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大刍草苗期转录组 RNA-Seq 数据的 de novo 拼接

肖之夏 郑用琏

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 采用solexa测序技术,对大刍草苗期全株各组织转录组进行了RNA-Seq测序、denovo拼接和信息

比对研究。结 果 表 明:转 录 组 测 序 共 得 到 了46.4GB的 原 始 数 据,归 并 整 理 后 获 得 长76bp的 序 列 有

175101250条,经质量控制和denovo拼接后,共获得了58147条大刍草转录本,其平均长度为1335bp。比对

分析发现其中94.3%的转录本和玉米B73自交系的cDNA序列有较好的匹配,与水稻匹配的有84.1%,高粱

84.6%,短柄草83.9%,共56036条转录本。
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  玉米属于禾本科(Poaceae)玉蜀黍属(Zea),玉
蜀黍属又被划分成5个种,分别是Z.diploperen-
nis、Z.perennis、Z.luxurians、Z.nicaraguensis和

Z.mays,其中 Z.mays 有4个 亚 种,分 别 是 Z.
maysssp.mexicana、Z.maysssp.parviglumis、

Z.maysssp.huehuetenangensis和 Z.maysssp.
mays,前3个亚种被统称为大刍草,第4个是经人

类长期栽培驯化的玉米。果穗化石证据的缺失以及

玉米和大刍草果穗上的巨大差异,一度让科学家无

法确 定 玉 米 的 直 系 祖 先。Longley[1]通 过 对 Z.
maysssp.mexicana 染色体臂的长度、中心粒的位

置、结 节 大 小 和 位 置 的 研 究 指 出,Z.maysssp.
mexicana可能就是玉米的祖先,Kato等[2-3]通过对

染色体形态的研究则将Z.maysssp.parviglumis、

Z.maysssp.mexicana和Z.maysssp.mays聚在

一类,后续对叶绿体、核糖体的研究也得到了相似结

果[4-5],而Doebley等[6]基于同工酶以及 Matsuoka
等7]基于SSR标记的遗传多态性研究,则认为Zea
maysssp.parviglumis是玉米的祖先。

转录组是一个细胞中的所有转录本信息,包括

转录本的数量、特定发育阶段的表达动态、转录后的

修饰以及non-codingRNA的调控表达情况等。转

录组研究的目的是通过收集所有RNA的信息(广

义上包括了 mRNA、non-codingRNA等),进而推

断完整的基因结构,确定选择性剪切事件,研究在不

同组织、不同发育阶段、不同实验处理中的相关基因

在转录水平上的表达水平。近年来,随着转录组学

研究的迅速展开,在研究方法上也有较多的发展与

创新,主要包括基于杂交和基于测序的方法。“杂交

法”主要是利用高密度的商业化芯片进行研究,但限

制这一方法广泛应用的瓶颈是必须预先得到试材对

象的全基因组序列信息,检测杂交信号误差也较

大[8];“测 序 法”包 括 基 于 标 签 序 列 代 表 基 因 的

SAGE、CAGE、MPSS 以 及 基 于 高 通 量 测 序 的

RNA-Seq技术[9]。杂交法和标签序列法都只对转

录组的部分序列进行分析,无法得出完整的基因结

构信息,也无法分辨出选择性剪切产生的不同转录

本;而基于高通量测序的RNA-Seq技术则可以较

为全面地、对几乎全部的RNA转录本进行分析。
根据所研究的物种是否有参考基因组信息,

RNA-Seq序列拼接的策略也分为基于参考基因组

的序列拼接和denovo 序列拼接,或当基因组信息

不完整时,将二者结合起来进行序列拼接。基于参

考基因组的拼接方法是将测序得到的序列匹配到基

因组上去,根据reads的重叠情况和是否跨越剪切

位点等信息推断出每个可能的剪切本,该方法使用
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的软件包括了Cufflinks、Scripture等。denovo 方

法则不依赖于参考基因组信息,仅使用测序的reads
单独进行拼接,需要消耗的计算资源更大,该技术的

局限在于:对不同品系之间SNP的检测、对 mRNA
选择性剪切的检测以及对基因结构变异的检测都很

难达到理想的效果。denovo 策略使用的软件有

Trinity、Oases等,其中Trinity可以发现更多的全

长转录本,其灵敏度甚至能够近乎于基于基因组信

息的拼接。目前已经发表的利用denovo 拼接方法

进行的非模式生物转录组研究涵盖了昆虫、植物等

许多物种[10-12]。

Emrich等[13]最早开展了高通量测序技术在玉

米转录组研究中的应用。Thomas实验室开发了Il-
lumina平台进行玉米叶片转录组研究,推断与叶夹

角和光合合成相关的基因[14]。目前已经有4个独

立的玉米自交系和1个地方品种的 RNA-Seq数

据[15-16]公布,对于大刍草功能基因组的研究却很少。
相较于玉米地方品种和自交系,野生近缘种大刍草

具有更为复杂的遗传多样性。本研究利用Illumina
平台对大刍草的转录组进行序列分析,并对RNA-
Seq数据进行拼接和注释,旨在为后续开展玉米进

化研究提供参考,为发掘玉米重要驯化基因提供新

的序列资源。

1 材料与方法

1.1 大刍草材料

选取6个大刍草品系为试材,在温室采用沙土

作为基质育苗,待其长至3叶期时全株取样,每个品

系取1株提取RNA用于cDNA文库构建。
1.2 DNA/RNA 提取

DNA抽提采用传统的CTAB法[17]。总RNA
的抽提是采用Invitrogen公司的Trizol试剂提取,
经过分光光度计检测纯度后,取 D260/D280=1.9~
2.1、D260/D230=2.0~2.5、RIN(RNAintegrity
number)大于8的样本用于建立文库。
1.3 cDNA 文库的构建和 Illumina 测序

样品总RNA经过纯化后,利用连接了poly-T
的磁珠富集RNA样本中的mRNA。将富集得到的

mRNA利用超声波打成小段,电泳后选择200~
500bp的片段回收,用随机引物和反转录酶进行

cDNA第1链的合成,然后补齐成双链,加上接头后

再进行 PCR 扩增,以确保低丰度转录本模板的

含量。

Illumina测序交由LCScience公司(LLC,Tex-
as,USA)完成。采用GenomeAnalyzerII测序仪,
两端76bp测序,每个样品单独使用1个lane。
1.4 质量控制和序列的拼接

使用fastx-toolkit软 件 对 原 始 数 据 的 质 量

(Qphred=-10log10e,其中e为测序错误率)进行控

制。从reads的3′端开始,对低质量的碱基进行剪

切,切到第1个质量大于15的碱基为止;然后将切

除后reads长度小于35bp以及质量大于15的碱基

比例小于95%的reads剔除;最后将剩余reads中

质量小于15的碱基用 N替代,以减少其对拼接过

程的影响。同时,对质量控制前后整体序列的质量

进行统计,质量控制前后reads的数量和长度通过

perl脚本进行统计。
序列的denovo 拼接采用基于构建DeBruijn

图方法的Trintiy[18]和基于重叠拼接的TGICL。首

先将6个样本库的序列单独进行Trinity拼接,然后

使用TGICL将得到的contigs进行聚类整合和延

长。根据大刍草转录组的情况对Trinity法进行优

化;TGICL的聚类过程使用B73的cDNA作为种

子序列,然后根据序列的同源性进行聚类。拼接完

毕后,对所有拼接使用的reads针对拼接结果进行

mapping,并将没有reads匹配上的转录本剔除。
1.5 大刍草转录本的比对

首先使用Blast将拼接得到的转录本和B73的

cDNA以及高粱、短柄草、水稻的蛋白序列进行比

对,BlastN 的cut-off值取e-value<10-10,BlastX
的cut-off值取e-value<10-5。同时,对匹配片段

(HSP)的长度进行限定,BlastN 中必须大于200
bp,BlastX中必须大于60个氨基酸。
1.6 拼接结果的验证

本研究共选取了37条大刍草转录本进行验证,
其中15条的序列与B73cDNA完全匹配,12条是

完全没有匹配的序列中表达量最高的转录本,另10
条则是已经被剔除掉的转录本(最后没有reads匹

配的序列)。利用反转录PCR的方法扩增转录本片

段,回收后进行 TA 克隆,再用Sanger测序验证。
引物序列是用primer3设计的,见表1。

2 结果与分析

2.1 测序及质量控制

Solexa测 序 共 得 到 46.4 GB 的 数 据,共

175101250条76bp的双端reads。由于需用于de
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novo拼接,故原始的数据量应该保证至少覆盖转录

组10倍,同时因没有大刍草的基因组和转录组的参

考序列,故只能使用玉米的转录组大小作出估计。
为了确保能得到完整的转录组,我们在用 Trinity
拼接后将所有样本得到的contigs进行了整合和延

长拼接。
保证输入序列的质量对于拼接来说是至关重要

的。本研究中采用的质量控制方法,对序列的长度

和质量都进行了限定,在经过质量控制后仍保留了

原始数据量的77%,约35.7GB的数据。虽然设定

表1 反转录PCR验证所用的引物序列和扩增的长度

Table1 PrimerinformationofRT-PCRvalidation

ID号

No.ID
转录本名称

Transcriptname
左引物

Primer-F
右引物

Primer-R
扩增的位置

Position
扩增长度/bp
Lengthexpected

A1 MblContig1214 CTTGCGTTACTACCACAGAG AACTTATCTCCTTCACTTTCCC 1143~1901 758

A2 AorContig21228 CACACTTCCTCATGCTATTCTC ACTTCATGTGGACAATGCCC 780~1393 613

A3 MblContig1959 CCACCTTCAGCGAGTACAC AAATCTAGTTCTCCATGCGG 549~1253 704

A4 AorContig2265 AGCCCATCTTCCACTTCGTC ATGAACTTCTCCAGCTCCAG 619~1252 633

A5 MblContig12215 GTGCCCTCCAGTACATCAG CCTTCTCCAAGTTCTCCAC 670~1431 761

A6 MblContig7972 GATGATGTAGTCCAGCGAG CCTACACCTACACCCTCAG 269~945 676

A7 AorContig10402 TGAGTTTGCTGAGAAACCGA GTGTGAATTCTTCCCAATACC 698~1307 609

A8 AorContig11509 CCTCATCTCCAAGAACATCGG TATACCCAATACCTCACCACC 1415~2086 671

A9 MblContig915 TGACCATGAGGATAAGTTTGAC CCCAGAAGAGAAGAGCATACAC 1047~1882 835

A10 MblContig1067 GTGGACAACTTCTTCAACGA TTATTTCTCTTGTTCCTGGCGA 1036~1651 615

A11 MblContig15160 GAAAGTGCAGATCCCTCGGT CCACCCAACATCCCTTTCCT 188~599 411

A12 MblContig21994 GAACGACAGGCTACCTAACCT TATCATGCGAACTGGTCTTGG 186~714 528

A13 MblContig11219 ATCCATCATCACAGAACCCA GAGTTATCAGCAAACAAGCAG 165~689 524

A14 AorContig18961 AGGATGCGACAAATGTTGG GTGCCCTGAACTTTGCTCC 892~1593 701

A15 AorContig12474 TTAACCCTCGCTCTTCCTTTCC CATACCAACATCGCTTCTCAC 118~701 583

B1 MblContig2 ATCGAAAGTTGATAGGGCAG GGAGGGATGCTTTGGATGG 5617~6415 798

B2 MblContig1352 CGGAGGAAGGAGAGGATGAG ACAACGACGCAATTATCAGG 1234~1957 723

B3 MblContig4719 GATTCTAACCTTGTGTCAGACCC CCGCTACCTTATCCTATTTCCA 410~1117 707

B4 MblContig10530 GGCTGATCGAGGTGAAGGT GCTAGGCAAGCAGCATACTG 164~605 441

B5 MblContig13317 ATGGGAACGAATGAACAGG GGCATTGAGAAGGAAGGAC 135~596 461

B6 MblContig10605 GGCTGATCGAGGTGAAGGT GCATTCATATTCGTTACAGGCAGG 176~639 463

B7 MblContig10529 GGCTGATCGAGGTGAAGGT CACTGCTGATGCATGGGAG 161~663 502

B8 MblContig9636 GGCTGATCGAGGTGAAGGT CACTGCTGATGCATGGGAG 153~772 569

B9 MblContig11216 TCTACTACACGACGACAAACATGG AAGGTGCAGACGACACTGG 51~720 669

B10 MblContig26252 CATGAGGAAGCAATACTCCC AAGTCGGTTCGATCTTTCGT 53~514 461

B11 MblContig34542 AGTTTGTTGAGAAGGAAGAGGT CCAGCCAAGTATTACAGTATCAC 117~888 771

B12 MblContig14311 CACACTGGGACTGAGACAC ACAGACCAAGGGCGAACAC 0~506 506

D1 AorContig11381 GGTTCATTCCCGACCACGA GAGTACTGCCATGATTGTCTCC 2~307 305

D2 AorContig12070 TTTAGCCTCCTTACATCCGA TAGGCCAATCTCCAGATCC 11~316 305

D3 AorContig12523 TGAGTTTGCCATCACCTCC GGCATAGAGAATTTCACAAGG 5~541 536

D4 AorContig13663 AAAGTATTAGCACTGGTAGACTGG GAGATCGCAATGCGTTACC 10~335 325

D5 AorContig14479 AGTTGAGACCAGGATTGTTCCA TTTACCCAACGACGAACGA 0~574 574

D6 AorContig14670 CTGTCTCAAATCCCAGCAC GAGTCTTGAGAGTAGAAAGCAG 12~515 503

D7 AorContig14761 TTTCTCGGTGTCAAACGAC TCGGTTTAGGGTTTAGCTATCAG 90~558 468

D8 AorContig14808 CAGATCAGCATCCAACAAATCC GACTCTACATGAGCCCTACAG 14~355 341

D9 AorContig14853 AGCGTAAACCTAGTGGAATGAG CAGACGATGCACGGATTGG 0~548 548

D10 AorContig15035 TGAAATTGAACAGGCAGTTGAC CGACGACGTAGGTGATATAAACAG 44~207 163
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最小长度的过滤条件为35bp,但经过质量控制后,
仍有60.4%的reads长度为75bp。利用fastx-
toolkit工具对质量控制前后序列的质量进行统计

后,发现质量控制前,许多在50bp后的reads其碱

基的质量就不能满足拼接的需要了,而质量控制后,
即使是在75bp,也能保证75%的reads在其位置的

质量高于20,这表明质量控制是非常有效的。
经过Trinity拼接后,共得到了505092条con-

tig,平均长度为734bp,N50值为560,最长的con-
tig为8151bp,最短的也有305bp。考虑到单个样

本的数据量可能不足以覆盖整个转录组,又利用

TGICL将这些contigs进行了聚类和延长,共得到

58147条大刍草转录本。聚类时采用了B73cDNA
作为种子序列,其中21466条转录本是能与B73转

录本聚在一起的contigs整合的结果,而另36681
条转录本则是剩下的contigs相互比较后聚类拼接

的结果(表2)。TGICL得到的序列平均长度为

1335bp,N50为1122bp。B73cDNA共有63540
条(v5b.60),其N50值为1419,在数量和长度上与

本研究得到的大刍草转录本没有很大差别,其整体

的长度比大刍草的更长,二者转录本长度的比较见

表3。

表2 拼接结果的整体数据统计

Table2 Statisticofassemblyresult

项目Items 统计Statistic

原始reads总数量

Totalnumberofrawreads
175101250

原始reads总长度/bp
Totalbase-pairs

13307695000

质量控制后reads的数量

TotalnumberofreadsafterQC
134827962

质量控制后reads的总长度/bp
Totalbase-pairsafterQC

10246925150

reads的平均长度/bpAveragereadlength 76

contig的数量 Totalnumberofcontigs 505092

contig的平均长度/bp
Averagelengthofcontigs

734

单个contig的最大长度/bp
Largestlengthofcontigs

8151

contig的N50值 N50valueofcontigs 560

转录本的总数量

Totalnumberofassembledtranscripts
58147

转录本的平均长度/bp
Averagelengthoftranscripts

1335

单个转录本的最大长度/bp
Largestlengthoftranscript

14668

转录本的N50值 N50valueoftranscripts 1122

转录组总体大小/bp
Totalsizeoftranscriptome

77621529

表3 大刍草和玉米B73转录本长度分布比较

Table3 ComparisonofthetranscriptslengthoftesotinteandB73 bp

转录本长度 Transcriptslength <500 500~999 1000~1499 1500~1999 2000~2999 ≥3000

大刍草 Teosinte 7616 18212 12562 9172 8006 2785

玉米B73MaizeB73 4020 14789 15651 14113 11389 3578

2.2 转录本注释

通过与玉米、高粱、水稻、短柄草进行序列比对

完成了对转录本的功能注释。利用Blast将大刍草

转录本和B73cDNA序列比对后,发现有54878条

都有很好的匹配结果,占所有序列的94.3%。这些

序列共匹配上26377条B73cDNA,约涵盖40%的

B73转录组。而与高粱、水稻、短柄草等3种单子叶

植物的蛋白质序列的比对结果分别为:与水稻匹配

的有84.1%,高粱84.6%,短柄草83.9%,共56036
条转录本,说明在进化过程中,大刍草中也保留了许

多的保守序列。
2.3 拼接结果的验证

利用反转录PCR对27个转录本的片段扩增并

纯化后,重新测序。结果有4条转录本扩增片段的

测序 结 果 与 拼 接 结 果 在 长 度 上 有 较 大 差 别,占

14.8%;有4条没有扩增成功,占14.8%;其余的都

有十分完好的匹配,占70.4%。4条长度不一致的

片段与原序列的相似度接近0.99,其长度上的差异

可能是由于插入或缺失等遗传事件造成的;另外,由
于拼接过程将所有样本序列进行了整合,所以某些

转录本在不同样本之间的差异可能会对拼接的结果

有所影响,导致转录本长度的差异。而4条扩增失

败的片段都是没有reads匹配上的序列,这些序列

可能是拼接的错误,也可能是因为原转录本表达量

过低造成的。从扩增验证的结果(表4)看,本研究

的拼接结果的准确性高于85%。
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表4 RT-PCR验证的结果

Table4 ResultofRT-PCRvalidation

ID号

No.ID
转录本名称

Transcriptname
预计扩增长度/bp
Lengthexpected

实际扩增长/bp
Lengthobtained

Blast相似度

Blastidentity

A1 MblContig1214 758 759 0.99

A2 AorContig21228 613 618 0.99

A3 MblContig1959 704 707 0.99

A4 AorContig2265 633 633 0.99

A5 MblContig12215 761 762 0.98

A6 MblContig7972 676 677 1.00

A7 AorContig10402 609 616 0.99

A8 AorContig11509 671 675 0.95

A9 MblContig915 835 847 0.99

A10 MblContig1067 615 616 0.94

A11 MblContig15160 411 413 0.99

A12 MblContig21994 528 528 0.98

A13 MblContig11219 524 539 0.96

A14 AorContig18961 701 702 0.99

A15 AorContig12474 583 584 0.97

B1 MblContig2 798 400 0.99

B2 MblContig1352 723 725 0.99

B3 MblContig4719 707 708 1.00

B4 MblContig10530 441 443 0.96

B5 MblContig13317 461 462 1.00

B6 MblContig10605 463 466 0.95

B7 MblContig10529 502 506 0.95

B8 MblContig9636 569 477 0.97

B9 MblContig11216 669 677 0.98

B10 MblContig26252 461 505 0.89

B11 MblContig34542 771 792 0.90

B12 MblContig14311 506 507 0.99

D1 AorContig11381 305 Amplifyingfailed

D2 AorContig12070 305 308 0.99

D3 AorContig12523 536 Matchfailed

D4 AorContig13663 325 326 0.99

D5 AorContig14479 574 Matchfailed

D6 AorContig14670 503 138 1.00

D7 AorContig14761 468 484 0.91

D8 AorContig14808 341 342 0.99

D9 AorContig14853 548 550 0.96

D10 AorContig15035 163 Amplifyingfailed

3 讨 论

模式植物拟南芥、水稻等的转录组信息较为丰

富,而非模式植物的序列信息却十分匮乏。高通量

测序技术为非模式植物全基因组序列分析、高通量

转录组的分析提供了可能,RNA-Seq技术已逐步成

为一种常规的研究方法。虽然高通量测序技术能够

让研究者以较低的成本获得大量的序列数据,但是

数据分析和挖掘仍然是一个重要的制约因素,特别

是对于基因组和转录组的拼接,尤其是denovo 拼

接,对于研究者来说是一个新的挑战。前人的研究

均表明,对于没有基因组序列信息的植物进行转录
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组的denovo拼接非常困难,但随着更优化的拼接

方法和软件相继被公布,加之能够获得较长测序片

段的第三代测序技术日趋成熟,这可能又会是基因

组学和转录组学研究的一次革命。
在我 们 的 拼 接 过 程 中,首 先 利 用 了 B73 的

cDNA作为种子序列对Trinity的结果进行了整合。
由于玉米和大刍草的近缘关系,我们认为应该有部

分大刍草序列和B73的cDNA比较相似,这样依据

种子序列聚类后再进行拼接能够极大地提高准确

性。而另一部分无法和这些种子序列聚在一起的

contigs只能在进行相互比对后进行拼接。这样的

拼接策略保证了序列的准确性,使得验证结果较好。
设计的37对引物中,正式作为大刍草转录本的27
条序列的比对结果除了2条为90%左右外,其他的

都超过了95%,这对于denovo 拼接来说准确度是

较高的。
在统计表达量时,研究者普遍使用RPKM 值。

但在计算转录本的表达量时,许多影响因素会导致

统计误差的产生。首先是cDNA文库是否经过均

一化处理,即用PCR等方法对其中的转录本片段进

行扩增。均一化处理可以使表达量的转录本更容易

被检测到,但由于扩增的过程使低表达和高表达的

转录本增加的倍数不尽相同,高表达转录本很可能

会达到扩增的饱和态,所以也很难保证检测的每个

转录本表达量的真实性。目前,研究者们已经开发

出了许多不同的均一化方法[19],并且证明了均一化

后的文库更有利于后续拼接得到的转录组的完整

性[20]。本研究的目的是希望能够拼接出较为完整

的大刍草转录组,所以我们对cDNA文库进行了均

一化。另外一个原因就是 RPKM 值的表示方法。

RPKM值是根据匹配到一个转录本上的reads数量

来计算的,对于能够完整匹配到不同序列上的reads
只能剔除,但这些reads则可能是同时匹配到同一

个转录本的不同剪切本上或者是2个基因同源性很

高的转录本上,剔除不能匹配的reads后,转录本的

表达量就会有偏差,若reads长度较短,则会出现大

量这样的偏差,那么检测的转录本的表达量就会整

体偏低。故在本研究中我们没有分析转录本的表

达量。

denovo 拼接的转录组对后续的结果分析的另

一限制是:由于没有基因结构信息,对 mRNA选择

性剪接的分析难以实施;另外,对于2个同源性很高

的转录本也很难判断出它们是来源于同一基因还是

2个同源基因。最终也不能很准确地检测出在进化

中发生的基因结构变异事件。本研究中我们选用已

于2008年公布且每年不断完善的B73基因组序列

为参考序列,提出了一个较为完整清晰的大刍草转

录组,经与B73cDNA序列比对后,检测到54878
条具有很好匹配效果的序列,占所有序列的94.3%,
共匹配上26377条B73cDNA,约涵盖40%的B73
转录组。而且与高粱、水稻、短柄草等3种单子叶植

物的蛋白质序列也有约84%的匹配。
本研究采用基于RNA-Seq数据的denovo 分

析与拼接策略,通过对6个大刍草品系苗期的RNA
分析获得了较好质量的大刍草转录组信息,可为后

续对大刍草功能基因的发掘和与玉米的比较基因组

研究提供参考,同时也可为非模式作物的RNA-Seq
研究和denovo拼接提供新思路。
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DenovoassemblyofteosinteseedlingtranscriptomedefinedbyRNA-Seq

XIAOZhi-xia ZHENGYong-lian

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Teosinteistheancestorofmaize,andplaysanimportantroleinmaizedomestication
processandgenecloning.SolexaRNA-Seqwasusedtodenovoassemblyandanalyzethetranscriptome
ofteosintes.40.6GBrawdatawereproduced,including175101250readsof76bplength.Afterquality
controlanddenovoassembly,58147teosintetranscriptswithanaveragelengthof1335bpwereob-
tained.Afterbioinformaticallycomparing,itwasfoundthat94.3% ofteosintetranscriptshadgood
matchingwithB73cDNAs,andthat84.1%ofthetranscripthadgoodmatchingwithrice,84.6% with
sorghumand83.9% withbrachypodiumatproteinlevel.Thisresearchwillprovideareferenceforsub-
sequentstudiesonmaizeevolutionandgenediscovery.

Keywords teosinte;transcriptome;RNA-Seq;denovoassembly
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