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" 引言
马铃薯!!"#$%&’ (&)*+",&’ !""是世界上仅次于水

稻#小麦和玉米的第四大粮食作物$马铃薯产业的不断
发展$将对缓解我国食物安全压力起到重要作用 #$%% 由
致病疫霉菌!-./("0.(."+$ 1%2*,(3%,!&’()"" *+ ,-./""引
起的晚疫病是世界范围内马铃薯最具毁灭性的病害$
每年造成数十亿美元的损失 #0%$我国每年因晚疫病造成
的减产损失亦超过 12亿美元#3%%
晚疫病的进化潜力高#抗病育种难度大$单个抗病

基因很容易被病菌克服%通过基因工程人为地创造田间
抗病基因的多态性是目前防控晚疫病很有希望的策

略#4%%近年来$马铃薯抗晚疫病基因克隆已经取得很快的
进展$ 已有来源于野生种 45 67’1,,&’的 89和 :;<$以
及来源于 45 )&=)"><,(<%&’ 的 :?@801A)=)9 和 :01A)=)B
被克隆#567%%研究发现$在马铃薯第 11号染色体长臂末端
存在一个抗晚疫病主效位点 !&-8’. !-)+ ,9:;<) .+=:=!
)-(>+ >’?@9+A$CD?"#B%$从野生种 !E 67’F,,&’ 导入的 11
个抗晚疫病主效基因中有 7 个!:;$:GA99"来自于该位
点% 在 CD?的单倍型中$只有 8;和 89H被广泛地用于
抗病育种%89H抗病性较弱$但抗谱较广$是具有水平抗
性的质量基因#12%% 89H 基因的克隆对研究植物6晚疫病
菌作用机理和抗晚疫病分子育种具有重要意义%
比较基因组学研究跨生物学分类的基因组结构和

功能的相似性和差异$ 是把模式生物相关知识应用到
研究较少的生物的强有力工具$ 有助于基因的快速定
位和克隆% 研究发现$在茄科植物番茄#马铃薯和辣椒
中有许多共同的 8 基因簇!包括抗性 CD!="$表明在物
种形成过程中 8 基因在染色体上的位置在很大程度上
是相当保守的#11%% 番茄是植物研究中的一种模式作物$
已经构建了高密度的遗传图谱 !详见 <))@EFGHHH"=;("
>’.(+99"+*I"$ 为我们利用比较基因组学研究马铃薯的
相关性状提供了理论基础和信息资源% 到目前为止$对
照基因组已经导致了两个抗晚疫病基因的克隆$ 一个
基因是源于 8; 复合位点的 8;<$它与番茄抗根腐病基
因 IB 具有序列相似性!’.)<’9’;’I="关系 #J%&另一个基因
是 :01AJ=JB$它与番茄中抗根结线虫的 C1 基因存在共
线关系#7%%
在本研究中$ 利用马铃薯 CD? 的 8; 单倍型和番

茄同源区域的分子标记$ 结合分离群体分组分析法
!,I9K+* L+;.+;-() M(-9/=:=$,LM"$ 构建了马铃薯抗晚
疫病主效基因 89H 的遗传图谱$ 并将其定位在 0"J >&
的遗传区间内%

% 材料与方法
%(% 植物材料
鉴别寄主 3J71-*1 !&-N12"$ 含有 89H 基因 &

O-)-<*:(!O-)"为不含有抗晚疫病主效基因的品种$二

者均为四倍体$ 由中国农业科学院蔬菜花卉研究所马
铃薯研究室提供%
作图群体由 &-N12 和 O-) 杂交后代构成% &-N12

与 O-) 杂交共获得 022 粒 P1 代杂交种子$将这些种子
播于 &L 培养基上 05"$1J <G7 < 光暗培养$ 扩繁后移
植于营养钵中生长$ 共获得包含 1B5 个单株的分离群
体$用于遗传分析和接种鉴定%
%(! )*+提取
采用试管苗叶片$使用 QDM, 法 #10%$结合高通量的

N+)=>< 细胞破碎仪 !N+)=>< R(>S$T--($U+.?-(/"和 BJ
孔 QVLDMN 深孔板!Q’.(:(; R(>W$X+H Y’.K"进行 ZXM
快速提取% 提取的 ZXM溶于 D[中$于602"保存%
%(& 晚疫病菌株及抗性鉴定
用于杂交亲本和分离群体接种的晚疫病菌株为

7B1476B$2 号小种$ 由荷兰 \-;+(:(;+( ](:^+.=:)/ 的
PW U’^+.=博士提供% 晚疫病菌株于液氮保存$待接种时
于黑麦培养基上活化% 活化的菌株在霉菌培养箱 1J"
黑暗培养 _#14 *$ 待菌丝长满培养皿时加适量无菌水
于 4"诱导游动孢子 3#J <$ 利用血球计数器统计游动
孢子数量并稀释到接种浓度$准备接种%
抗性鉴定采取离体叶片接种法#13%%接种的游动孢子

浓度为 5$124 =@’.+=G?!$在叶片背面叶脉两侧各接种 1
滴$每滴 12 !!% 接种的叶片插于岩棉上$置于接种盒$
密闭保湿% 将接种盒放于人工气候箱$1J"$1J <G7 <光
暗诱导发病% 接种 J *后统计发病情况%
抗性分级采用 ^-( *+. !++ 等方法 #14%$从最明显感

病的孢子化病斑到最明显抗病的原位坏死的病情指数

分别记为 1%5 级%
%(, -.+方法
使用 ,LM !,I9K+* L+;.+;-() M(-9/=:="方法 $根据

&-N12&O-) 杂交后代的接种结果构建了两个池’ 抗池
!N+=:=)-() ,I9K$N,"和感池!LI=>+@):‘9+ ,I9K$L,"% 抗
池由表现最明显过敏反应 !T/@+.=+(=:):^+ N+=@’(=+$
TN"#病情指数为 5 级的 02个单株组成&感池由表现最
明显孢子化病斑 !L@’.I9-):(; 9+=:’($L"# 病情指数为 1
级的 02 个单株组成% 两池的 ZXM 样品均由各单株
ZXM等量混合组成%
%($ 标记来源和反应条件

aQN标记引物序列!表 1"来源于番茄 11 号染色体
遗传图谱上的 QVL RR 标记!详见 <))@EGGHHHW=;(W>’.(+99W
+*I"$马铃薯 8;<@8;J 遗传图谱 #15%和 CD? 区域物理图
谱!OI-(; T-(<I:等$私人通讯"上的标记% 对这些引物
的 aQN扩增产物进行限制性内切酶酶切筛选$ 进而形
成 QMaL!Q9+-^+* M?@9:b:+* a’9/?’.@<:=? L+cI+(>+" 标
记%02 !! aQN反应体系为’模板 ZXM 02 (;$每条引物
5 @?’9+$ 每种 *XDa 成分 2W0 ?&$D-c @’9/?+.-=+ 1]%
35 个循环 aQN 反应程序如下’B4" 变性 32 =$K? 退
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火 !" #!$%!延伸 &’ #" 第一个循环之前 (&!预变性
’ )*+! 最后 $%!附加延伸 $ )*+" 扩增反应在 ($""
,-.#/001*23 4*5#6#72)公司$仪上进行% ,-. 产物用相
应的限制性内切酶消化! 酶切结果用琼脂糖凝胶电泳
检测"

/89, 分析 :;<=!对 >?5.@AB#2@ 引物组合进行筛选!
选扩产物在 9@C-D. EF/ 测序仪&9*+?51+ F2GHI#JI 公
司$上进行聚丙烯酰胺胶电泳检测%

5 结果分析
548 !"#是一个主效单基因
根据 815H’基因对基因(学说:;$=!每一个抗性基因&!

K2+2$都对应于一个无毒基因&"#$ K2+2$!当二者同时
存在时即诱发抗病的 L.反应%本文用于杂交后代接种
的晚疫病菌株 M(;&MC(! 为 " 号小种! 含有无毒基因
"#$%&%%% 只要植物含有抗性基因 !%&!%%中任何一个
基因!该菌株就会与其发生非亲和互作即 L.反应% 相
反!如果植物不含有 !%&!%% 中任何一个基因!该菌株
就会与其发生亲和互作即感病反应%
对杂交亲本及其后代进行 M(;&MC( 菌株接种!结

果表明!BI.;" 表现 L. 反应!NI7 表现 O 反应!杂交后
代出现明显的抗感分离! 例如 P8%""<C&M$ 和 P8%""<C
’&M 植株!见图 ;% 在接种的 ;(’ 株材料中!有 (% 株表
现 L. 反应&病情指数 ’$!;""株表现孢子化病斑&病情
指数 ;$!病情指数为 %!! 和 & 的植株分别只有 ; 株&图
%$! 病情指数 ; 和 ’ 的植株数比例基本符合孟德尔的
;Q; 分离比&!%""R%<!’!"R’$%分离群体出现明显的抗感
两极分化!表明 !%( 是一个主效基因!而抗感病植株数
目符合 ;Q; 比例 ! 说明 !%) 又是一个单克隆基因
&.;"H;"H;"H;"$%
545 !"#分子标记开发

!* 和 !%) 互称为单倍型!遗传位置相近!所以对
!* 区域上的分子标记进行了分析!结果表明!?9>S’>&
和 T,%’"标记在亲本和抗感池中呈现多态性! 与 !%)
连锁% !*和 !%)所在的 B9 4区域部分物理图谱已经

构建! 对其上的标记进行 ,-. 扩增和限制性内切酶筛
选!开发了与 !%) 连锁的 ;"";S 标记% 马铃薯 ;; 号染
色体短臂末端区域与番茄 ;; 号染色体长臂末端区域
具有很高的共线性:;M=!根据番茄遗传图谱上已公布的引
物序列和遗传位置! 利用 ,-. 扩增和限制性内切酶筛
选开发了 -%U/7’K’((<"标记!见图 !%

标记 引物&’#C!#V S)A! 片段大小AG0 限制性酶

?9>S’>&

T,%’"

;"";S

-%U/7’K’((<"

--/TT-/ST-S-//SSSTT/TS
SS---STSSSTT/-S/-SSTSTT/
/--/TS/TT/--/--/--//-//S

T/S-TST/-TT-S-S/-S-SSSS/ST/
T/T-SSS-S-/T-/-T-SSS
ST-ST/ST-STS--SST//-

S--T/S/-S-/S-/T-S-SSTSS-
/-T--SSTSTSSSTSSSTT/STS-

’’

<"C’% WS5X?Y35Z+$

’$

’$

!;"

&;"

!""

$’"

+,-@

./’@

0/1@

2/’3)4@

表 8 本文涉及的 ?@- 标记
’AB*$ 8 ?@- ;ACD$CE :E$F #% G(#E HAH$C

图 8 杂交亲本以及后代植株对晚疫病菌株接种反应
注!BI.;"对 M(;&MC(菌株表现过敏反应"L.#$NI7对该菌株表现感病反应
WOV%其杂交后代出现明显的抗感分离$例如 P8%""<C&M$和 P8%""<C’&M植株

I#+4 8 ?($%)G,H$ )J F#JJ$C$%G#A* C$E#EGA%"$ C$A"G#)% G)
$% &’()*+,’* #E)*AG$ K=8LKM= )% (,BC#F#NAG#)% HAC$%GE

A%F G($#C HC)+$%,
F572#Q BI.;" *# H2#*#7I+7 WL.V 75 7Y*# *#51I72#[ I+3 NI7 *# #X#?207*G12 I#

#Y5Z+ G6 #05HX1I7*+K 12#*5+ WOVR DG\*5X# H2#*#7I+?2 #2KH2KI7*5+ 75 7Y2 *#51I72
ZI# #Y5Z23 *+ 7Y2*H 0H5K2+6[ #X?Y I# P8%""<C&M$ I+3 P8%""<C’&M

图 5 !"# 群体的 8=6 株植株的晚疫病菌接种的病情指数!两次
重复的平均数"#病情指数为 8 级!感病"到 6 级!抗病"

I#+4 5 O*#+(G E")C$E P;$A% )J C$H*#"AG$E> J)C 8=6 "*)%$E #%
!"# H)H:*AG#)% )% 8 9E:E"$HG#B*$> G) 6 9C$E#EGA%G> E"A*$E
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对杂交亲本和抗感池进行 !!" 对 #$%&’()*+’ 引物
组合筛选! 开发了 #,-.).,./"0121 和 #,-.).../
"!"两个 ,345 标记"

!(& 筛选!"#区域的重组体
定位 !"#!首先需要找到其两侧的分子标记!并利

用两侧标记来筛选 !"#区域的重组体"根据开发的分子
标记在马铃薯和番茄 !!号染色体末端的相对顺序以及
部分杂交后代的检测!确定了 $4#-6#78 ."9,:6;6110<
区间覆盖了 !"#位点!将其作为筛选 !"#位点重组体的
两侧标记"用这两个两侧标记筛选了 !16株 )=&!<!>=:
的杂交后代 ! 见图 7! 从中筛选出了在 $4#-6#7"
."9,:6;6110<区间发生重组的 !7株材料"
!() !"#的遗传定位
对从 !16 株 !"# 群体鉴定出来的 $4#-6#7 "

."9,:6;6110< 区间的 !7 株重组材料进行了已有标记

遗传分析!构建了 !"# 基因的遗传图谱#图 6,$% 在此
图谱上共有 7 个 5.& 标记!" 个 ,345 标记" !"# 被定
位在 !<<!- 和 ."9,:6;6110< 两个标记之间!在 !16 株
材料中有 " 株材料在 !"# 与 !<<!- 标记间发生重组!
有 ? 株材料在 !"# 与 ."9,:6;6110< 标记间发生重组"
!"#与上游的&靠近着丝粒端的 !<<!-标记遗传距离约
为 !2< $) @$+A:B )%C;=AD! 与下游的 & 靠近端粒的
."9,:6;6110<标记遗传距离约为 !20 $)"
!($ !"#和 !$区域及番茄 *!区域的比较

!"# 遗传图谱中 !$4#-6#78#,-.).,.9"0121 8
E5"6<标记的相对顺序与 !$遗传图谱是一致的 F!6G’图
6$!!$% 在 E5"6< 上游!!"# 在 E5"6< 下游! 由此可确
定 !"#位于 !$%近端粒区域"马铃薯 !!号染色体短臂
上 !"# 位点和番茄 !! 号染色体长臂 ’" 位点都具有
$4#-6#7 和 ."9,:6;6110< 标记!但比较二者的遗传距
离!马铃薯较番茄小" 番茄遗传图谱中!在 $4#-6#7 和
."9,:6;6110< 标记区间内已标定很多标记! 利用这种
标记共线性可以开发出距离 !"#更近的分子标记"

& 讨论
&(% 比较基因组学在茄科中的应用
随着各种模式生物的基因组测序的的完成! 比较

基因组学将在研究模式生物相关物种的基因组结构和

功能中扮演越来越重要的角色" 通过茄科植物的比较
作图可以快速鉴定与相关属已知基因类似的基因!这
种方法的成功一方面取决于 ! 基因位点跨分类学的保
守性! 另一方面取决于这些位点的等位基因对同一病
原或相关病原具有相似的功能F!!G" 然而!一些 !基因的
序列微小改变有时就能引起对不同类的病原的识别!
如马铃薯的 !$% 与番茄的 &’ 编码区具有 HH#IJ, 序
列一致性和 H?#氨基酸序列相似性! 而 !$% 是抗马铃
薯晚疫病’() *+,-./%+.$!&’ 却是抗番茄根腐病’01.%2*13
456.742123 K *L 86947-2.*9*$F0G" 马铃薯的 !7*:;8;’ 和番
茄的 <*:" 的编码区具有 H1MN#IJ, 序列一致性和

图 & 利用 +,- 方法开发的!"# 标记###./01$0) !%&’("$
2!3-4$5$’’6" !)*+,#-("$78!$" !.*+("和 %""%1 !/*0("

注!左侧标记为多态性条带大小

9:5( & ./01$0) ;%&’(<= 2!3-4$5$’’6" ;)*+,#-(<= 78!$"
;.*+(< >?@ %""%1 ;/*0(< A>BCDBE FG !"# @DHDIFJD@ KL +,-

J%:+O -P+ *BQ+ %K L%RST%CLPB$ U=AV* =C+ BAVB$=:+V %A :P+ R+K:

图 ) 利用两侧标记 ./01$0)!%&’("和 2!3-4$5$’’6"!)*+,#-("筛选!"# 位点的重组单株
注!左侧标出的是特异性条带的大小"在 )=&!<!>=: 后代中"大多数单株的 $4#-6#7的 ""< UL 条带和 ."9,:6;6110< 的 7<< UL 条带是连锁的"

如果缺失其中任何一个条带"该单株即是重组体#右侧泳道$W%为重组体的两种样式
9:5( ) ,.BDD?:?5 GFB BD.FAK:?>4:F? DHD?4E ?D>B 4MD !"# IF.NE :? 4MD O>P%"!Q>4 JBF5D?:DE R:4M 4RF GI>?C:?5 A>BCDBE=

./01$0) ;%&’(< >?@ 2!3-4$5$’’6" ;)*+,#-(<
J%:+*O -P+ *BQ+* %K :P+ VB=;A%*:B$ U=AV* =C+ BAVB$=:+V %A :P+ R+K:M -P+ LC+*+A$+ %K :P+ ""< UL %K $4#-6#7 B* =**%$B=:+V XB:P LC+*+A$+ %K

:P+ 7<< UL U=AV %K 10< BA =RR LC%;+ASY +Z$+L: BA :P+ C+$%TUBA=A:*M -P+ CB;P: R=A+ [W\ *P%X* :X% C+$%TUBA=A: L=::+CA*
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!"#$%"$ & ’$"(%)*)+, -$.#$/ 0112 3)*4 56 7)4 82 9!:; 7)4 5<=>

!?" !"# 遗传图谱 !@" $% 遗传图谱 !"" !& 遗传图谱
!?" A$%$B#" ;?C )D !"# !@" A$%$B#" ;?C )D $% !"" A$%$B#" ;?C )D !&

图 6 !"# 遗传图谱及其与 !& 和 $% 遗传图谱的比较
注!定位的标记或基因用黑色实线相连"其中斜黑色实线表示 !"# 遗传图谱和 !$ 遗传图谱的标记对应关系#虚线分别表明 %&’( 和 !$)"

*+ 和 %,"-" 的对应关系#马铃薯 !$遗传图谱和番茄 *+ 遗传图谱参照 !"#$% 等$&’’(%
E#+4 6 A$%$B#" ;?C )D !"# ?%F B($ G,%B$%, ?;)%+ !"# *)":GH !& *)":G ?%F $% *)":G

)*+,-. /011,2 3#45,4- *4 %,$,- #4, 6*$$,6+,2 78 79065 9:$,- 0$2 +;, :$69:$:$% 9:$, -;*<,2 +;, -8$+,$8 7,+<,,$ %,$,+:6 301 *= !"# 0$2 !$>
?;, 2*++,2 9:$, :$2:60+,2 +;, 1"+0+:@, 4,90+:*$ 7,+<,,$ %&’( 0$2 !$0A *+ 0$2 %."-"A 4,-1,6+:@,98> B,$,+:6 301 *= !$ 0$2 *+ <,4, 066*42:$% +* !"0$% ,+ 09>C&’’(D

E&!氨基酸序列相似性!而 !/01232+是抗马铃薯晚疫病!
401"却是抗番茄根结线虫"453607689:5 -11>#FEG$ 所以!利
用比较基因组学克隆新的抗性基因! 只需注意抗性位点
的共线性!而不需要求抗性位点所抗病原的一致性$
本文利用番茄 HH 号染色体末端的 I&JK+L%LMMN’

标记和马铃薯抗晚疫病基因 !$);!$2 的相关标记定位
了 !"#!能够为比较基因组学在茄科中的应用提供新的
实践$ 随着正在进行的马铃薯和番茄基因组测序项目
的完成!必将推动茄科内其他属种植物研究的进展$
<45 马铃薯抗晚疫病主效基因的组成
在马铃薯抗晚疫病育种中! 人们首先关注六倍体

野生种 %63):<= 75=0>><= 的抗晚疫病特性! 从中鉴定
出了 HH个主效基因"!""!""%!并把它们通过杂交转移
到四倍体栽培种中FHMG$ 在这 HH 个主效基因中!!" 被定
位在马铃薯 H& 条染色体中的第 L 号染色体 F&’G&!+ 被定
位到第 ( 号染色体 F&HG&!$!!? 和 !@ 被定位到第 HH 号
染色体上的的一个复合抗病位点 F&&G& !A!!’ 和 !"# 被
认为是与 !$具有等位样式 FNG$ 在这些主效基因中!!"
和 !$) 已经被克隆FLONG$ 有意思的是!在克隆 !$ 的过程
中!通过不同菌株接种鉴定和标记分析!发现 !$ 是由 &
个基因 !$) 和 !$2 组成的! 表明传统上认为的抗晚疫

病主效基因可能并不是由一个基因组成的$
P402-;0< 等 F&QG在研究 !"# 的过程中发现!在 !"#

的分离群体中!抗感病比率是呈连续正态分布的!由此
得出结论!!"#可能是一个 R?S$ 他们在进行分离群体
接种时使用的菌株为 MMT&Q’小种 H!&!Q!(!N!U%!本实
验进行接种的菌株为 EMH(EOM"小种 ’%$ 即!MMT&Q 菌株
包含了 EMH(EOM 的小种$ 如果使用含不同小种的多个
菌株接种!就可能发现 !"#是由不同基因组成的$ 在自
然界中! 含有复合小种的晚疫病菌株占大多数! 如果
!"#是由多个对单个小种具有抗性的主效基因组成!那
么用复合小种对 !"# 群体侵染时!!"# 整体上可能表
现为 R?S! 这也可能是 !"# 在自然界中抗性较弱但抗
谱较广的原因$

I 结论
本实验对 V0WH’#X0+的杂交后代进行了晚疫病菌

株 EMH(E OM 的 接 种 ! 将 !"# 定 位 在 H’’H? 和
I&JK+L%LMMN’ 两个遗传距离为 &>N 6V 分子标记之间$
由于接种的菌株只有 H 个! 这样定位的基因可能是组
成 !"# 基因中的一个对 EMH(EOM 有抗性的主效基因!
用其他晚疫病菌株进行接种和遗传分析正在进行中$
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