荷花转录组测序及花青素苷合成相关基因表达分析
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摘 要：本研究以荷花不同花色品种‘青玉’和‘白洋淀红莲’为研究对象，运用高通量测序技术，对松蕾期的花瓣进行转录组测序。对两个测序文库进行差异表达分析，共获得1142条差异表达基因。筛选出与花青素苷合成相关的关键基因ANS、CHS、DFR、UF3GT。并通过实时荧光定量RT-PCR分析表明，四个基因在两种荷花花瓣不同时期中的表达量存在显著差异，在松蕾期或初花期的表达量最高。为深入研究荷花花青素苷合成的分子机制及花色育种奠定基础。
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Abstract: In this study, "Qingyu" and "Baiyangdianhonglian" were selected as the research materials. The paper used the methods of high-throughput sequencing technology on the bud stage of petal transcriptome sequencing. There were 1,142 pieces of DEG from the two sample sequencing libraries, and screened out the main genes of anthocyanin biosynthesis through transcriptome sequncing, these genes were obtained including ANS genes、CHS genes、DFR genes、UF3GTgenes. By the methods of real-time PCR expression analysis, showed that there was significant difference in the expression of four genes in two kinds of lotus petals in different period, the highest expression level in the bud stage or flowering stage of pine.This study lays the foundation for further study on the molecular mechanism of anthocyanin biosynthesis and flower color breeding.
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荷花(Nelumbo nucifera Gaertn)，睡莲科莲属多年生水生草本花卉，花大而美，多为红、粉、白、黄、复色等，具有很高的观赏价值[1]。而花色是观赏植物最重要的品质之一。观赏植物花色素形成、相关基因的筛选及呈色机理的研究，为花色改良和育种工作鉴定理论和技术基础[2]。
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    目前，转录组测序技术已被广泛应用于植物相关基因组的研究[3、4、5、6]。针对不同观赏植物花色的研究也逐步从表型生理方向过渡到分子水平。如：桂花[7]、葡萄风信子[8]、凤丹[9]、红花[10]、切花菊[11]等。然而，针对荷花花色形成相关分子机制缺乏深入研究，这在一定程度上限制了其花色的改良与创新。本文采用转录组测序及RT-PCR技术，获得不同花色荷花品种的差异表达基因，筛选出与花青素苷生物合成相关关键基因，并验证了转录组测序的可靠性及不同基因调控作用的关键性。为后期荷花花色改良与育种提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 试验材料

    供试材料为荷花品种‘青玉’（Nelumbo nucifera Gaertn.‘Qing yu’）和‘白洋淀红莲’（Nelumbo nucifera Gaertn.‘Bai yang dian hong lian’）栽植于河南农业大学第三生活区实验基地。分别采集四个时期（初蕾期、松蕾期、初花期、盛花期）的荷花花瓣，用去离子水冲洗表面杂质，用锡箔纸包好放于液氮中速冻，并及时转移至-80℃超低温冰箱备用。

1.2 RNA的样品检测和文库构建

    荷花品种‘青玉’和‘白洋淀红莲’花蕾期花瓣转录组样品，送往北京百迈克生物科技有限公司（Biomarker Technologies），该公司采用PureLink Plant RNAReagent Kit 试剂盒提取两组样品的总RNA，为后续的转录组测序提供合格的样品。采用Nanodrop 检测RNA样品的浓度，样品检测合格后，进行cDNA文库的构建，通过PCR富集得到cDNA文库。采用Qubit2.0和Agilent 2100检测RNA的浓度和完整度，用Q-PCR法准确定量文库的有效浓度。获得高质量的测序数据后用Illumina Hiseq2500进行高通量测序。
1.3 序列拼接和功能注释

    用Trinity软件对转录组数据进行组装，组装成为Transcripts，将不同样品组装结果中多个可变剪接的Transcripts聚类到一个基因，得到unigene库。通过unigene在Mapped Reads上的分布，检验片段化的随机程度、基因数目的饱和情况。测序数据量可正向反映测序基因的数目，数据量越大，得到的基因数目越多。通过unigene核酸序列与数据库的BLAST比对，可得到unigene的蛋白功能注释信息，比对中选择参数E-value不大于10-5。
1.4 RNA提取及实时荧光定量PCR分析

    选择与花青素苷合成的相关基因（CHS基因、DFR基因、ANS基因、UF3GT基因）进行RT-PCR验证分析。采用SK8661柱式植物总RNA抽提纯化试剂盒提取荷花品种‘青玉’和‘白洋淀红莲’花瓣的RNA。通过大连宝生物工程（大连）有限公司购买的PrimeScript™II1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒方法合成cDNA。以荷花18S rRNA为内参基因，PCR引物序列运用primer premier 5.0 设计，引物合成由北京Biomed公司完成，引物序列如表1所示[12]。按照购于Invitrogen公司的Power SYBR® Green PCR Master Mix试剂盒方法配制反应体系。
表1荷花‘青玉’和‘白洋淀红莲’RT-PCR所用引物序列

Table 1 The Primers of RT-PCR genes in lotus ‘Qing yu’ and ‘Bai yang dian hong lian’
	引物名称
	引物序列(5'--3')

	c35395.graph_c0-F
	GGCACTAAAGCAAGTATAGTCGG

	c35395.graph_c0-R
	CAGCATCTTCCCCATTTGACA

	C45153.graph_c0-F
	ATGGCGGAGAAGGGAAGAGT

	C45153.graph_c0-R
	AAAGTGAGTCGTAGTCCAGCAAGT

	C42578.graph_c0-F
	TATGGGGACGGCTGGTTATC

	C42578.graph_c0-R
	TGGGAGGACAAGATGAGGATG

	C38760.graph_c0-F
	TGTATTTATTCCAACTGGGGTGC

	C38760.graph_c0-R
	GATAAGGCTTTCCATCAACCAA

	18S-F
	CCATAAACGATGCCGAC

	18S-R
	CACCACCCATAGAATCAAGA


2 结果与分析

2.1 测序的拼接结果与综合分析
    两个品种的荷花花瓣的转录组测序结果，共得到11.56GbClean Data，其Q30碱基百分比均不小于87.44%，总共产生50,154条unigenes和78,384条transcript，N50分别为1,412bp和1,715bp，组装完整性较高。Unigene长度分布图知，其中长度区间位于200bp~300bp的unigene数量为16,788条，占33.47%。其次是长度区间位于300~400bp和400~500bp unigene 数量较多。（表2，图1）
表2 unigene组装结果统计

Table2 Statistics of unigene Assembly result 

	Length Range
	Contig
	Transcript
	Unigene

	200-300（bp）
	9,168,649
	19,180
	16,788

	300-500（bp）
	14,354
	15,076
	11,533

	500-1000（bp）
	11,249
	15,467
	9,283

	1000-2000（bp）
	8,456
	17,445
	8,053

	2000+（bp）
	4,587
	11,216
	4,497

	Total number
	9,207,295
	78,384
	50,1545

	Total Length（bp）
	368,420,873
	79,077,801
	39,380,815

	N50 Length（bp）
	40
	1,715
	1,412

	Mean Length（bp）
	40.01
	1008,85
	785.20
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2.2 功能分类与分析

    为获得unigene的功能分类信息，从NR蛋白分析、GO分析、COG分析、KEGG分析等几个方面进行注释分析。在NR蛋白分析中，共有32,194条（64.19%）unigene在设定的E值范围内（E-value≤10-5），可以对比分析到NR蛋白数据库中。通过比对分析，同源蛋白质序列和相似功能蛋白质序列中具有高度同源性的是葡萄（Vitis vinifira）(39.5%)和可可树（theobroma cacao）（10.6%）。其次，同源性大于5%的物种还有碧桃（prunus persica）(5.9%)、杨树(populus trichocarpa）（5.5%）、蓖麻（ricinus communis）（5.0%）。

    在本实验的转录本中，能够注释到GO分类的unigene有23,753条（47.36%），被分成了56个类别，其中参与细胞组分（16个）、分子功能（16个）、生物学工程（24个）。有10,374条unigene可注释到COG数据库中，占总unigene的20.68%。其中有2792条unigene可注释到基因功能预测，占26.91%。其次数目较多的为重组和修复功能（1,310条，12.63%），转录功能（1,247条，12.02%），核糖体结构及生物学功能，信号转导机制，蛋白质翻译后修饰与转运、分子伴侣。将unigene比对到KEGG数据库中，共有9,550条unigene参与了194个代谢通路，占总unigene的19.04%，分为五大代谢通路类型，分别是细胞过程、新陈代谢、生物系统、基因信息过程、环境信息过程，参与新陈代谢途径unigene的数量最多，其次为基因信息过程代谢途径。本研究集中花色形成相关因素富集分析，其中，共有40条unigene参与黄酮类化合物生物合成代谢通路，有34条unigene参与胡萝卜素生物合成代谢通路，有8条unigene参与黄酮和黄酮醇生物合成代谢通路，有92条unigene参与苯丙烷生物合成代谢通路。

2.3 差异表达基因分析

    通过对样本‘青玉’花瓣和‘白洋淀’初蕾期的花瓣两个转录本文库进行差异基因的表达分析，共获得1,142条差异基因，包括587条上调基因，555条下调基因。在本研究中，以FDR<0.01且FC≥2为筛选标准。上调基因中差异较显著的有16条，下调基因中差异较显著的基因有13条。
2.3.1 差异表达基因的功能注释和富集分析
    对样本‘青玉’和‘白洋淀’的差异表达基因进行GO功能富集分析，能注释到的unigene有800条，分布在生物过程（BP）、细胞组分(CC)、分子功能(MF)三大类别上。其中，在细胞组分分类中，差异表达基因GO二级节点为：细胞成分、细胞、细胞器、生物膜、细胞器组分的分布数量最多；在分子功能分类中，差异表达基因GO二级节点分布数量较多的为催化活性、结合性；在生物学过程分类中，差异表达基因GO二级节点分布数量最多的为代谢过程、细胞过程、刺激应答、生物调控，其详细注释情况如图2所示：
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    利用topGO软件，结合样品‘青玉’和‘白洋淀红莲’转录组的注释信息，对有GO功能的DEG gene进行分析，进行两组样品间的DEG gene的GO功能富集研究。以P-value≤0.05为筛选显著GO term的标准。以CC为例，找出显著富集的GO term，并对显著富集的节点在GO体系中以有向无环图的形式进行直观展示（图6）。得知，topGO_CC term下显著富集到的功能分类中，显著性最高的GO term功能分类为叶绿体，KS值为2.50E-09，注释到该term的基因数为3547个，注释到该term的DEG gene数目为140个，注释到该term的DEG gene数目的期望值为113.99个。其次，在分子功能中显著性较高的GO term功能分类依次为光系统II（1.80E-07）、光系统（2.80E-06）、叶绿体基质（3.10E-06）、叶绿体类囊体膜（1.30E-05）、内质网（2.80E-05）、细胞质（5.50E-05）、质外体（6.30E-05）、细胞壁（7.60E-05）、质体小球（0.0002）、高尔基体（0.00024）（表3）。
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表3 差异表达基因topGO富集结果(细胞组分)
Table 3 Top GO enrichment results of DEG genes（cellular component）
	GO.ID
	Term
	Annotated
	Significant
	Expected
	KS

	GO:0009507
	chloroplast
	3547
	140
	113.99
	2.50E-09

	GO:0009523
	photosystem II
	64
	19
	2.06
	1.80E-07

	GO:0009522
	photosystem I
	46
	20
	1.48
	2.80E-06

	GO:0009570
	chloroplast stroma
	818
	39
	26.29
	3.10E-06

	GO:0009535
	chloroplast thylakoid membrane
	405
	42
	13.02
	1.30E-05

	GO:0005783
	endoplasmic reticulum
	710
	17
	22.82
	2.80E-05

	GO:0005829
	cytosol
	2160
	54
	69.41
	5.50E-05

	GO:0048046
	apoplast
	401
	28
	12.89
	6.30E-05

	GO:0005618
	cell wall
	777
	54
	24.97
	7.60E-05

	GO:0010287
	plastoglobuli
	87
	17
	2.8
	0.0002

	GO:0005794
	Golgi apparatus
	1015
	18
	32.62
	0.00024


    由表4可知：topGO_BP term下显著富集到的功能分类中，镉的响应是最为显著富集的GO term，DEG gene注释到该功能的基因数为24个，期望值为22.35，KS值为2.50E-09，其次较显著GO term的功能分类分别为盐胁迫效应（8.00E-08）、蛋白酶体核心（4.30E-06）、异戊烯二磷酸生物合成（9.50E-06）、过氧化氢反应（2.10E-05）、叶绿体组织（2.30E-05）、细胞质运输（4.50E-05）等。
表4差异表达基因topGO富集结果（生物学过程）
Table 4 Top GO enrichment results of DEG genes（biological process）
	GO.ID
	TermAnnotated
	Significant
	Expected
	KS

	GO:0046686
	response to cadmium ion
	641
	24
	22.35
	2.50E-09

	GO:0009651
	response to salt stress
	770
	38
	26.85
	8.00E-08

	GO:0080129
	proteasome core complex assembly
	135
	3
	4.71
	4.30E-06

	GO:0019288
	isopentenyl diphosphate biosynthetic process
	273
	10
	9.52
	9.50E-06

	GO:0042542
	response to hydrogen peroxide
	253
	8
	8.82
	2.10E-05

	GO:0009658
	chloroplast organization
	290
	3
	10.11
	2.30E-05

	GO:0016482
	cytoplasmic transport
	834
	9
	29.08
	4.50E-05

	GO:0009611
	response to wounding
	281
	20
	9.8
	4.70E-05

	GO:0072594
	establishment of protein localization 
	492
	6
	17.16
	5.90E-05

	GO:0000394
	RNA splicing, via endonucleolytic 
	150
	0
	5.23
	7.50E-05

	GO:0006605
	protein targeting
	897
	17
	31.28
	9.80E-05


    topGO_MF（molecular function）term下显著富集到的功能分类中，显著性最高的GO term功能分类为叶绿体结合，KS值为2.20E-06。注释到该term的基因数为40个，注释到该term的DEG gene数目为17个，注释到该term的DEG 数目的期望值为1.44。随后，在分子功能中显著性较高的GO term功能分类依次为丝氨酸内肽酶活性（6.00E-05）、谷胱甘肽转移酶活性（0.00011）、类固醇脱氢酶活性（0.00028）、烷烃加氧酶活性（0.00028）、铁离子结合（0.00111）、热休克蛋白结合（0.00113）、电子载体（0.0014）、木葡聚糖转移酶活性（0.00234）、锌离子结合（0.00249）、氧化还原酶活性（0.00303）、水通道活性（0.00328）（表5）。

表5 差异表达基因topGO富集结果（分子功能）
Table 5 Top GO enrichment results of DEG genes（molecular function）
	GO.ID
	Term
	Annotated
	Significant
	Expected
	KS

	GO:0016168
	chlorophyll binding
	40
	17
	1.44
	2.20E-06

	GO:0004252
	serine-type endopeptidase activity
	108
	5
	3.9
	6.00E-05

	GO:0004364
	glutathione transferase activity
	25
	5
	0.9
	0.00011

	GO:0033764
	steroid dehydrogenase activity, acting o...
	33
	1
	1.19
	0.00028

	GO:0018685
	alkane 1-monooxygenase activity
	6
	5
	0.22
	0.00028

	GO:0005506
	iron ion binding
	327
	25
	11.8
	0.00111

	GO:0031072
	heat shock protein binding
	75
	1
	2.71
	0.00113

	GO:0009055
	electron carrier activity
	362
	25
	13.06
	0.0014

	GO:0016762
	xyloglucan:xyloglucosyl transferase activity
	31
	5
	1.12
	0.00234

	GO:0008270
	zinc ion binding
	1037
	27
	37.41
	0.00249

	GO:0016903
	oxidoreductase activity
	123
	4
	4.44
	0.00303

	GO:0015250
	water channel activity
	16
	1
	0.58
	0.00328


    在‘青玉’和‘白洋淀红莲’的转录本中，能够注释到COG数据库的差异表达基因共有370个。分别为：基因功能预测、生物学功能、蛋白质修饰、转录、能量生产与节能。利用该数据库可以对基因产物进行直系同源分类，利用不同的功能分类，结合特定时间和条件下研究对象的分布，预测对应时期和对应环境下的某一类偏向，从而做出科学的筛选分析（图4）。
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    在‘青玉’和‘白洋淀红莲’的转录本中，能够注释到KEGG数据库的差异表达基因247个，共参与到76条pathway中。其中，归入unigene数目最多的5条KEGG途径分别为核糖体、光合作用、植物激素信号转导、淀粉与蔗糖代谢、柠檬酸循环。

    本研究对差异表达基因的pathway进行了全面注释分析，可知在76条pathway中，黄酮类化合物生物合成4个、花青素苷合成1个、胡萝卜素生物合成、1个、黄酮和黄酮醇生物合成1个、苯丙烷生物合成5个等五条代谢途径与花色素形成有密切的关系。通过所选择的五个与本研究相关的KEGG通路注释图，我们共找到相关类基因c35395.graph_c0、c27798.graph_c0、c34747.graph_c0、c37226.graph_c0、c40064.graph_c0、c41744.graph_c0、c32055.graph_c0、c37518.graph_c0等。如图5：
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    对差异表达基因进行KEGG代谢通路富集分析，结果显示，富集效果最为显著的代谢通路是丙氨酸，天门冬氨酸和谷氨酸代谢，其次是α-亚麻酸代谢、花青素苷生物合成、不饱和脂肪酸的生物合成、丁酸代谢、柠檬酸循环、黄酮类化合物生物合成、半乳糖代谢、糖酵解途径、氮代谢。
2.3.2 荷花花色素苷相关基因筛选
    通过对‘青玉’和‘白洋淀红莲’松蕾期（blud stage）花瓣的测序结果进行功能注释、功能分类及代谢途径分析，共找到与花青素苷代谢途径相关类差异表达基因如表所示，其中ANS基因9个，分别是c37436.graph_c0、c47965.graph_c0、c41915.graph_c0、c47362.g-raph_c0、c35395.graph_c0、c50030.graph_c0、c37243.graph_c0、c38760.graph_c0、c1962-9.graph_c0，包括6个上调基因，3个下调基因；CHS基因c42578.graph_c0，表达为上调；DFR基因c35275.graph_c0；UF3GT基因c35395.graph_c0等。其中有KEGG注释信息的差异表达基因有c35395.graph_c0 、c41915.graph_c0、c47362.graph_c0、c38760.gra-ph_c0,分别参与的KEGG pathway有ko00942（花青素苷生物合成）、ko00561（甘油酯代谢）和ko00564（甘油磷脂代谢）、ko00190（氧化磷酸化）、ko00020（柠檬酸循环）。

2.4 荷花花色苷相关基因的实时荧光定量PCR验证
    以荷花18S rRNA作为内参基因，用相对定量的方法(按2-ΔΔCt公式)进行实时荧光定量PCR分析，并进行基因表达水平的比较，如表6、7所示：
表6 荷花‘青玉’花瓣目的基因不同时期的相对表达量

Table 6 Relative expression of lotus ‘Qingyu’ flower target genes

	样品 ‘青玉’花瓣

（Sample）
	CHS基因的相对表达量


	DFR基因的相对表达量


	ANS基因的相对表达量


	UF3GT基因的相对表达量



	初蕾期
	0.65
	0.46
	0.32
	0.47

	松蕾期
	0.76
	0.63
	0.53
	0.68

	初花期
	0.53
	0.35
	0.47
	0.09

	盛花期
	0.34
	0.04
	0.32
	0.06


表7 荷花‘白洋淀红莲’花瓣目的基因不同时期的相对表达量

Table 7 Relative expression of lotus ‘Baiyangdianhonglian’ flower target genes

	样品 ‘白洋淀红莲’花瓣

（Sample）
	CHS基因的相对表达量


	DFR基因的相对表达量


	ANS基因的相对表达量

	UF3GT基因的相对表达量



	初蕾期
	1
	1.45
	1.34
	2.21

	松蕾期
	3.64
	6.45
	3.56
	7.86

	初花期
	4.56
	3.63
	5.75
	11.81

	盛花期
	4.21
	2.37
	3.41
	7.62


    RT-PCR分析花青素苷相关基因c42578.graph_c0（CHS基因）、c45153.graph_c0（DFR基因）、c38760.graph_c0（ANS基因）、c35395.graph_c0（UF3GT基因）的相对表达量，四个基因在两种类型花瓣不同时期中均有表达，表达量有显著差异。‘青玉’花瓣表达量总体明显低于‘白洋淀红莲’花瓣表达量（如下图所示）。
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分析得知，CHS基因相对表达量，在‘青玉’花瓣中表达量较低，松蕾期表达量最高。在‘白洋淀红莲’花瓣中，初花期的表达量相对较高，在花朵开放过程中呈现上调趋势，在盛花期的表达量稍低于初花期。DFR基因在‘青玉’花瓣中均能检测到表达信号，表达量较低，在盛花期表达量仅为0.04，在‘白洋淀红莲’和‘青玉’中表达量存在显著差异。在‘白洋淀红莲’花瓣中，松蕾期的表达量相对较高，在花朵开放过程中呈现先上升后下降的趋势，在初蕾期到松蕾期上升效果明显。推测DFR基因可能是红色着色所必须的关键结构基因。ANS基因在‘青玉’花瓣各个时期中表达量明显低于CHS、DFR基因，推测ANS基因是后期花青素苷结构基因，在白色花中表达信号极弱。两个品种相比较而言，差异倍数较大，在松蕾期，‘白洋淀红莲’基因表达量相较‘青玉’，呈现上调趋势，与转录组测序数据一致。UF3GT基因在‘白洋淀红莲’花瓣中表达量较高，初花期为其表达量最高的时期。两个品种相比较而言，差异倍数较大，尤其是初花期与盛花期，差异倍数为131.22倍和127倍。在松蕾期，白洋淀红莲基因表达量相较青玉，呈现上调趋势，与转录组测序上调趋势一致。推测c35395.graph_c0基因表达量的高低，可能对花色的呈色起关键指导作用。
5 结论与讨论
    本试验从花色出发，经过差异表达基因生物蛋白功能注释分析，在KEGG代谢途径中查找与花色相关的代谢途径，共找到与花色相关代谢通路五个，相关表达基因16个，并找到花青素苷相关基因四个，分别是：CHS基因、DFR基因、ANS基因、UF3GT基因，对其进行实时荧光定量PCR表达验证，得知这4个基因在‘青玉’和‘白洋淀红莲’两品种花瓣不同时期条件下，表达量存在显著差异。CHS基因、ANS基因、UF3GT基因在‘白洋淀红莲’中初花期的表达量最大，DFR基因在‘白洋淀红莲’中松蕾期的表达量最大。其中，在本试验中花青素苷合成晚期结构基因表达中，UF3GT基因在‘白洋淀红莲’花瓣中表达量远远大于‘青玉’花瓣，在‘青玉’花瓣中初花期和盛花期其表达量仅为0.09和0.06，表达极其微弱。在白色荷花品种‘青玉’花瓣中，各个时期花青素苷基因的表达量均较低，推测其花青素苷积累量可能较低。关于花青素苷的研究在其他植物中也有相关研究，与花色素苷相关的基因逐渐丰富，为后期花色的创新研究打下基础。如：睡莲[13]、辣椒[14]、蝴蝶兰[15]、羽衣甘蓝[16]等。在未来研究中，可进一步结合HPLC分析花青素苷的种类及含量。如：邓娇等对108种不同花色的荷花花瓣类黄酮色素及着色机理进行研究，得知不同品种荷花花瓣中含有五种花青素，并对两个品种的荷花做蛋白组学分析，验证了相关基因的mRNA的转录水平和蛋白组水平的一致性[17]。另外，花青素的生物合成受结构基因和调节基因的共同控制，对花青素的代谢研究会有更加深刻的认识[18、19、20]。许传俊等人对不同花色、不同阶段的蝴蝶兰进行研究，得知影响其花色素苷合成途径的10个结构基因和调节基因的表达量存在差异[21]。在本研究中，筛选出与荷花花瓣中花青素苷合成相关的四个结构基因，相关基因进行筛选与表达分析，后期也可以结合花青素生物合成的调节基因共同研究。深入挖掘影响花青素苷代谢途径的相关因素，为阐明荷花花色形成的机理提供理论依据，为荷花的花色改良分子育种奠定基础。
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图1荷花unigene长度分布图


Fig. 1 lotus unigene length distribution








图 2 差异表达基因GO 二级节点注释统计图


Fig. 2 GO branch classification of DEG genes











图3 差异表达基因topGO富集有向无环图（细胞组分）


Fig.3 Top GO enrichment classification of DEG gene(cellular component)








图4 差异表达基因COG注释分类统计图


Fig. 4 COG classification statistics of DEG genes





图5 差异表达基因KEGG通路注释图(黄酮类化合物生物合成)


Fig. 5 KEGGpathway annotation of DEG genes（Flavonoid biosynthesis）








图7 荷花c45153.graph_c0相对表达量


Fig.7 The relative expression of c45153.graph_c0 in lotus








图6 荷花c42578.graph_c0相对表达量


Fig.6 The relative expression of c42578.graph_c0 in lotus














图9 荷花c35395.graph_c0相对表达量


Fig.9 The relative expression of c35395.graph_c0 in lotus











图8 荷花c38760.graph_c0相对表达量


Fig.8 The relative expression of c38760.graph_c0 in lotus













