茯苓基因组和转录组揭示菌核形成及发育机制

近日，GPB在线发表了中国医学科学院“本草基因组协同创新团队”首席专家宋经元课题组联合国内外多家单位完成的题为“The Wolfiporia cocos genome sheds light on the formation for its edible and medicinal sclerotia”的研究论文，报道了茯苓（CGMCC5.78）的基因组和转录组测序及分析结果，为茯苓菌核的遗传育种研究提供了新思路，对于深入开展茯苓新种质培育及其药用资源开发具有重要价值。


研究问题：
茯苓全基因组解析及其活性成分生物合成和菌核形成机制研究

研究方法：
利用二代测序技术破译药用真菌茯苓基因组；通过OrthoMCL方法对候选物种的单拷贝直系同源基因进行鉴定并构建系统发育树揭示物种进化；通过PFAM、BLASTP等方法注释及挖掘茯苓多糖和茯苓三萜等活性成分生物合成相关基因以及调控菌核发育与子实体形成及分化的相关基因。

主要成果1：报道了茯苓CGMCC5.78基因组序列。
主要成果2：发现中国茯苓（CGMCC5.78）（IMPLAD测序）与美国茯苓（MD-104 SS10）（JGI测序）的遗传信息差异。
主要成果3：揭示了茯苓多糖和茯苓三萜的生物合成途径。
主要成果4：鉴定了茯苓菌核形成发育的调节因子及调控网络。

背景介绍
Wolfpooria cocos（F. A. Wolf）Ryvarden＆Gilb是多孔菌科的一种药用真菌，其菌核可食用。所以千百年来，茯苓因兼具药食两用特点而备受青睐，被广泛应用于药物、保健、营养、饮食、美容等领域，如中药、营养保健品、化妆品、保健茶和功能性食品等。茯苓的大型可食用菌核在北美被称为“印度面包”。茯苓也是一种常见的褐腐菌，广泛分布于世界各地。茯苓寄生于针叶树（如松树）和硬木树（如桉树）的根部，通常在靠近寄主的根部形成茯苓菌核。茯苓菌核更是我国传统中药的主要原料药之一。在我国，茯苓具有悠久的用药和栽培历史，产值巨大，市场前景广阔。
真菌菌核是由聚集的营养菌丝组成的坚硬、无性的休眠结构。茯苓菌核的干燥致密物质主要由-D-葡聚糖型非淀粉多糖组成。茯苓的干燥菌核是许多次生代谢产物的来源，包括多糖和三萜类化合物，它们是茯苓的主要生物活性化合物。从真菌中分离出来的高分子量的多糖具有抗炎作用、免疫调节特性和抗癌活性。从茯苓中分离出大量的(1-3)--D和(1-6)--D葡聚糖多糖和羊毛甾烷/裂环羊毛甾烷骨架三萜类化合物。尽管美国茯苓菌株的基因组先前已由联合基因组研究所（JGI）公布，并只阐释了茯苓参与木质素降解的机制，但尚未研究茯苓菌核发育和次生代谢产物的生物合成有关的分子机制。而本研究力图通过基因组和转录组数据解析茯苓菌核发育与形成的分子机制，破解制约茯苓产业的难题。
 
结果与分析
在这项研究中，研究人员在完成茯苓菌种CGMCC5.78的基因组和转录组测序基础上，发现茯苓基因组大小为50.6 Mb，注释到10,908个蛋白编码基因，分析了茯苓和其他真菌基因组中的单拷贝直系同源基因、多拷贝直系同源基因、特有旁系同源基因、其他直系同源基因和未聚类基因的数量（图1A）。
在W. cocos、Postia placenta、Phanerochaete chrysosporium和Schizophyllum communum基因组中，共有1868个orthologs，其中W. coco的特异性orthologs有377个（图1B）。[image: ]

图1. 茯苓基因组特征
A.单拷贝直系同源基因、多拷贝直系同源基因、特有旁系同源基因、其他直系同源基因和未聚类基因的数量。B. W. cocos、P. placenta、P. chrysosporium和S. Commune中的直系同源基因的数量。

通过比较基因组学分析，揭示了中国茯苓（CGMCC5.78）与美国茯苓（MD-104 SS10）的遗传信息差异。以中国茯苓的全基因组与美国茯苓基因组的Scaffold 1进行序列比对，发现序列相似性平均高达92%（图2A和2B）。但系统发育分析表明这两个W. cocos菌株之间存在遗传差异（图2C）；并且这两个茯苓菌株之间的不同种类的ortholog的数量（图3A和3B）、物种分化时间（图3C）以及基因家族的收缩和扩张（图D）等方面均略有差异。
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图2 中国茯苓和美国茯苓基因组比较
A.中国茯苓全基因组与美国茯苓基因组的Scaffold1的序列比较。 B.中国茯苓全基因组与美国茯苓基因组的Scaffold1序列比较的13874个比对区域的相似性分布。 C. 基于ITS2序列比对显示不同茯苓菌株与其他多孔菌属物种的进化关系。
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图3茯苓基因组进化分析
A.中国茯苓(IMPLAD)、美国茯苓(JGI)、P. Placenta、P. chrysosporium、L. Bicolor和S. commune基因组中单拷贝直系同源基因、多拷贝直系同源基因、特有旁系同源基因、其他直系同源基因和未聚类基因的数量的比较。 B. W. cocos（JGI）、W. cocos（IMPLAD）、P. Placenta、P. chrysosporium、L. Bicolor和S. commune基因组中共有的直系同源基因。 C. W. cocos系统发生树和物种分化时间分析。用单拷贝直系同源基因估计物种中第一阶段位点的分子时钟。D. W. cocos与P. placenta、P. chrysosporium、L. Bicolor 和 S. Commune相比的基因家族扩张和收缩比较分析。

通过比较菌丝体和菌核的转录组数据，鉴定了2,838个差异表达基因。这些差异表达基因参与菌核发育调节、有性繁殖和子实体形成与分化以及代谢过程。
在茯苓中，(1-3)--D和(1-6)--D葡聚糖是主要生物活性多糖，其含量影响茯苓菌核的质量和价值，两者推测的生物合成途径如图4A和4B所示。UDP-葡萄糖在(1-3)--葡聚糖合成酶复合体作用下，生成(1-3)--葡聚糖，FKS即为该酶复合体的一个亚基。在W. cocos基因组中有两个FKS基因，分别命名为FKS1 (WCO003877.1)和FKS2 (WCO000998.1)；然而，只有FKS1在菌核发育过程中表现出不同的表达模式。与菌丝体相比，FKS1在菌核中表达上调，表明其在茯苓菌核发育和多糖生物合成调控中可能具有重要作用。对FKS蛋白进行系统发育分析表明，该酶在真菌中高度保守，其在中国茯苓和美国茯苓中同源性最高(图4C)。[image: ]

图4茯苓(1-3)--D和(1-6)--D葡聚糖（多糖）生物合成途径基因和调控因子
A. 茯苓(1-3)--D葡聚糖的生物合成基因。 B. (1-6)--D葡聚糖生物合成的基因及调节因子。 C. FKS（FKS1和FKS2）在真菌中的系统进化分析。

茯苓酸（Pachymic acid，PA）是一种羊毛甾醇型三萜，具有广泛的生物活性，通过甲羟戊酸(MVA)途径合成(图5A)。所有参与MVA途径的基因都茯苓基因组中被鉴定，并发现该途径中的多数基因具有共表达特性(图5B)。还发现了一个潜在的茯苓三萜合成基因簇（图5C），并发现了一些与茯苓酸合成关键酶——羊毛甾醇合酶（LSS）基因共表达的基因（图5D）。此外，还发现了5个非核糖体肽合酶（NRPS）样基因簇，8个聚酮化合物合酶（PKS）基因簇和15个萜烯基因簇；同时还鉴定了茯苓中参与细胞壁降解的CAZymes酶基因家族中的成员，发现茯苓基因组中共有321个基因编码CAZymes，大多数碳水化合物酯酶（CE）和糖苷水解酶（GH）等参与细胞壁中碳水化合物和非碳水化合物底物的水解以及木质素组分的氧化降解。这些次生代谢基因可能与茯苓中丰富的化合物种类相关。 
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图5 茯苓中三萜的生物合成
A.茯苓中羊毛甾醇型三萜PA的生物合成途径。B. MVA途径基因经MeJA诱导处理2 h (T2)和12 h (T12)后与对照组(CK)相比的基因表达变化。C.茯苓中一个潜在的三萜合成基因簇。D. MeJA处理2 h (T2)、12 h (T12)后与对照组(CK)相比，LSS基因簇相关基因共表达分析。

目前的W. cocos基因组和转录组将为研究药用真菌的可食性和药用菌核形成的机制提供新的思路。这项研究还提供了有关W. cocos真菌发育和次生代谢分子机制多样化的新见解。差异表达的信号分子、次级代谢、营养物质运输、转录因子、有性繁殖以及一些CAZyme 等相关基因可能与菌核形成有关。该研究结果有助于阐明茯苓菌核形成和次生代谢途径的分子机制，对于提高茯苓药用品质和产量具有重要理论价值。


中国医学科学院药用植物研究所罗红梅研究员及钱俊博士为论文共同第一作者，中国医学科学院药用植物研究所宋经元研究员、中国中医科学院中药研究所陈士林研究员及法国农业科学研究院&北京林业大学的Francis Martin教授为共同通讯作者。中国医学科学院药用植物研究所、湖北中医药大学、中国中医科学院中药研究所等相关研究人员为共同作者。该研究得到中国医学科学院医学与健康科技创新工程项目资助。
[bookmark: _GoBack]
image20.emf

image3.emf

image30.emf

image4.emf

image40.emf

image5.emf

image50.emf

image1.emf

image10.emf

image2.emf

