
·学术园地·
cDNA-AFLP 结合 BSA 研究马铃薯晚疫病菌小种

特异无毒基因差异表达片段
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摘　要：通过对具有6个无毒基因不同表型的马铃薯晚疫病菌构建的4个混合池进行 cDNA-
AFLP 分析�得到与6个与无毒基因相关的差异表达片段 （TDFs） 85条�其中与无毒基因 Avr1相关
的为20条�Avr228条�Avr3-Avr10-Avr1116条�Avr421条。差异表达片段大小主要分布在100bp
和300bp之间�最小片段为60bp�最大片段440bp。差异表达片段的获得将有利我们下一步克隆全
长无毒基因和对晚疫病垂直抗性机制的研究。
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　　由致病疫霉 （Phytophthora infestans） 引起的马铃
薯晚疫病是马铃薯生产中最严重的病害�也是所有农
作物中造成损失最严重的病害�是世界粮食生产中的
主要威胁［1］。过去十多年来�全世界许多植物病理学
家开始着手于病原菌的研究�特别是病菌的致病因子
和非致病因子�希望通过从病菌的角度出发揭示其致
病机制和寄主抗性机制�以防治全世界日趋严重的马
铃薯晚疫病。病菌的无毒基因 （Avirulence Gene�简称
Avr基因） 是非致病因子中研究的热点�是病原物中
决定对带有相应抗病基因的寄主植物特异的不亲和无

毒性基因。无毒基因已在多种植物病原物�包括真
菌［2］、细菌［3］、病毒［4］和卵菌［5］等中得到克隆。目前
荷兰瓦赫宁根大学植物病理实验室 Govers研究小组正
在利用图位克隆法鉴定马铃薯晚疫病菌无毒基因并且

取得较大的进展［6～8］。然而�目前他们面临的最大的
困难在于构建图谱的 F1代群体太小�同时无毒基因
的标记密度太低。因此短期内利用此方法克隆马铃薯
晚疫病菌无毒基因是不可能的。
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cDNA-AFLP 是近年来发展起来的一种重要的转录
基因组学研究工具�被广泛用于基因差异表达的研
究［9�10］。本研究拟通过利用该技术并结合 BSA
（Bulk Segregant Analysis） 方法研究马铃薯晚疫病
菌正在萌发的孢囊时期 （germinating cyst） 的6个
无毒基因在转录水平上的表达�期望初步获得与6
个无毒基因相关的差异表达片段。
1　材料与方法
1∙1　BSA分析

供试菌株由荷兰瓦赫宁根大学植物病理实验室

Govers研究小组提供［6］�包括亲本80029 （生理小
表1　用来筛选与无毒基因有关的差异表达片

段构建的4个池
　 Strain Av r1 Av r10 Av r11 Av r3 Av r4 Av r2
Pool1 rell－16 Avr∗ aa∗∗ aa aa Avr Avr

T15－1 Avr aa aa aa Avr Avr
　 T30－2 Avr aa aa aa Avr Avr
Pool2 D12－2 aa aa aa aa aa Avr

D12－23 aa aa aa aa aa Avr
T35－3 aa aa aa aa aa aa

Pool3 D12－17 Avr Avr Avr Avr aa aa
T15－9 Avr Avr Avr Avr aa aa

Pool4 T20－2 aa Avr Avr Avr Avr Avr
E12－3 aa Avr Avr Avr Avr aa

∗：菌株具有此无毒基因的表现型；∗∗：菌株没有此无毒基因的表现型．
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种2∙4∙7；A1 交配型） 和 88133 （生理小种
1∙3∙7∙10∙11；A2交配型） 以及它们的10个 F1
代�根据10个菌株6个无毒基因表型构建4个混
合池 （表1）�用来初步确定代表无毒基因的候选
转录表达片段 （TDFs）。
1∙2　RNA提取和双链 cDNA的合成

晚疫病菌株培养至正在萌发的孢囊时期�培养
方法参见文献［11］。利用 Trizol 试剂盒提取总
RNA�cDNA 的合成按照 SuperScriptT M Double-
Stranded cDNA Synthesis Kit 合成�这两种试剂盒
由 Invitrogen生物技术公司提供。
1∙3　cDNA-AFLP 差异显示

cDNA-AFLP 体系及程序参照 Christian 等［12］
的方法�使用 Licor公司生产的 IR2DNA Analyzer
5200型测序仪电泳分析。利用16个荧光标记的
ApoI＋2引物和16个非荧光标记的 Taq＋2引物�
共256个引物组合进行差异片段的筛选。
2　结果与分析
2∙1　6个无毒基因相关片段在4个池上的表达形式

根据构建的4个池进行 cDNA-AFLP 分析�预
期的无毒基因表达形式应如图1A 所示。无毒基因
Av r1在池1和池3中能够表达�而在池2和池4
中不表达；无毒基因 Av r2在池1�2�4中都能表达�
却不能在池3中表达；无毒基因连锁群 Av r3-
Av r10-Av r11在池1和池2中不表达�而在池3和
池4中表达；无毒基因 Av r4在池1和4中表达�

在池2和池3中不表达。经过电泳分析�得到了大
量的与图1完全相符的由不同引物组合扩增出的差
异表达片段 （图1B）。

图1A　预期的6个无毒基因表达形式

图1B　不同引物组合在4个池中扩增出的6
个无毒基因的差异表达片段

2∙2　马铃薯晚疫病菌无毒基因差异表达片段分析
通过256个ApoI＋2和TaqI＋2引物组合对4个

池的筛选�从4个池中共扩增出大约30000条清晰
可见的条带�得到与6个无毒基因有关的差异表达
片段 （TDFs） 85条�其中与无毒基因 Av r1相关的
为20条�Av r228条�Av r3-Av r10-Av r1116条�
Av r421条。由图2可以看出�差异表达片段大小
分布在60bp到440bp之间�主要分布在100bp和
300bp之间�最小片段为60bp�最大片段440bp。

图2　与6个无毒基因相关的差异表达片段大小分布

3　讨　论
cDNA-AFLP 技术是研究基因表达的一种新方

法�由于使用严格的 PCR 条件和加接头的方法�
具有较高的重复性。它不仅可以快速简单地观察某

一特定时期的基因表达�而且可以同时观察不同时
期的基因表达�有利于系统研究基因表达和基因间
的相互作用。在本实验中�通过利用 cDNA-AFLP
技术对构建的4个池的 BSA 分析�初步得到了85
条与6个无毒基因相关的 TDFs （T ranscript Derived
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Fragments）。这些结果表明利用 cDNA-AFLP 技术
可以研究马铃薯晚疫病菌不同特异生理小种和病菌

特定生长时期的基因表达�同时结合 BSA 策略�
可以使我们发现与无毒基因相关的 TDFs�为晚疫
病垂直抗性机制研究和晚疫病菌无毒基因的克隆提

供了一条快速有效的途径。下一步我们将对这些
TDFs在20个具有6个无毒基因不同表型的马铃薯
晚疫病菌个体上进行验证�对一些有希望的 TDFs
进行 Blast 分析�进一步获得无毒基因的候选片段�
为最终获得全长无毒基因打下基础。
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ABSTRACT： cDNA-AFLP analysis on4pools consisted of Phytophthora infestans isolates bearing the dif-
ferent genotypes of six avirulence genes with256Apo＋2and Taq＋2PCs�resulting in20candidate TDFs for
Av r1�28for Av r2�16for Av r3-Av r10-Av r11and21for Av r4�so in total85interesting TDFs．These
TDFs mainly distributed from100bp to300bp�the minimum size being60bp and the maximum size being
440bp．Obtainment of these TDFS will be beneficial for us to clone ful-l length avirulence genes and study the
mechanism of vertical resistance．

KEY WORDS： Phytophthora infestans；race-specific avirulence genes；cDNA-AFLP；BSA；Differentially
expressed sequences

·3·马铃薯源的供应能力与库容量的关系－－－刘克礼�高聚林�孙会忠等


