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外源ABA对藜麦种子萌发及ABA
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摘 要:穗发芽会导致藜麦籽粒产量和品质严重受损,而脱落酸(ABA)与种子萌发和休眠密切相关。该研究以易

穗发芽的‘大黑藜3’(BBQ3)、‘白藜6’(WQ6)和抗穗发芽的‘小黑藜1’(SBQ1)和‘白藜4’(WQ4)为试验材料,在
种子萌发3

 

d内施加不同浓度 ABA和氟啶酮(FL),探究 ABA和FL对两种粒色藜麦种子萌发、ABA含量以及

ABA合成基因 NCED、裂解基因8'OH 和信号转导基因ABI3 表达的影响。结果表明:(1)各藜麦种子萌发均受

到各浓度外源
 

ABA抑制,并以25
 

μmol·L
-1 浓度效果最佳,同时受到外源低浓度FL促进,且施用2.5

 

μmol·

L-1 浓度即可;外源ABA和FL处理的SBQ1和 WQ4发芽率降低和升高幅度分别小于BBQ3和 WQ6。(2)对照

组SBQ1和 WQ4种子内源ABA含量分别显著高于BBQ3和 WQ6;外源ABA处理可显著提高藜麦种子内源ABA
含量,且 WQ4显著高于 WQ6,种皮略厚的SBQ1内源ABA含量显著低于BBQ3;外源FL处理下4份材料种子内

源ABA含量均有所下降,但只有SBQ1达到显著水平。(3)对照组中,SBQ1和 WQ4萌发种子中 NCED、8'OH、

ABI3 基因的表达量分别高于BBQ3和 WQ6;外源ABA处理下,SBQ1萌发种子中 NCED 和ABI3 表达量在12
 

h
才显著上调,BBQ3的3个基因表达量均在6

 

h时就显著上调,同时 WQ4的3个基因表达量上调时间也迟于

WQ6;在外源FL处理下,SBQ1中3个基因表达量均上调,但 NCED 表达量明显低于8'OH,BBQ3中 NCED 和
 

ABI3 的表达量下调,8'OH 表达量显著上调;FL对 WQ4中 NCED 和
 

8'OH 的表达主要起抑制作用,对ABI3 无

显著调控作用,而对 WQ6中8'OH 基因表达的促进作用高于NCED 基因。(4)黑藜和白藜中种子发芽率、ABA
含量与 NCED、ABI3 基因的表达量均显著相关。研究发现,抗穗发芽藜麦材料种子发芽率低于易穗发芽材料,

ABA含量高于易穗发芽材料;外源ABA可显著抑制种子萌发,且易穗发芽藜麦材料对ABA的敏感性高于抗穗发芽

材料,ABA敏感性高材料的相关基因表达对ABA的响应早于其他材料;FL对种子萌发有促进作用,但可能不是直接

通过抑制NCED、ABI3的表达和促进8'OH 的表达来调控ABA合成,而是通过影响其他关键结合位点进行调控。
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Abstract:
 

Preharvest
 

sprouting
 

(PHS)
 

could
 

cause
 

serious
 

damage
 

to
 

grain
 

yield
 

and
 

quality
 

of
 

quinoa,
 

and
 

the
 

abscisic
 

acid
 

(ABA)
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

seed
 

germination
 

and
 

seed
 

dormancy.
 

In
 

this
 

study
 

two
 

sam-



ples
 

susceptible
 

to
 

PHS
 

such
 

as
 

BBQ3
 

and
 

WQ6
 

and
 

two
 

resources
 

unsusceptible
 

to
 

PHS
 

namely
 

SBQ1
 

and
 

WQ4
 

were
 

used
 

as
 

experimental
 

materials.
 

Within
 

3
 

days
 

of
 

seed
 

germination,
 

they
 

were
 

applied
 

with
 

dif-
ferent

 

concentrations
 

of
 

ABA
 

and
 

fluoridone
 

(FL)
 

to
 

explore
 

its
 

impacts
 

on
 

the
 

germination
 

of
 

two-color
 

quinoa
 

seeds,
 

ABA
 

content
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

ABA
 

synthesis
 

gene
 

NCED,
 

lysis
 

gene
 

8'OH
 

and
 

signal
 

transduction
 

gene
 

ABI3.
 

The
 

results
 

showed
 

as
 

follows:
 

(1)
 

the
 

application
 

of
 

different
 

exogenous
 

ABA
 

concentrations
 

had
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

the
 

seed
 

germination
 

of
 

all
 

quinoa
 

materials,
 

and
 

the
 

25
 

μmol·L
-1

 

concentration
 

had
 

the
 

best
 

effect.
 

Low
 

exogenous
 

FL
 

concentration
 

had
 

a
 

promotion
 

effect
 

on
 

the
 

seed
 

ger-
mination

 

of
 

all
 

quinoa
 

materials
 

and
 

the
 

2.5
 

μmol·L
-1

 

concentration
 

was
 

the
 

best.
 

After
 

the
 

ABA
 

and
 

FL
 

were
 

applied,
 

the
 

germination
 

rate
 

of
 

SBQ1
 

and
 

WQ4
 

decreased
 

and
 

increased
 

respectively
 

less
 

than
 

BBQ3
 

and
 

WQ6.
 

(2)
 

The
 

endogenous
 

ABA
 

content
 

of
 

SBQ1
 

and
 

WQ4
 

seeds
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

significant-
ly

 

higher
 

than
 

that
 

of
 

BBQ3
 

and
 

WQ6
 

seeds,
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

PHS
 

resistance
 

and
 

seed
 

germination.
 

The
 

treatment
 

of
 

exogenous
 

ABA
 

could
 

significantly
 

increase
 

the
 

endogenous
 

ABA
 

con-
tent

 

of
 

quinoa
 

seeds,
 

and
 

the
 

ABA
 

content
 

of
 

WQ4
 

seeds
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

WQ6
 

seeds,
 

the
 

endogenous
 

ABA
 

content
 

of
 

SBQ1
 

with
 

slightly
 

thicker
 

pericarp
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

BBQ3.
 

The
 

endogenous
 

ABA
 

content
 

in
 

seeds
 

of
 

the
 

four
 

materials
 

decreased
 

after
 

exogenous
 

FL
 

treat-
ment,

 

only
 

SBQ1
 

reached
 

a
 

significant
 

level,
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

seed
 

germination.
 

(3)
 

In
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NCED,
 

8'OH
 

and
 

ABI3
 

genes
 

of
 

SBQ1
 

and
 

WQ4
 

un-
susceptible

 

to
 

PHS
 

was
 

respectively
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

BBQ3
 

and
 

WQ6
 

susceptible
 

to
 

PHS.
 

After
 

exoge-
nous

 

ABA
 

treatment,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NCED
 

and
 

ABI3
 

genes
 

of
 

SBQ1
 

were
 

significantly
 

up-regu-
lated

 

at
 

12
 

h,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

three
 

genes
 

of
 

BBQ3
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

at
 

6
 

h,
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

three
 

genes
 

of
 

WQ4
 

were
 

also
 

up-regulated
 

later
 

than
 

that
 

of
 

WQ6.
 

Under
 

ex-
ogenous

 

FL
 

treatment,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

three
 

genes
 

of
 

SBQ1
 

were
 

all
 

up-regulated,
 

but
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

NCED
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

8'OH,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NCED
 

and
 

ABI3
 

of
 

BBQ3
 

were
 

down-regulated,
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

8'OH
 

were
 

significantly
 

up-regulated.
 

FL
 

mainly
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

NCED
 

and
 

8'OH
 

of
 

WQ4,
 

but
 

had
 

no
 

significant
 

regulatory
 

effect
 

on
 

ABI3,
 

while
 

the
 

promotion
 

effect
 

of
 

FL
 

on
 

8'OH
 

gene
 

expression
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

on
 

NCED
 

gene
 

in
 

WQ6.
 

(4)
 

The
 

results
 

of
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

seed
 

germination
 

rate
 

and
 

ABA
 

content
 

were
 

significantly
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NCED
 

and
 

ABI3
 

genes
 

in
 

black
 

quinoa
 

and
 

white
 

qui-
noa.

 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

germination
 

rate
 

of
 

quinoa
 

unsusceptible
 

to
 

PHS
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

materials
 

susceptible
 

to
 

PHS,
 

and
 

the
 

ABA
 

content
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

materials
 

susceptible
 

to
 

PHS.
 

Exogenous
 

ABA
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

seed
 

germination,
 

and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

materials
 

susceptible
 

to
 

PHS
 

to
 

ABA
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

materials
 

unsusceptible
 

to
 

PHS,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

genes
 

in
 

materials
 

with
 

high
 

ABA
 

sensitivity
 

showed
 

earlier
 

response
 

to
 

ABA
 

than
 

other
 

materials.
 

FL
 

can
 

pro-
mote

 

seed
 

germination,
 

but
 

it
 

may
 

not
 

directly
 

regulate
 

ABA
 

synthesis
 

by
 

inhibiting
 

NCED,
 

ABI3
 

ex-
pression

 

and
 

promoting
 

8'OH
 

expression,
 

but
 

by
 

affecting
 

other
 

key
 

binding
 

sites.
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words:
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  藜麦(Chenopodium
 

quinoa
 

Willd.)为苋科藜

属一年生双子叶植物,起源于南美洲安第斯山区[1]。
穗发芽(preharvest

 

sprouting,PHS)是指作物生长至

采收期时,在遭逢连续的阴雨天后,种子在田间穗上

萌发的现象。藜麦穗发芽消耗了种子中的营养物质,
使其品质严重下降[2]。种子休眠和穗发芽具有复杂

且密切的关系,由许多基因和环境因素共同控制[3]。
大量研究表明种子萌发和休眠主要受脱落酸

(ABA)控制[4-5]。ABA生物合成、代谢和信号转导

相关基因可能起到重要调控作用。有研究通过不同

浓度外源 ABA处理杂交水稻种子时,发现种子萌

发受到明显抑制[6],用外源ABA处理藜麦种子时,
外源ABA 浓度越高,对种子萌发抑制效果越显

著[7],但是ABA调控藜麦种子萌发和休眠的分子

机制有待进一步研究。氟啶酮(FL)为ABA生物合

成抑制剂,赵程等[8]和王华磊等[9]研究发现,不同浓

度氟啶酮处理肉苁蓉种子可显著提高种子的发芽

率,这表明氟啶酮可干预ABA的积累,从而影响种

子休眠,但其在藜麦中相关研究还鲜见报道。

NCED 基因是 ABA合成的关键基因,主要限

制植物组织中ABA合成的速率,首先在玉米ABA
缺失突变体VP14中克隆出来[10-11]。目前 NCED
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基因已经在拟南芥、鳄梨、葡萄和越橘等多种物种中

克隆出来[12-15]。8'-羟化酶是催化ABA裂解的主要

酶,该酶由
 

CYP707A
 

家族基因编码合成并与ABA
合成相 关 酶 共 同 参 与 植 物 内 源 ABA 水 平 的 调

控[16]。大多数参与ABA代谢的基因主要是通过对

拟南芥 ABA缺失突变体的表征来确定的,有研究

发现CYP707A 基因在种子发育过程中起着重要作

用[17]。在烟草中超表达菜豆CYP707A 基因后,植
株中ABA含量降低[18]。目前,已在番茄[16]等多个

物种 中 克 隆 得 到 该 基 因。ABA 相 关 转 录 因 子

ABI3/VP1在绿色植物中广泛存在,是包含B3结

构域的转录因子[19]。ABI3 具有种子特异性表达,
大多数 ABI3 需要脱落酸才能激活[20-21],这表明

ABI3 在种子萌发中的关键作用,且主要起到负调

控作用。有研究表明,表达AfVP1基因的转基因

小麦胚胎对外源 ABA的反应增强,对穗发芽的敏

感性降低[22]。
据推测,打破种子休眠伴随着 ABA含量或敏

感性的降低。由于藜麦的重要营养价值和巨大经济

价值,研究其种子萌发过程中 ABA的调控机制可

能有助于我们理解穗发芽背后的机制。本研究统计

了4份藜麦材料在ABA和FL处理下的种子发芽

率等指标,对参与藜麦种子萌发过程中 ABA生物

合成、分解代谢和信号转导的相关基因表达量进行

检测,分析了种子 ABA含量、种子发芽率和 ABA
相关基因表达量的相关性,讨论了 ABA 含量和

ABA相关基因表达对藜麦种子萌发的影响,预测了

调控藜麦种子穗发芽的 ABA关键基因,以期为藜

麦穗发芽分子机制的研究提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 材 料

依据前期藜麦穗发芽抗性评价结果[23],本试验

选择黑、白藜麦材料4份,‘小黑藜1’(SBQ1)和‘白
藜4’(WQ4)抗穗发芽强,‘大黑藜3’(BBQ3)和‘白
藜6’(WQ6)抗穗发芽弱。试验种子于2021年10
月30日采集于香格里拉市小中甸镇团结村。将采

集的种子放入尼龙网袋,置于室内通风阴凉处保存。
脱落酸(ABA)(纯度98%)和氟啶酮(FL)(纯度

99%)购自昆明傲雪商贸有限公司。

1.2 方 法

1.2.1 处理设置及脱落酸和氟啶酮处理溶液的配

制 FL为 ABA合成抑制剂,故设计了蒸馏水对

照、外源ABA和外源FL三组处理的实验方案,但

由于实际处理中与ABA相同浓度梯度的FL对藜

麦种子萌发无促进作用,在实验过程中增加了2.5
 

μmol·L
-1FL的处理,而该处理下FL的促进作用

不显著,且随着浓度的增加反而抑制种子萌发,故没

有加入复合处理实验。因此,依据预备试验结果,本
研究共设置对照(蒸馏水)、脱落酸(4个浓度水平)
和氟啶酮(5个浓度水平)等共计10个处理。先分

别配制浓度为100
 

μmol·L
-1 的脱落酸(ABA)和

氟啶酮(FL)母液,再依次稀释为工作液。10种处

理液分别为:(1)蒸馏水;(2)5
 

μmol·L
-1ABA;(3)

10
 

μmol·L
-1ABA;(4)25

 

μmol·L
-1ABA;(5)50

 

μmol·L
-1ABA;(6)2.5

 

μmol·L
-1FL;(7)5

 

μmol
·L-1FL;(8)10

 

μmol·L
-1FL;(9)25

 

μmol·

L-1FL;(10)
 

50
 

μmol·L
-1FL。

1.2.2 种子萌发试验 选取优质、饱满的藜麦种

子,置于50
 

mL离心管中,用3%的次氯酸钠表面消

毒5
 

min后用蒸馏水漂洗5次,然后吸干种子表面

的水分,将种子置于铺有滤纸的培养皿中,每皿50
粒;分别加入5

 

mL外源ABA、FL系列工作液和蒸

馏水(对照),重复3次。培养皿置于温度为25
 

℃恒

温培养箱中培养3
 

d,每天定时给培养皿补充相应浓

度的激素工作溶液。于培养3
 

h、6
 

h、9
 

h、12
 

h、24
 

h、48
 

h和72
 

h共7个时间点统计种子的发芽数,以
胚根突破种皮1

 

mm为发芽标准;3
 

d后统计种子发

芽数并计算发芽率、发芽势和发芽指数等指标。
发芽率=萌发种子数/供试种子数×100% (1)
发芽势=9

 

h时发芽种子数/供试种子数×100%
(2)

发芽指数=(K×n+...2×n(k-1)+1×nk)/(K
×N) (3)

式中:K表示试验总次数,N表示用于萌芽的

籽粒总数,n1~nk 分别表示第1次至第k次每次所

萌芽的籽粒数。以上测定均重复3次[24-26]。

1.2.3 种子ABA含量测定 通过种子萌发实验确

定25
 

μmol·L
-1ABA和2.5

 

μmol·L
-1

 

FL进行

后续实验。在25
 

μmol·L
-1ABA浓度下,6

 

h时

SBQ1基本没有发芽、WQ4发芽率也很低;12
 

h及

以后,穗发芽抗性弱的材料却又基本全部发芽,故选

择能够体现差异的9
 

h来测定ABA含量。将发芽

9
 

h种子分别从ABA、FL工作液和蒸馏水中取出并

清洗,吸干水分,称取0.1
 

g鲜样加入1
 

mL
 

PBS
(pH7.4)充分研磨至匀浆,4

 

℃、1
 

000×g离心20
 

min,运用植物激素脱落酸(ABA)ELISA检测试剂

盒测定发芽种子内的ABA含量。
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表1 目的基因实时定量PCR引物信息

Table
 

1 Information
 

of
 

primers
 

for
 

qRT-PCR
 

of
 

target
 

genes

基因ID
Gene

 

ID
上游引物

Forward
 

primer
 

(5'→3')
下游引物

Reverse
 

primer
 

(5'→3')

XM_021893846.1 GTCCACAGAAAGTGCTTCTAAG AACAACTCCTCACCTTCTCATG

XM_021863178.1 CAACAACAACAACCCAATCACC CTCAACCATATCCAACGCGG

XM_021879907.1 TCAAGCTCGCCATCTAAGGTAT TGCTTGCCACAAACACATGG

XM_021911759.1 TCGTCTTGCCCAAGAAGGAAG AATGTCTTCCATGGCGATAGGG

1.2.4 ABA相关基因表达量检测 分别将发芽6
 

h、9
 

h、12
 

h的种子从ABA、FL工作液和蒸馏水中

取出并清洗,除去水分后立即在液氮中冷冻,并储存

在-80
 

℃供下一步实验。从 NCBI中下载已公布

的高等植物 NCED、8'OH 和ABI3 基因序列和藜

麦全基因组序列,在本地Blast中进行比对得到藜

麦中3个基因的参考序列,并根据参考序列设计引

物,引物序列见表1。以藜麦β-actin-1(ACT-1)基
因为内参基因,使用SYBR

 

Green法在 ABI
 

7500
 

PCR仪上检测NCED、8'OH 和ABI3 基因在施加

外源ABA后6
 

h、9
 

h、12
 

h三个阶段的表达量;具
体操作步骤参照TaKaRa公司荧光定量试剂盒说明

书。采用2-ΔΔCT 法计算基因相对表达量。

1.2.5 数据分析 运用
 

Excel
 

软件记录并计算数

据的平均值及标准偏差;使用Prism
 

8软件作图;采
用

 

SPSS
 

20.0
 

软件对数据进行方差分析和Duncan
多重比较。

2 结果与分析

2.1 外源脱落酸和氟啶酮对藜麦种子萌发的影响

2.1.1 发芽率 图1显示,在黑藜中,‘大黑藜3’
(BBQ3)对照在6

 

h开始发芽,在12
 

h内发芽率便

达到100%;而‘小黑藜1’(SBQ1)对照在9
 

h开始

发芽,接近24
 

h发芽率才达到100%,BBQ3发芽时

间显著早于SBQ1,与前期穗发芽抗性评价结果一

致。在白藜中,两份白藜对照均在6
 

h开始发芽,但
‘白藜 6’(WQ6)的 发 芽 率 显 著 高 于 ‘白 藜 4’
(WQ4),且 WQ6在9

 

h内发芽率便达到100%,而

WQ4在接近12
 

h发芽率才达到100%,WQ6发芽

时间显著早于 WQ4,符合前期穗发芽抗性评价结

果。同时,不同浓度的 ABA对4份藜麦种子萌发

均起到抑制作用,且 ABA浓度越高抑制效果越明

显,当ABA浓度大于25
 

μmol·L
-1 时极显著抑制

藜麦的萌发,故选取25
 

μmol·L
-1ABA进行后续

实验。与对照相比,25
 

μmol·L
-1ABA浓度处理6

~12
 

h内 WQ4、WQ6
 

、BBQ3种子萌发率分别下降

5%~94%、33%~97%、22%~88%,在9~24
 

h内

SBQ1种子萌发率下降6%~85%。另外,FL为

ABA抑制剂,低浓度的FL对藜麦种子发芽起到促

进作用,当其浓度大于5
 

μmol·L
-1 时反而抑制种

子发芽,故选取具有促进效果的2.5
 

μmol·L
-1

 

FL
进行后续实验。与对照相比,

 

2.5
 

μmol·L
-1FL浓

度处理6~12
 

h内WQ4
 

、WQ6
 

、BBQ3
 

、SBQ1种子

萌发率分别上升8.7%~0.7%、22.7%~0.7%、

13%~6.7%、2%~9%,且只有SBQ1随着时间推

移种子萌发率先升高后降低,其他藜麦材料的发芽

率均逐渐降低。

2.1.2 发芽势 图2显示,BBQ3、WQ4、WQ6的

发芽势在施加不同浓度 ABA时均受到明显抑制,
并随着ABA浓度的增加逐渐降低,施加50

 

μmol·

L-1 的ABA后,WQ4的发芽势由对照的88.67%
降至0;抗穗发芽的SBQ1发芽势在不同ABA浓度

下均最低,在蒸馏水处理时便只有6%,
 

施加ABA
后发芽势均为0。同时,在FL浓度为2.5

 

μmol·

L-1 时,
 

BBQ3、WQ4、WQ6的发芽势降低,随着FL
浓度的增加,这3份藜麦材料的发芽势均有所升高,

BBQ3在25
 

μmol·L
-1FL时的发芽势比对照升高

了30.7%;SBQ1发芽势在FL浓度为2.5
 

μmol·

L-1 时升高,后随着FL浓度的增加逐渐降低。以

上结果表明 ABA抑制各藜麦种子萌发,且浓度越

高抑制程度越严重,而FL对种子萌发有一定的促

进作用,能缓解ABA的抑制作用。

2.1.3 发芽指数 在0~50
 

μmol·L
-1ABA处理

下,4份藜麦材料的发芽指数均表现出持续快速下

降趋势,并以SBQ1最低,BBQ3最高,在50
 

μmol·

L-1ABA时分别为1.8和25.5,两份黑藜材料间发

芽指数差异明显(图3);但发芽指数在两份抗性不

同的白藜材料间差异不明显。同时,4份藜麦的发

芽指数在低浓度FL(2.5
 

μmol·L
-1)处理下有上

升趋势,但当FL浓度继续升高时反而均呈现缓慢
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图1 3
 

d内不同浓度激素处理后4份藜麦种子的发芽率

Fig.1 Seed
 

germination
 

rate
 

of
 

four
 

quinoa
 

materials
 

after
 

treated
 

by
 

different
 

concentration
 

hormones
 

in
 

3
 

days

图2 不同浓度激素处理9
 

h时4份藜麦种子的发芽势

Fig.2 Seed
 

germination
 

energy
 

of
 

four
 

quinoa
 

materials
 

after
 

treated
 

with
 

different
 

concentration
 

hormones
 

at
 

9
 

hours

图3 3
 

d内不同浓度激素处理后4份藜麦种子的发芽指数

Fig.3 Germination
 

index
 

of
 

four
 

quinoa
 

materials
 

after
 

treated
 

by
 

different
 

concentration
 

hormones
 

in
 

3
 

days

下降趋势;材料间相比较,发芽指数以SBQ1最低,

BBQ3最高,但在两份白藜材料间始终差异不明显。
在本研究观测的3

 

d内,4份藜麦材料于对照条

件下种子发芽率均可达到100%,说明所取藜麦材

料的种子活力高,实验具有可靠性。在施加外源

ABA后,黑藜在6
 

h便对 ABA做出响应,而白藜
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WQ6和WQ4分别在9
 

h和12
 

h时才做出响应,说明

不同穗发芽抗性的藜麦材料对外源ABA敏感性存在

着一定的差异,推测穗发芽抗性弱的BBQ3和 WQ6
对ABA敏感性分别低于抗性强的SBQ1和 WQ4。

2.2 外源脱落酸和氟啶酮对藜麦种子ABA含量的

影响

  经外源 ABA 处理后,4份藜麦材料种子的

ABA含量均比对照显著上升,但不同穗发芽抗性的

藜麦材料内源 ABA含量有所差异,穗发芽抗性强

的材料(SBQ1、WQ4)明显高于相应的抗性弱材料

(BBQ3、WQ6);在 FL 处理后,各藜 麦 材 料 种 子

ABA含量均比对照不同程度下降,但仅SBQ1降幅

达到显著水平(图4),与种子萌发的变化趋势达到

一致。说明施加外源 ABA会使种子内源 ABA含

量显著上升,从而抑制种子萌发,FL可能在一定程

度上通过降低种子ABA含量来促进萌发。

2.3 脱落酸和氟啶酮处理对藜麦ABA相关基因转

录表达水平的影响

2.3.1 脱落酸合成基因NCED 两份黑藜材料中

脱落酸合成基因NCED 的表达量在各个处理下均

随着种子萌发时间的延长而逐渐降低(图5)。与对

照相比,外源ABA处理的两份黑藜材料 NCED 的

表达量在6
 

h、12
 

h时均上调,在9
 

h时均下调,且

BBQ3在6和9
 

h上下调幅度显著,而SBQ1在12
 

h
上调幅度显著。施加外源FL后6~12

 

h内,SBQ1

不同小写字母表示不同处理间差异显著(P<
 

0.05)

图4 激素处理9
 

h时藜麦种子中ABA含量

Different
 

lowercase
 

letters
 

show
 

significant
 

differences
 

among
 

different
 

treatments
 

(P
 

<
 

0.05)

Fig.4 The
 

content
 

of
 

ABA
 

in
 

the
 

seeds
 

of
 

quinoa
 

materials
 

after
 

hormone
 

treatment
 

for
 

9
 

h

不同小写字母表示同期不同处理间差异显著(P<0.05)

图5 不同处理下藜麦ABA相关基因表达量分析

Different
 

lowercase
 

letters
 

within
 

same
 

stage
 

show
 

significant
 

differences
 

among
 

different
 

treatments
 

(P
 

<
 

0.05)

Fig.5 Analysis
 

of
 

different
 

treatments
 

on
 

expression
 

levels
 

of
 

ABA
 

related
 

genes
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的NCED 表达量均上调,且在6
 

h时显著上调;而

BBQ3的NCED 的表达量均下调,且在6~9
 

h内

显著下调。同时,两份白藜材料中NCED 基因的表

达量均随着萌发时间先降低后又升高。施加外源

ABA后,与对照相比,WQ4中 NCED 的表达量在

6
 

h时显著下调,在9~12
 

h内显著上调;WQ6中

NCED 的表达量在6
 

h时没有变化,在9
 

h时显著

下调,在12
 

h时微量上调。施加外源FL后,WQ4
的NCED 的表达量在6~9

 

h内显著下调,在12
 

h
时微量上调;WQ6的 NCED 的表达量在6~12

 

h
内均上调,且在12

 

h时显著上调。

2.3.2 脱落酸裂解基因8'OH 随着种子萌发时

间的推移,两份黑藜材料中脱落酸裂解基因8'OH
的表达量逐渐降低(图5)。施加外源ABA后,与对

照相比,两份黑藜材料中8'OH 的表达量在6
 

h时

均上调,且BBQ3显著上调;SBQ1中8'OH 的表达

量在9~12
 

h时均显著上调,而BBQ3在此期间均

下调。施加外源FL后,黑藜麦SBQ1的8'OH 的

表达量在6~12
 

h内均显著上调,而BBQ3的8'
OH 表达量在6

 

h显著上调,在9~12
 

h内先下调后

上调,但变化都不显著。白藜在施加外源ABA后,

WQ4的8'OH 表达量在6~12
 

h内逐渐升高,并在

12
 

h时比对照显著上调,而 WQ6的8'OH 表达量

在9
 

h时显著上调;白藜在施加外源FL后,WQ4的

8'OH 表达量在6
 

h时显著下调,后逐渐上升,在12
 

h时显著上调,而 WQ6的8'OH 表达量在6
 

h时显

著下调,在9~12
 

h均显著上调。

2.3.3 脱落酸信号转导基因ABI3 黑藜在施加

外源ABA后,与对照相比,SBQ1中脱落酸信号转

导基因ABI3 的表达量在6
 

h时上调,在9
 

h时显著

下调,而在12
 

h显著上调;BBQ3中ABI3 表达量在

6~12
 

h均显著上调,但呈现逐渐降低趋势(图5)。
黑藜在施加外源FL后,SBQ1的ABI3 表达量在6

 

h时显著上调,在9~12
 

h时微量上调;BBQ3的

ABI3 表达量在6~12
 

h内均下调且逐渐降低。白

藜在施加外源 ABA后,WQ4的ABI3 表达量在6
~12

 

h均上调,且在9~12
 

h均显著上调;WQ6的

ABI3 表达量在6~12
 

h均显著上调,并呈先增加后

降低的趋势。白藜在施加外源FL后,WQ4的ABI3
的表达量在6~9

 

h内微量下调,在12
 

h时微量上调;

WQ6的ABI3表达量在6~12
 

h内均微量上调。
综合以上分析可知,对 照 组 中,抗 穗 发 芽 的

SBQ1和 WQ4中NCED、8'OH 和ABI3基因表达

量在种子萌发6
 

h时分别高于相应的穗发芽敏感的

BBQ3和 WQ6;后随着种子萌发时间的推移,内源

ABA含量降低,基因表达量整体呈降低趋势。同

时,就ABI3 基因的表达而言,对照组穗发芽抗性强

材料SBQ1和 WQ4的表达量在6~12
 

h内均显著

高于抗性弱的BBQ3和 WQ6,说明ABI3 基因显著

表达材料种子休眠性更强;与对照相比,藜麦种子经

外源ABA、FL处理后显著促进或者抑制 ABA合

成、代谢和信号转导相关基因的表达,只是在不同藜

麦材料中出现时间有差异,说明 ABA相关基因对

外源ABA和FL产生了响应,种子萌发与休眠可能

与基因之间复杂的调控有关。另外,在4份藜麦材

料的对照中,ABA合成基因 NCED 和裂解基因8'
OH 的表达量均显著低于转录因子 ABI3,推测

ABI3 基因在种子萌发过程中起到关键作用。

2.4 藜麦种子ABA含量和发芽率与ABA相关基

因转录表达水平关系

  对4份藜麦材料种子的 ABA含量、发芽率和

ABA相关基因的转录水平进行相关性分析,结果

(表2)表明,4份藜麦材料的内源ABA含量与种子

发芽率极显著负相关;种子NCED 基因的表达水平

在黑藜中与其 ABA含量极显著负相关,与其发芽

率极显著正相关,而在白藜中则与其 ABA含量极

显著正相关,与发芽率显著负相关;4份藜麦材料

中,种子ABI3 基因的表达水平均与ABA含量显著

表2 ABA含量、发芽率和基因转录表达水平间的相关系数

Table
 

2 Correlation
 

coefficients
 

among
 

ABA
 

content,
 

germination
 

and
 

relative
 

gene
 

transcription
 

level

测定指标
Measurement

 

index

黑藜材料
 

Black
 

quinoa
 

material 白藜材料 White
 

quinoa
 

material

发芽率
Germination

 

rate
NCED 8'OH ABI3

发芽率
Germination

 

rate
NCED 8'OH ABI3

ABA含量
 

ABA
 

content -1.000** -0.974** -0.716 0.994* -0.995* 0.999** 0.038 0.892*

发芽率
 

Germination
 

rate 0.989** -0.027 -0.996** -0.839* -0.057 -0.866*

注:**表示在
 

0.01
 

水平(双侧)上显著相关,而*表示在
 

0.05
 

水平(双侧)上显著相关

Note:
 

**
 

indicate
 

correlation
 

is
 

significant
 

at
 

the
 

0.
 

01
 

level,
 

while
 

*
 

indicates
 

correlation
 

is
 

significant
 

at
 

the
 

0.05
 

level
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正相关,与发芽率显著负相关。该结果进一步说明

ABI3 基因 在 藜 麦 种 子 萌 发 与 休 眠 中 起 负 调 控

作用。

3 讨 论

藜麦因其营养价值高而被认为是一种重要的作

物[27]。藜麦产量损失的一个主要原因是穗发芽。

Nonogaki等[28]的研究说明通过植物激素预防穗发

芽的可能性。有研究表明,穗发芽的主要影响因素

是ABA和ABI介导的信号转导[29],且穗发芽与种

子萌发和休眠密切相关。许多植物激素,如 ABA、

GA和IAA等都与种子萌发和休眠调控有关[30],而

ABA起到重要作用[31]。抑制萌发的 ABA和促进

萌发的赤霉素之间的相互拮抗调节是决定萌发的基

础[4]。因此,种子萌发是多激素调控的结果,了解植

物激素介导的种子休眠机理和探索藜麦中穗发芽的

关键调节基因非常必要。在本研究中,外源 ABA
处理的藜麦种子发芽明显延缓,表明 ABA对藜麦

种子休眠释放具有抑制作用,与王德领等[7]、张诗悦

等[32]的研究结果一致。但是,本研究中FL不能显

著加速藜麦种子的发芽,推测FL对种子萌发的作

用受到其他因素的影响。在对照组中,穗发芽抗性

强材 料 SBQ1种 子 的 ABA 含 量 高 于 抗 性 弱 的

BBQ3,且SBQ1的发芽率也显著低于BBQ3;白藜

材料中也表现出类似规律。在藜麦种子萌发过程

中,种子内源 ABA含量与它们的发芽率极显著负

相关,推测种子萌发与休眠受到ABA的调控,但也

与激素之间的相对含量有关。
迄今,藜麦中与穗发芽关联的 ABA相关基因

的研究较少,ABA合成、代谢和信号转导途径相关

基因在种子萌发过程中的调控机制仍需探索。Wu
等证明了 ABA对藜麦种子萌发的抑制作用,并确

定了与ABA相关的调控种子萌发的一些差异表达

基因[2]。在小黑麦中,穗发芽敏感性不同品种测得

的ABA含量差异可能是由TsNCED1的差异表达

造成的[33]。在拟南芥中,NCED9被证明参与了种

子发育过程中 ABA含量的调节[4]。在本研究中,
外源ABA处理藜麦种子后,NCED 基因表达量均

表现出显著上调,只是在品种间表现出上调时间的

差异,且 NCED 基因的表达量与ABA含量和发芽

率均显著相关,说明了NCED 基因在种子萌发中的

关键作用。因此,NCED 基因在种子中的表达水平

可以作为评价藜麦不同材料对穗发芽敏感性的一个

标准。同时,内源 ABA水平受激素的生物合成和

分解代谢的调节,8'-羟化酶是该过程的关键分解代

谢酶[15]。本研究中,外源 ABA处理后4份藜麦种

子中8'OH 基因表达量出现差异表达趋势;虽然该

基因的表达量与ABA含量和发芽率没有呈现显著

相关性,推测它可能在 ABA分解代谢途径中有更

关键的作用,具体机理有待进一步探索。另外,有研

究表明,生长素激活表达 ABI3,从而影响种子发

育[34],生长素信号抑制因子IAA8通过下调拟南芥

中的ABI3 表达从而促进种子萌发[35]。在本研究

中,对照组SBQ1种子的ABI3 基因表达量在6~
12

 

h内均显著高于BBQ3,WQ4均显著高于 WQ6;
外源ABA处理后,SBQ1种子中ABI3 基因表达量

呈先降低后升高趋势,BBQ3中与对照相比均显著

上调,WQ4和 WQ6中ABI3 基因表达量与对照相

比也均显著上调,且 WQ6中上调幅度更大。除此

之外,ABI3 基因的表达量与 ABA含量显著正相

关,与发芽率均显著负相关。这些结果表明,ABA
对ABI3 有正调控作用,随着种子萌发进程的加深,

ABA敏感性降低[36]。在不同藜麦材料之间观察到

的ABA水平的差异以及种子对 ABA的敏感性可

能对藜麦种子的休眠和对穗发芽的敏感性有显著影

响。氟啶酮为 ABA生物合成抑制剂,但氟啶酮处

理组SBQ1中ABA相关基因的表达水平高于ABA
处理组,这与龚安慧等[37]的研究结果相似,推测藜

麦种皮可能对种子萌发有一定阻碍作用,或许FL
已经进入种子并产生作用,但由于种皮阻碍,胚根无

法立即突破种皮,从而产生FL促进种子萌发作用

不显著但藜麦种子ABA含量降低且基因表达量显

著变化的现象。另外,氟啶酮可能不是直接通过抑

制NCED、ABI3 的表达和促进8'OH 的表达来调

控ABA合成,而是通过影响其他关键结合位点进

行调控,其中关键机理还有待研究。
因此,在藜麦种子萌发过程中,4份藜麦材料种

子中ABA含量的差异可能主要由NCED 和ABI3
基因的差异表达造成。推测 ABA 生物合成途径

(NCED)、ABA分解代谢途径(8'OH)和 ABA信

号转导途径(ABI3)的每个基因都参与了藜麦种子

萌发各个阶段 ABA含量的调节,但由于基因之间

复杂的调控网络与信号转导,造成4份藜麦穗发芽

抗性不同,从而影响种子萌发进程。本研究的结果

将为培育耐穗发芽的藜麦品种提供宝贵的资源,并
为穗发芽相关基因的功能验证奠定基础。
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