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摘要
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为了确定南方根结线虫侵染早期罗汉果植株中与侵染相关的
DE01

基因!以接种南方根结线虫
FB

后的

罗汉果侧根为材料进行转录组测序分析"基于测序序列的
*G

#

+H7IIJG=K

注释结果!共鉴定到
!#

个
DE01

基因!

其中有
2

个转录因子含有
!

个
DE01

结构域!其余
#F

个转录因子只有
#

个
DE01

结构域"系统发育分析表明!

&

个
DE01

转录因子为第一家族成员!

!

个为第三家族成员!其余
#2

个为第二家族成员"有
/

个
DE01

转录因子

与已报道的根结线虫诱导相关
DE01

转录因子同源性较高!初步推测下调表达的
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和
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-./0#F

可能与南方根结线虫的早期侵染有关!它们很可能参与了线虫取食位点与巨细胞形成的复杂调控作

用"本研究将为今后阐明根结线虫与罗汉果互作的分子机制提供参考依据"
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转录因子在真核生物基因表达调控中具有重要

的生物学意义%

DE01

转录因子作为植物所特有的

一类转录因子%是植物转录调控基因中最大的家族之

一%

DE01

基因家族成员共有特征为具有
DE01

保

守结构域!

DE01(N0

七肽序列"以及
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型锌

指!
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型锌指!
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"%通过其
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结构域与靶基因启动子中的
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"结合%从而调控靶基因的表达&
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大量研究表明
DE01

转录因子不但在植物应

对不同病原微生物胁迫的响应机制中具有重要生物

学功能&

#%

'

%而且在寄主植物 根结线虫互作的分子

机制中也起着重要作用%与根结线虫取食位点形成)

根结发育及植物的抗线虫反应密切相关&
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(张雅涵

等&
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'以根结线虫侵染早期的黄瓜根为材料%鉴定到

/

个可能与黄瓜根结线虫侵染早期线虫取食位点形成

相关的
DE01

基因#
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'的研究结果表明%在线

虫感染的拟南芥组织中%

!#

个
DE01

基因中有
#F

个

被鉴定为下调表达%认为
DE01

转录物的积累似乎

是植物防御响应病原体的一般特征(

(G:;AH68B

等&

'

'

的研究结果表明%拟南芥
1%-./0!%

基因在根结线

虫取食位点建立早期显著性上调表达与根结中巨型

细胞形成紧密相关(

S655AI

等&

F

'的研究结果表明%

拟南芥在接种根结线虫
FB

后%包括
%

个
DE01

转

录因子在内的
!%

个编码转录因子基因出现显著性差

异表达#李淑敏等&
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'的研究表明%辣椒的
2#-./0!

基因受根结线虫诱导表达%与辣椒根结线虫抗性基因

密切相关#而郑井元&
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'通过对克隆到的辣椒
DE01

转录因子
2#-./0'

和
2#-./0%"

基因进行功能

验证%发现
2#-./0'

基因的沉默降低了辣椒对根

结线虫的抗性%而
2#-./0%"

基因超表达番茄植

株则对南方根结线虫入侵的敏感性增加(

罗汉果
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,
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为广西特有经济植

物%其主栽品种容易感染根结线虫病&
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'

(根结线虫

引起寄主植物形成根结是其共有的特征%植物根结

的形成过程既是根结线虫对寄主植物的一个有序调

控过程&
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'

%同时也与寄主植物应答线虫胁迫而诱导

表达的基因密切相关&

2

%

'
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鉴于对根结线虫诱导下的罗汉果根结内基因表

达研究情况知之甚少%本研究基于罗汉果转录组测

序结果预测
DE01

基因并对其编码的蛋白质序列

进行理化特性及系统发育分析%为鉴定与根结形成

密切相关的罗汉果基因奠定基础%为进一步研究根

结线虫与罗汉果互作的分子机制提供参考依据(
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材料与方法

()(

!

材料

罗汉果为广西当地栽培品种*青皮果+%属于南

方根结线虫
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易感品种%试验

用罗汉果组培苗和南方根结线虫
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龄幼虫均为广西

师范大学珍稀濒危动植物生态与环境保护教育部重

点实验室提供(
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方法
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植物材料处理与转录组测序

本研究以盆栽空心菜来繁殖根结线虫%然后人

工挑取空心菜根结上的新鲜卵块放在盛有无菌水的

培养皿里%置于
!&T

恒温培养箱%孵化后
!B

内收集

得到的即为
!

龄幼虫%并配成约
#""

条,
5U

的线虫

液(参照刘纪霜&
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'和焦春伟等&
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'的方法%待盆栽罗

汉果组培苗已长出
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'

片功能叶时%在根部接种南

方根结线虫%

!

龄幼虫接种量为
#"""

条,株(接种
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后对出现根结的部位进行取材$选取生长状态一

致的罗汉果植株%剪掉植株的地上部分后倒扣种植

盘%用自来水小心清洗掉根部沙土%蒸馏水清洗干净

后用吸水纸吸干表面水分%接着用解剖刀将带有小

根结的侧根切下%同时收集未接种线虫的对照组植

株相同部位的侧根%按
#

@

,份进行分装%标记后迅速

用液氮处理后置于
Q/"T

暂存(处理组和对照组各

收集
%

个生物学重复样本%送往上海派森诺生物科

技有限公司进行
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文库构建和
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平台测序(
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罗汉果
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转录因子的预测及其理化特

性分析
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从罗汉果转录组测序报告中搜索注释为
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转录因子的每一条
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A;A

%然后登录
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保守结构

域和
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型或
O!PO

型锌指结构的
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A;A

则判

定为罗汉果
DE01

基因(

DE01

基因家族分组采

用
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多序列比对的方法进行%其理化特

性则利用
3>J.+
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网站上的
JG=KJ6G65R==8

进行

预测分析(
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罗汉果
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转录因子亚细胞定位

利用在线软件
O3UU][!?&

&
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'和
J86;K45JU=C
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'对筛选到的罗汉果
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转录因子预测亚

细胞定位情况(
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DE01

序列系统进化树构建及根结线虫诱

导表达相关
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预测
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将预测到的罗汉果
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转录因子以及从
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下载到的分别来源于黄瓜)拟南芥)辣椒的
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期 李惠敏等$南方根结线虫侵染下罗汉果
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转录因子的鉴定分析
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个可能与根结线虫侵染诱导表达相关的
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系统进化树(基于黄瓜)拟南芥和辣椒
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结构

域的系统发育树用于参照罗汉果
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转录因子

同源分组以及推测与根结线虫诱导表达的罗汉果
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罗汉果
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转录因子的鉴定及理化性质

基于南方根结线虫诱导下的罗汉果根系转录组
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罗汉果
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转录因子亚细胞定位结果

利用在线软件
O3UU][!?&

对
+

@

DE01

转录

因子进行亚细胞定位%结果显示
!#

个
+

@

DE01

转

录因子均定位在细胞核内#再用
J86;K45JU=C[!?"

进行验证%结果也显示全部定位在细胞核内%这符合

转录因子对下游靶基因的表达调控规律(
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罗汉果
!"#$

转录因子系统进化分析

根据
DE01

保守结构域的数目和锌指蛋白基序

的模式%罗汉果
DE01

转录因子分为三组!图
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+
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+
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保守结构域

和
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型锌指%为
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的结构特征#仅有
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个
DE01(N0

结构域与
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个
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型锌指结构

的
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和
+

@
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归为
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的成

员#其余仅有
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个
DE01(N0

结构域和
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个
O!P!

型锌指的转录因子属于
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成员的结构特征(
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基于氨基酸序列构建的罗汉果
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转录因

子的系统进化树!图
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在系统树上与含有
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成员聚在一起%在黄瓜&
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'和棉花&
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DE01

转录因子的系统发育分析中也出现类似的

现象%推测
DE01

结构域的丢失和复制可能是导致

DE01

基因在不同物种的基因组中进化的主要原

因之一&
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(基于来源于黄瓜&
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'

)拟南芥&
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)辣
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个可能与根结线虫侵染诱导表达相关的
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这
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类!图
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"(通过进化分析还发现有
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个
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标
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所示"与已报道的黄瓜)拟南芥和辣椒中

根结线虫诱导表达的
DE01

转录因子同源性较高%

其中
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这三个

转录因子属于
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亚家族%而相关文献报道
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成员与根结线虫在寄主植物中取食位点

的形成紧密相关&
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%由此初步推测本研究中
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下调表达的
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"与南方根结线虫侵染有关%可能参与了

调控线虫取食位点的建立与巨细胞的形成等等(
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讨论

植物在受到病原体等生物胁迫过程中由于缺乏

趋利避害的机制%只能通过一系列复杂的基因表达

调控体系抵御病原物的侵染(作为植物中最大的转

录因子家族之一%

DE01

转录因子家族成员在转录

水平调控植物基因的表达以及应对生物和非生物胁

迫反应中起着重要作用(已有研究表明%在根结线

虫与寄主植物的不亲和与亲和的互作中%

DE01

转

录因子与抗线虫基因的表达联系紧密&
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(李淑敏
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'研究抗根结线虫的辣椒与根结线虫的不亲和互

作结果表明接种线虫
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卷第
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期 李惠敏等$南方根结线虫侵染下罗汉果
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转录因子的鉴定分析

图
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罗汉果
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转录因子序列进化树分析
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基因在根组织中出现大量表达的情况与根结线虫的

侵染转移紧密相关(由于线虫侵染抑制了寄主的防

御反应%受根结线虫侵染负调控的基因多是病原防御

基因(郑井元&
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'通过对转基因超表达
2#-./0%"

的

番茄植株进行南方根结线虫抗性鉴定%发现

2#-./0%"

基因超表达导致植株对线虫的敏感性

增大(本研究基于南方根结线虫侵染
FB

的罗汉果

根结转录组测序结果分析%鉴定到
!#

个具有
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保守结构域和锌指 !
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或
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转录因子%进化分析结果显示有
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南芥中
DE01

转录因子主要是出现下调表达模式#
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'报道
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C

成员在根结线

虫与寄主植物早期互作并形成其取食位点过程中起

着重要调控作用%本研究初步推测罗汉果
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家族成员
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这
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个转录因子的下调表达很可能与罗汉果受到南方根

结线虫的侵染有关#同样值得关注的是本研究中鉴

定到的第三家族成员
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登录

号为
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"在根结线虫侵染的早期出现显著

性下调表达%而且在本研究系统发育树上!图
!

"与

介导植物根结线虫应答反应中起负调控作用的

2#-./0%"
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'具有较高同源性(然而%这些转录因

子在罗汉果与南方根结线虫不亲和互作中是否具

有重要作用有待今后的进一步研究证实(本研究

基于南方根结线虫侵染早期罗汉果根系转录组数

据%对罗汉果应答根结线虫胁迫相关的
DE01

基

因进行鉴定与分析%为
DE01

基因的克隆和功能

分析提供基因序列来源%也为将来能更好地利用
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基因的调控作用于罗汉果根结线虫抗性分
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