱,选择不同时间

点共6个表达量较高的AP2基因,检测其在盐胁

迫条件下的表达模式。实时荧光定量PCR引物

如表1所示。

表1 用于实时荧光定量PCR的特异性引物

Table1 Specificprimersforreal-time
fluorescencequantitativePCR

引物名称
Primername

引物序列(5'-3')
Primersequence(5'-3')

TdAP2.95-F TTATCAGTACGTTGTCCGCG
TdAP2.95-R GGATCCACCTTAGTTGATCGAC
TdAP2.3-F TACGTACGTTGACACGTTG
TdAP2.3-R TTGTAGATGCTCTAACGCGT
TdAP2.216-F CGGCGAGTGAATCTATACCA
TdAP2.216-R ATACCTCGCAACCAGAGAC
TdAP2.177-F GGCATCAGTGGCTCCTCTT
TdAP2.177-R GGTTCGAACCGGACCATGAG
TdAP2.67-F AATCCATCCAATGGACCTCG
TdAP2.67-R TTCAGCTCCTCCCAGAAGTC
TdAP2.197-F AACACCAAGATGATGGAGCAG
TdAP2.197-R ATGGATGGAGCTAGCTAGCA

  取野生二粒小麦耐盐品系 (GamalA5)种

子,温室培养至三叶期,用200mmol·L-1NaCl
溶液处理幼苗,分别取0、0.5、3、8和27h的幼苗

倒二叶,用 RNA提取试剂盒(TIANGEN,中国)
提 取 其 总 RNA,用 反 转 录 试 剂 盒 Prime-
ScriptTMRTreagent Kit(PerfectRealTime)
(TaRaKa,日本)合成cDNA。3次生物学重复。
以真核转录起始因子(eukaryotictranslationini-
tiationfactor,eIF)作为内参。PCR反应体系参

考F488SYBRqPCR Mix(iScience,中国)说明

书,利用QuantStudiotm3Real-TimePCR系统

(Thermo,美国)进行反应。PCR反应程序:95
℃预变性30s;95℃变性10s,60℃退火30s,
共40个循环。3个生物学重复。用2-ΔΔCT 法计

算基因的相对表达量。
利用 鲁 非 质 控 后 的 麦 类 基 因 型 数 据 库

(GVM000082)[11],从中提取28份野生二粒小

麦、13份硬粒小麦(Triticumdurum Desf.)、99
份普通小麦(Triticumaestivum L.)地方种和25
份普通小麦栽培种的数据。使用Blastp将鉴定

到的AP2蛋白质序列与中国春(IWGSCRefSeq
v1.0)参考基因组的高可信蛋白质序列比对,选
择比对得分最高的基因作为候选基因;根据候选

基因位点信息提取单倍型信息;利用vcftools计

算核酸多样性 (Pi 值)和群体分化指数 (Fst),
利用R包geneHapR进行单倍型频率分析。

2 结果与分析

2.1 野生二粒小麦的AP2家族成员及其理化性质

在野生二粒小麦中鉴定到265个 AP2家族

成员。2A和2B染色体上数量最多(图1),均含

图1 野生二粒小麦AP2家族成员的染色体分布

Fig.1 ChromosomedistributionofAP2familymembersinwildemmerwheat
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有28个成员,其次为6A(27个)和6B(26个),

7B染色体上成员数量最少(10个)。这说明AP2
家族成员的分布与染色体大小无关。蛋白质理化

性质分析结果表明,野生二粒小麦AP2蛋白的长

度为82(TdAP2.35)~658aa(TdAP2.64),分子量

为9.043kDa(TdAP2.35)~70.252kDa(TdAP2.141),
等电点为4.48(TdAP2.43)~11.62(TdAP2.189),
负电荷残基总数为8(TdAP2.35)~66(TdAP2.47、

TdAP2.64、TdAP2.141),正电荷残基总数为13
(TdAP2.35)~72(TdAP2.66),亲水性平均值为

-1.073(TdAP2.168)~0.062(TdAP2.228),
表明野生二粒小麦中AP2家族成员有较好的亲

水性。
野生二粒小麦的 AP2成员主要定位在细胞

核(69.0%)和叶绿体(21.9%),少数定位在细胞

质(3.8%)、线粒体(3.8%)和内质网(1.1%)等
(表2)。这表明 AP2家族不同成员在野生二粒

小麦生长过程中发挥着不同的作用。

表2 AP2家族成员在野生二粒小麦中亚细胞定位结果

Table2 ResultsofAP2familymemberssubcellular
localizationinwildemmerwheat

亚细胞
Subcellular

成员数量
Numberofmembers

占比
Ratio/%

细胞核 Nucleus 183 69.0
叶绿体Chloroplast 58 21.9
细胞质Cytoplasm 10 3.8

线粒体 Mitochondria 10 3.8
内质网Endoplasmicreticulum 3 1.1
过氧化物酶体Peroxisomes 1 0.4

2.2 野生二粒小麦AP2系统进化和保守基序分析

对野生二粒小麦 AP2家族成员进行系统进

化分析,结果(图2)显示,AP2家族可分为3个亚

族(图2a)。根据 Motif预测结果(图2b),亚族Ⅰ
成员主要包含 motif6、motif2、motif1和 motif3,
且这些motif的排列顺序基本一致;亚族Ⅱ成员

主要包含 motif5、motif4、motif2、motif1和 mo-
tif3;亚族Ⅲ 成员主要包含motif6、motif2、motif1、

  a:系统发育关系;b:保守基序;c:保守结构域;d:基因结构。
a:Phylogeneticrelationships;b:Conservedmotif;c:Conserveddomain;d:Genestructure.

图2 野生二粒小麦AP2家族成员序列分析

Fig.2 SequenceanalysisofAP2familymembersinwildemmerwheat
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motif3、motif10、motif7和 motif9。同一亚族成

员携带相似的 motif组成,不同亚族成员之间的

motif存在差异,可能暗示不同亚族间功能有差

异。保守结构域分析显示,亚族Ⅰ和亚族Ⅲ大部

分成员仅包含一个 AP2结构域,而亚族Ⅱ大部

分成员则包含一个 AP2结构域和 AP2超家族

结构域 或 一 个 AP2结 构 域 和 B3结 构 域(图

2c)。亚族Ⅰ的基因长度较亚族Ⅱ和Ⅲ更短,而
亚家族Ⅱ的基因拥有更多的外显子和内含子数

量(图2d)。

2.3 野生二粒小麦AP2基因复制与共线性分析

在野生二粒小麦中总共鉴定到137对 AP2
基因复制事件 (图3a),分别有8对串联复制和

129对片段复制,共涉及229个基因。绝大多数

存在共线性关系的 AP2基因分别位于相对应的

A/B染色体组上,但存在15对AP2基因不符合

此模式,例如5A染色体上的TdAP2.83基因与

2A染色体上的TdAP2.187基因存在共线性关

系。在硬粒小麦中总共鉴定到118对 AP2基因

复制事件 (图3b),分别有6对串联复制和112对

片段复制,涉及205个基因。结果说明了多倍化

促进了野生二粒小麦中AP2基因的扩张。
为进一步了解野生二粒小麦与硬粒小麦之间

AP2基因的进化关系,对两个物种进行同源分

析,发现共有189个野生二粒小麦 AP2基因与

190个硬粒小麦 AP2基因共组成101对直系同

源关系(图3c),表明这些同源基因在进化过程中

得以保留。101对同源基因对的 Ka/Ks 结果(图

3d)显示,Ka/Ks 平均值为0.330,其中,TdAP2.10
与TtAP2.23、TdAP2.51与TtAP2.211、TdAP2.137与

  a:野生二粒小麦AP2基因复制事件,相邻基因表示发生了串联复制事件;b:硬粒小麦AP2基因复制事件,相邻基因表示发生了串

联复制事件;c:野生二粒小麦与硬粒小麦的AP2基因同源性分析;d:野生二粒小麦和硬粒小麦间AP2同源基因对 Ka/Ks散点图,红色

斜线表示Ka/Ks等于1。

a:ReplicationeventsofAP2genesinwildemmerwheat,whereadjacentgenesindicatetandemduplicationevents;b:Replicatione-

ventsofAP2genesindurumwheat,whereadjacentgenesindicatetandemduplicationevents;c:HomologyanalysisofAP2genesbe-

tweenwildemmerwheatanddurum wheat;d:Ka/KsscatterplotofhomologousAP2genesbetweenwildemmerwheatanddurum

wheat,withareddiagonallineindicatingKa/Ksequals1.

图3 野生二粒小麦AP2基因复制与共线性分析

Fig.3 AP2genereplicationandcollinearityanalysisinwildemmerwheat
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TtAP2.90和TdAP2.137与TtAP2.178四对同源

基因对的ka/ks值大于1,分别为1.357、1.261、

1.314和2.198,表明AP2基因绝大部分受到纯

化选择压力。

2.4 野生二粒小麦AP2基因顺式作用元件和密

码子偏好性分析

对野生二粒小麦AP2基因上游2000bp启

动子区域进行分析,共鉴定到63种不同类型的调

控元件。这些调控元件主要与23个生物进程相

关联 (表3),在这些元件中,包括光响应元件(如

G-box、sp1、GT1-motif、GATA-motif)、防御和胁

迫响应元件(如TC-richrepeats、DRE)、低温响应

元件(如LTR)、干旱响应元件(如 MBS)、损伤响

应元件(如 WUN-motif)等与非生物胁迫相关的

元件;还有许多与植物激素响应相关的元件,包括

参与脱落酸的元件(ABRE)、参与赤霉素反应的

元件(GARE-motif、P-box)、参与茉莉酸甲酯反应

的元件(CGTCA-motif)、生长素(IAA)响应元件

(TGA-box)等;另外,还存在与植物生长发育相

关的 元 件,例 如 调 节 细 胞 周 期 的 元 件(MSA-
like)、控制栅栏叶肉细胞分化的元件(HD-Zip1)
以及控制昼夜节律的元件(Circadian)。因此,推
测野生二粒小麦 AP2家族基因可能参与多种非

生物胁迫、植物激素反应和细胞生长发育调控等

生物进程。
密码子偏好性分析表明,野生二粒小麦的

A3、C3、G3、T3和GC3的平均使用频率为9.1%、

53.5%、45.3%、11.7%和82.6%;GC含量为

67.8%(图4a)。这表明AP2家族成员在野生二

粒小麦中存在密码子偏好性。密码子适应性指数

(CAI)的变化范围为14.8%~33.7%,有效密码

子数量(ENC)为26.28~59.59(图4b)。为了探

表3 AP2家族成员上游2000bp顺式调控元件分析

Table3 Analysisofcis-actingelementsinupstream2000bpofAP2familymembers

功能Function 元件数量 Numberofelements

在转录开始的-30左右核心启动子元件Corepromoterelementaround-30oftranscriptionstart 4889

光响应元件Lightresponsiveelement 3080

启动子和增强子区域Promoterandenhancerregions 2800

茉莉酸甲酯反应 MeJA-responsiveness 1428

脱落酸反应性 Abscisicacidresponsiveness 1288

厌氧诱导 Anaerobicinduction 724

生长素反应 Auxinresponsiveness 240

干旱响应 Droughtresponsiveness 225

低温响应Low-temperatureresponsiveness 210

防御和应激响应 Defenseandstressresponsiveness 60

赤霉素响应 Gibberellin-responsiveness 237

分生组织表达 Meristemexpression 249

水杨酸反应Salicylicacidresponsiveness 127

玉米蛋白代谢调节Zeinmetabolismregulation 164

种子特异性调控Seed-specificregulation 94

胚乳表达Endospermexpression 54

昼夜节律调控Circadiancontrol 39

栅栏叶肉细胞的分化 Differentiationofthepalisademesophyllcells 23

细胞周期调节Cellcycleregulation 18

类黄酮生物合成调控Flavonoidbiosyntheticregulation 11

根特异性 Rootspecific 12

损伤响应 Wound-responsiveness 9

脱水,低温,盐压力响应 Dehydration,low-temperature,saltstressesresponsiveness 4
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  a:野生二粒小麦AP2家族成员密码子使用情况;b:野生二粒小麦AP2家族成员ENC-plot分析,横坐标表示所有密码子的第3位的

GC含量,纵坐标表示有效密码子;c:野生二粒小麦AP2家族成员PR2-bias-plot分析,横坐标表示所有密码子的第3位的G碱基与第3
位C和G碱基的比值,纵坐标表示所有密码子的第3位的A碱基与第3位A和T碱基的比值。

a:CodonusageofAP2familymembersinwildemmerwheat;b:ENC-plotanalysisofAP2familymembersinwildemmerwheat;

thehorizontalcoordinaterepresentstheGCcontentofthethirdbitofallcodons,andtheverticalcoordinaterepresentstheeffectiveco-
dons;c:PR2-bias-plotanalysisofAP2familymembersinwildemmerwheat.ThehorizontalcoordinaterepresentstheratioofGbaseat
the3rdpositionofallcodonstoCandGbaseatthe3rdposition,andtheverticalcoordinaterepresentstheratioofAbaseatthe3rdposi-
tionofallcodonstoAandTbaseatthe3rdposition.

图4 野生二粒小麦AP2家族成员密码子偏好性分析

Fig.4 CodonpreferenceanalysisofAP2familymembersinwildemmerwheat

究AP2基因的密码子在野生二粒小麦中是否只

受核苷酸中性突变影响,我们绘制了 ENC (图

4b),发现野生二粒小麦中AP2基因位于ENC标

准曲线右下方,这表明AP2基因的密码子偏好性

受到其他非中性突变的影响。PR2分析结果 (图

4c)显示,大部分AP2基因分布在左下角区域,表
明这些基因的密码子偏好性可能受到压力选择

作用。

2.5 野生二粒小麦AP2基因表达模式

使用RNA-seq数据分析AP2基因在野生二

粒小麦不同组织中的表达模式,结果如图5所示。

AP2基因在野生二粒小麦中表现出显著的组织

特异性,少数AP2家族成员在叶片和颖片中高表

达,如TdAP2.107和TdAP2.111等在叶片中高

表达,而TdAP2.36、TdAP2.61和TdAP2.166等

在颖片中高表达。多数成员则在根、花和籽粒中

高表达,如TdAP2.33、TdAP2.174、TdAP2.120

等在根中高表达,推测其与植株形态建成有关;

TdAP2.162、TdAP2.136、TdAP2.55和TdAP2.
189、TdAP2.150、TdAP2.187等分别在花和籽粒

中高表达,而在其他组织中低表达,这些基因可能

对籽粒发育和最终产量具有重要作用。
分析耐盐品系(A5)在不同盐胁迫处理时间

的RNA-seq数据,结果 (图6)显示,与0h相比,

TdAP2.27和TdAP2.197的相对表达量在盐处

理0.5h后明显上升,随着盐处理时间延长,其表

达水平逐渐下降;TdAP2.35和TdAP2.153在盐处

理3h后开始上调表达;TdAP2.95和TdAP2.261
在盐处理27h后表达水平显著增加;而TdAP2.216
在处理后一直保持高水平表达。这些结果表明,

AP2基因在响应盐胁迫过程中发挥作用,但不同

成员可能发挥着不同的作用。选择盐处理下不同

时间点高表达AP2成员,利用qRT-PCR分析其

在盐胁迫条件下的表达模式,结果(图7)发现,与
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图5 AP2家族成员在野生二粒小麦不同组织的表达模式

Fig.5 ExpressionpatternsofAP2familymembersindifferenttissuesofwildemmerwheat

图6 AP2家族成员在GamalA5叶片中盐处理不同时间下的表达模式

Fig.6 ExpressionpatternsofAP2familymembersunderdifferentsaltstresstimeinGamalA5
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  *、**、***分别表示与0h差异在0.05、0.01、0.001水平显著。

*,**,*** meansignificantdifferencewith0hat0.05,0.01,0.001levels,respectively.
图7 AP2基因在盐处理不同时间下的相对表达量

Fig.7 RelativeexpressionpatternsofAP2genesundersalttreatment

0h相比较,TdAP2.63、TdAP2.177和TdAP2.
197在盐处理0.5h后转录水平显著上升(8~50
倍);TdAP2.35在盐处理3h后达到高峰,其转

录水平上升了33倍,并在能维持较长时间高水平

表达;TdAP2.95和TdAP2.177在0.5h和27h
表达水平最高;TdAP2.216在处理0.5h后开始表

达上调。这些结果表明,在响应盐胁迫的过程中,

AP2基因可能具有不同的作用。

2.6 野生二粒小麦AP2基因核酸多样性和遗传

分化指数分析

对165份小麦的 AP2基因进行核酸多样性

和群体分化分析,核酸多样性结果(图8)显示,野
生二粒小麦的Pi中位值为0.00051,硬粒小麦的

Pi中位值为0.00012,普通小麦农家种和栽培种

的Pi中位值分别为0.00033和0.00025。说明

AP2大部分成员在野生二粒小麦的驯化和改良过

程经历了选择压力,TdAP2.240和TdAP2.05的核

酸多样性在栽培品种中明显的下降,说明这两个

位点在进化时经历较强的选择压力。比较不同小

麦群体间的AP2基因分化指数,发现野生二粒小

麦与硬粒小麦间、硬粒小麦与普通小麦农家种间

AP2基因的Fst高于普通小麦农家种与栽培种的

Fst,但野生二粒小麦与硬粒小麦间、硬粒小麦与

普通小麦农家种间 AP2基因的 Fst 无显著差

异。然而TdAP2.240 和TdAP2.05 在 野 生 二

粒小麦到硬粒小麦的驯化过程中存在明显的

分化(图9)。

2.7 野生二粒小麦AP2基因单倍型分析

为了解AP2基因从野生种被驯化为栽培种

过程中的单倍型变异情况,分析了4个AP2家族

成员在野生二粒小麦和硬粒小麦中的基因型频

率。结果表明,TdAP2.148在野生二粒小麦中具

有两种单倍型(图10a),分别为主要单倍型2(G/

GC/C)(89%)和 次 要 单 倍 型 1(A/A C/C)
(11%),而在硬粒小麦中全部以单倍型3(G/G
G/G)形式存在。TdAP2.191在野生二粒小麦

中具有4种单倍型(图10b),分别为单倍型1(A/

AA/A)、单倍型2(A/AC/C)、单倍型3(G/G
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A/A)和单倍型4(G/GC/C),对应频率为8.7%、

21.7%、65.2%和4.4%,在硬粒小麦中仅检测到

单倍型3,说明可能单倍型3是一种优异单倍型。

TtAP2.121在野生二粒小麦中存在三种单倍型,
分别为单倍型1(A/AC/C)、单倍型2(G/GC/

C)和单倍型3(G/GT/T),对应频率为59.1%、

18.1%和22.8%,硬粒小麦仅检测到单倍型1
(图10c)。TtAP2.205在野生二粒小麦中检测到

单倍型1(C/CG/GC/C)、单倍型2(C/CG/G
T/T)、单倍型3(T/TG/GT/T)和单倍型4(T/T
C/CT/T),频率分别为4.3%、26.1%、56.6%和

13%(图11d),在硬粒小麦中仅鉴定到单倍型2和

单倍型4,且单倍型2是主要单倍型(90.1%)。这

些结果表明,AP2基因在野生二粒小麦中存在单

倍型多样性,但在驯化过程中发生了丢失,导致相

应位点的遗传多样性降低。

图8 AP2基因在不同小麦群体种的核酸多样性指数

Fig.8 NucleicaciddiversityindexofAP2geneindifferentwheatpopulations
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图9 AP2基因在不同小麦群体种的群体分化指数

Fig.9 PopulationdifferentiationindexofAP2geneindifferentwheatpopulationspecies

图10 野生二粒小麦AP2基因单倍型频率

Fig.10 HaplotypefrequencyofAP2geneinwildemmerwheat
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3 讨论

AP2转录因子在植物形态发生、各种胁迫响

应、激素信号转导、代谢产物调控等过程中具有重

要调节作用[12]。本研究通过对野生二粒小麦全

基因组分析,共鉴定出265个AP2家族成员。其

数量多于拟南芥(18个)[13]、水稻 (26个)[14]、玉
米(229个)[15]、藜麦 (148个)[16],但小于小麦数

量 (322个)[17]。这可能与野生二粒小麦AP2基

因较多的片段复制事件有关。系统进化树将野生

二粒小麦的AP2基因分为3个亚族,其中亚族Ⅰ
中成员数量最多,亚族Ⅲ成员数量最少;保守基序

分析表明,聚集在同一亚族的AP2基因具有相似

保守基序,不同亚族之间存在差异。这与苦荞的

AP2家族成员基因结构和保守基序特征相似[18]。
揭示了不同亚家族成员的进化总体较保守,但在

长期进化中基因结构和保守结构域上发生了差

异。这一特征与小麦AP2基因家族相似[17]。
本研究在野生二粒小麦 AP2基因启动子区

鉴定到的顺式作用元件主要包括:光响应元件,如

G-box、sp1、GT1-motif、GATA-motif等,低温响

应(LTR),干旱响应(MBS)等非生物胁迫相关元

件。研究表明,LTR元件对植物响应低温胁迫有

重要作用[19],MBS被发现普遍存在于抗旱基因

的启动子序列中[20]。本研究还在AP2基因启动

子中发现参与植物激素反应的顺式作用元件,如
参与脱落酸(ABA)反应的作用元件ABRE,参与

茉莉酸甲酯(MeJA)反应的顺式作用元件CGT-
CA-motif。ABA也是多种非生物胁迫的应激激

素,诱导胁迫相关基因表达促进植物对胁迫环境

的适应[21]。这表明AP2在植物生长调节、发育和

应对不同的环境胁迫中具有重要作用。
基因的表达模式与其功能关系密切。野生二

粒小麦的AP2基因表现出组织特异性(图6),说
明不同AP2基因在野生二粒小麦发育过程中的

功能不同。野生二粒小麦 AP2基因在盐处理不

同时间的表达谱表明,大多数基因在不同时间表

现出不同的表达量 (图6)。这与小麦[17]和硬粒

小麦[22]中的结果类似。qRT-PCR结果 (图8)显

示,AP2家族不同成员在应对盐胁迫过程中发挥

不同 的 功 能。例 如 相 较 于 0h,TdAP2.63、
TdAP2.177和TdAP2.197在盐处理后0.5h后

转录水平显著上升(8~50倍);TdAP2.35在盐

处理3h后达到表达峰值,相较于0h的转录水平

上升了33倍,并能维持较长时间的高表达水平。
本研究从群体遗传学角度分析了 AP2基因

在不同材料中的核酸多样性和分化指数,发现大

部分AP2基因在野生二粒小麦中的核酸多样性

高于硬粒小麦、普通小麦农家种和栽培种,推测人

工选择与进化过程中的选择压力导致 AP2的核

酸多样性下降。此外,野生二粒小麦与硬粒小麦

间的AP2基因的Fst 高于普通小麦农家种与栽

培种的Fst,说明野生二粒小麦到硬粒小麦的分

化程度更高。分析单倍型频率发现,野生二粒小

麦有更为丰富的单倍型,这一结果也进一步证明

了上述观点。本研究结果可为未来的作物改良和

基因功能研究提供宝贵的信息。
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