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　 　 摘要:　 番茄黄化曲叶病是番茄的主要病害之一ꎬ选育抗病品种是抵御该病害的重要途径ꎮ 本研究对目前应

用较少的抗番茄黄化曲叶病基因( ｔｙ￣５)进行研究ꎬ对克隆片段进行序列分析ꎬ确定该基因在启动子区域和转录区域

均存在碱基突变ꎬ并利用含有该基因的抗病材料 ＡＶＴＯ１２２７ 对 ｔｙ￣５ 的表达进行分析ꎬ不同材料中 ｔｙ￣５ 及其等位基

因 Ｔｙ￣５ 的表达量在接种番茄黄化曲叶病毒(ＴＹＬＣＶ)前后均没有显著变化ꎮ 本研究为下一步针对 ｔｙ￣５ 翻译区域内

单核苷酸变异导致其功能变化的研究提供了依据ꎬ同时也为抗番茄黄化曲叶病育种提供了有效的连锁标记ꎮ
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ｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏｍａｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｖｉｒｕｓ(ＴＹＬＣＶ) ｄｉｓｅａｓｅ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ. Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｗａｙ ｔｏ ｄｅｆｅｎｓｅ ＴＹＬＣＶ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ ｗｈｉｃｈ ｒａｒｅｌｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ
ａｎｄ ｉｔｓ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｈａｐｐｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
ｔｙ￣５. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ＡＶＴＯ１２２７ꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅꎬ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｏｆ ｔｙ￣５. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｙ￣５ ａｎｄ Ｔｙ￣５ ｄｉｄ ｎｏｔ ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＴＹＬＣＶ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｓｔｅｐ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｙ￣５. Ｉｎ ｔｈｅ ｍｅａｎｔｉｍｅꎬ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｔｙ￣５ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｖｉｒｕｓꎻ ｔｙ￣５ꎻ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 番茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) 属于茄科番茄

属ꎬ原产于南美洲ꎬ其适应性强ꎬ易于栽培ꎬ产量

高ꎬ是世界上最重要的蔬菜作物之一ꎮ 番茄营养

丰富ꎬ番茄红素有很强的抗氧化功能ꎬ具有较高

的营养价值ꎬ深受人们喜爱 [１] ꎮ 番茄黄化曲叶病

毒( ＴＹＬＣＶ)所引起的病害是造成番茄减产的重

要病害之一 [２￣３] ꎬ被其危害的番茄通常表现为叶

片黄化、卷曲ꎬ生长缓慢甚至停滞ꎬ危害在苗期发
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生时ꎬ会造成很大程度的减产ꎬ甚至绝收ꎮ ＴＹＬ￣
ＣＶ 所引起的病害是由携带 ＴＹＬＣＶ 病毒的烟粉

虱进行传毒的ꎬ对该病的防治ꎬ也主要是针对传

毒寄主烟粉虱开展的ꎮ 通过物理防治、化学防

治、生物防治的方法虽然可以在一定程度上减少

病害的发生ꎬ但是其防治不彻底、易反复ꎬ甚至还

会对环境造成危害ꎬ而选育抗病品种可以从根本

上解决 ＴＹＬＣＶ 的危害 [４￣７] ꎮ 目前已知的抗性基

因有 Ｔｙ￣１、Ｔｙ￣２、Ｔｙ￣３、Ｔｙ￣３ａ、Ｔｙ￣４、ｔｙ￣５ 和 Ｔｙ￣６ꎬ这
些基因主要来自番茄抗 ＴＹＬＣＶ 的近缘野生种ꎬ
如醋栗番茄、秘鲁番茄、多毛番茄、智利番茄和契

斯曼尼番茄 [８￣９] ꎬ利用这些抗病基因紧密连锁的

分子标记有助于提高抗 ＴＹＬＣＶ 番茄的选育效

率ꎮ 国内外选育的抗ＴＹＬＣＶ番茄品种主要以含

有抗性基因 Ｔｙ￣１、 Ｔｙ￣２、 Ｔｙ￣３ 和 Ｔｙ￣３ａ 为主 [１０] ꎮ
Ｔｙ￣１ 及其等位基因 Ｔｙ￣３ 和 Ｔｙ￣３ａ 是编码 ＤＦＤＧＤ
的 ＲＮＡ 依 赖 性 ＲＮＡ 聚 合 酶 [１１] ꎮ 单 显 性 抗

ＴＹＬＣＶ基因 Ｔｙ￣２ 被定位在番茄 １１ 号染色体的 ２
个分子标记之间 ０􀆰 ４ ｃＭ 的遗传间隔内 [１２] ꎮ Ｔｙ￣４
对 ＴＹＬＣＶ 的抗性较弱ꎬ所以目前在生产中应用

较少 [１３] ꎮ ｔｙ￣５ 基因为单隐性基因 [１４] ꎬ该基因被

定位在番茄 ４ 号染色体上 [１５￣１６] ꎮ ｔｙ￣５ 对 ＴＹＬＣＶ
具有很高的抗性ꎬ对于抗 ＴＹＬＣＶ 的番茄育种具

有重要意义 [１７] ꎮ
本研究采用重测序方法ꎬ完成对 ｔｙ￣５ 的精细

定位ꎬ确定 ｔｙ￣５ 的准确位点ꎬ在此研究的基础上ꎬ
对 ｔｙ￣５ 及其等位基因 Ｔｙ￣５ 进行分离和测序分析ꎬ
比较它们之间的碱基差异ꎬ发现变异位点ꎮ 对

ｔｙ￣５和 Ｔｙ￣５ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)
分析ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 具有定量、准确、灵敏度高、重复

性好和高通量等特点ꎬ已成为分子生物学研究中

分析基因表达的重要工具 [１８￣２０] ꎮ 通过此前对内

参基因的筛选ꎬ利用 ｇｅＮｏｒｍ 软件和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
软件进行分析ꎬ发现番茄在 ＴＹＬＣＶ 烟粉虱接种

处理条件下最稳定的内参基因为 ＧＡＰＤＨꎬ将其作

为本试验的内参基因ꎮ
本研究拟以含有 ｔｙ￣５ 的番茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ 和

含有 Ｔｙ￣２ 的番茄材料 ＣＬＮ２７７７Ａ 以及感病番茄材

料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 为试验材料ꎬ分析带毒烟粉虱接种处

理前后 ＴＹＬＣＶ 抗病基因 ｔｙ￣５ 的表达变化ꎬ以期为

ｔｙ￣５ 抗病机理的进一步研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验植株及其处理方法

本试验以含有 ｔｙ￣５ 的番茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ 和含

有 Ｔｙ￣２ 的材料 ＣＬＮ２７７７Ａ 以及感病材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋ￣
ｅｒ 为供试材料ꎮ 将番茄种子播种在 ５０ 孔的穴盘中ꎬ
温室培养ꎬ３ 个材料各 ２ 盘ꎬ控制生长条件一致ꎮ 待

番茄幼苗长到 ３ 叶 １ 心时ꎬ３ 个材料各取 １ 盘ꎬ利用

携带 ＴＹＬＣＶ 病毒的烟粉虱对其进行接种处理ꎬ接种

的穴盘置于接种笼中ꎬ防止烟粉虱取食空白对照的

植株ꎬ平均每个接种植株分布 ５０ 头带毒烟粉虱ꎮ 接

种时生长环境的温度昼夜均为 ２７ ℃ꎬ光照 １６ ｈꎬ空
白对照植株的生长环境与接种植株的生长环境一

致ꎮ ７ ｄ 后随机取样ꎬ每 ３ 株混合为 １ 个样品ꎬ设 ３
个生物学重复ꎬ分别用锡箔纸包好ꎬ做好标记ꎬ立即

放于液氮中速冻ꎬ然后置于－８０ ℃超低温冰箱中贮

藏备用或直接提取 ＲＮＡꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 使用天根公司的

ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎬ并用

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ 􀅺紫外 /可见光分光光度计

测定 ＯＤ２６０ / ２８０的值ꎬ检测总 ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎮ
根据检测的总 ＲＮＡ 浓度ꎬ调整 ＲＮＡ 浓度一致

后ꎬ按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
(ＴａＫａＲａ 公司产品)的说明书要求ꎬ取 １ μｇ ＲＮＡ 进

行反转录反应ꎮ 将获得的 ｃＤＮＡ 产物稀释 ５ 倍后直

接用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 或－２０ ℃贮藏备用ꎮ
１.２.２　 引物反应及扩增程序 　 所用引物包括基因

鉴定标记引物和荧光定量 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎬ引物设

计采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件ꎬ引物由金斯瑞生物科技有

限公司合成ꎮ 基因鉴定引物的 ＰＣＲ 反应体系为

２０􀆰 ０ μｌ:１０􀆰 ０ μｌ 的 ｍｉｘ 酶ꎬ２􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡ 模板ꎬ上下

游引物(１０ ｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ２ μｌꎬ７􀆰 ６ μｌ 的无菌水补足ꎮ
ＰＣＲ 扩增程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ４５ ｓꎬ４８ ℃
４５ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ共 ３８ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎮ 用 ８％的聚丙烯酰胺胶对 ＰＣＲ 反应后的样本

进行电泳分析检测ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的反应体系:以稀释

５ 倍 后 的 ｃＤＮＡ 产 物 为 实 时 定 量 ＰＣＲ 模 板ꎬ
ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ( Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ) (２ ×)
１０􀆰 ０ μｌꎬＰＣＲ 正反向引物 ( １０ ｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ４ μｌꎬ
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０􀆰 ４ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎬ
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ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μｌꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃预变性

３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ
扩增结束后对熔解曲线进行分析ꎬ检测扩增产物的

特异性ꎬ温度为 ６５~ ９５ ℃ꎬ连续测定样品的荧光强

度ꎬ根据熔解曲线判断引物是否为特异性扩增ꎮ 反

应仪器为 ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎬ
荧光定量 ＰＣＲ 仪自动读取数据ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｔｙ￣２基因和 ｔｙ￣５基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｙ￣２ ａｎｄ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

　 引物用途 基因名称 引物序列(５′→３′) 参考文献

鉴定 Ｔｙ￣２ 基因 Ｔ０３０２Ｒ ＡＧＴＧＴＡＣＡＴＣＣＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＣＴ [２１]

Ｔ０３０２Ｆ ＴＧＧＣＴＣＡＴＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＡＴＡＧＣＧＣ

鉴定 ｔｙ￣５ 基因 ｔｙ￣５￣１７Ｒ ＴＡＡＣＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＡＧＣ 本试验设计

ｔｙ￣５￣１７Ｆ ＧＴＣＴＣＣＧＡＡＡＣＧＴＡＡＴＣＣ

内参 ＮＡＤＰＨ￣Ｒ ＡＣＣＡＣＡＡＡＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＣＣＣＴＴＧ [２２]

ＮＡＤＰＨ￣Ｆ ＡＴＣＡＡＣＧＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＴＧＴ

鉴定 ｔｙ￣５ 表达 ｔｙ￣５Ｒ ＧＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＴＣＣＣＡＧＡＣＣＡＣ 本试验设计

ｔｙ￣５Ｆ ＣＡＡＡＧＡＡＧＧＴＴＣＴＧＣＣＴＴＧＣＧＴＡＴ

１.２.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 数据处理和分析　 利用 ＡＢＩ Ｑｕａ￣
ｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 定量 ＰＣＲ 仪自动

读取循环阈值(Ｃｔ 值)ꎬ根据 ２－△△Ｃｔ法计算各基因的

表达值ꎬ比较各基因在烟粉虱接种处理前后的表达

值ꎮ 利用 ＳＰＳＳ ２０ 软件进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 连锁标记对供试材料所含基因的鉴定

在对基因表达进行分析之前ꎬ利用抗病基因的

连锁标记ꎬ可以对供试材料中所含有的基因进行验

证ꎮ 本研究选用含有 ｔｙ￣５ 的番茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ꎬ
含有 Ｔｙ￣２ 的番茄材料 ＣＬＮ２７７７Ａꎬ以及感病番茄材

料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒꎮ 利用 Ｔｙ￣２ 的连锁标记和 ｔｙ￣５ 的连

锁标记对供试材料进行基因型分析ꎮ 利用 Ｔｙ￣２ 的

连锁标记 Ｔ０３０２Ｒ / Ｆ 进行扩增ꎬ含有纯合 Ｔｙ￣２ 的材

料可以扩增得到 ９５０ ｂｐ 的特征条带ꎬ不含有 Ｔｙ￣２ 的

材料ꎬ其扩增条带为 ８５０ ｂｐꎮ 利用 ｔｙ￣５ 的连锁标记

Ｔｙ￣５￣１７Ｒ / Ｆ 进行扩增ꎬ含有纯合 ｔｙ￣５ 的材料可以扩

增得到 １７２ ｂｐ 的特征条带ꎬ不含有 ｔｙ￣５ 材料的扩增

条带为 １８７ ｂｐꎮ 结果(图 １)表明ꎬＡＶＴＯ１２２７ 中只

含有纯合的 ｔｙ￣５ꎬ不含有 Ｔｙ￣２ꎬＣＬＮ２７７７Ａ 中只含有

纯合的 Ｔｙ￣２ꎬ不含有 ｔｙ￣５ꎬ感病材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 中

不含有抗 ＴＹＬＣＶ 的抗病基因ꎮ
２.２　 ｔｙ￣５基因序列比较分析

利用集群分离分析测序法(ＢＳＡ￣ｓｅｑ)对 Ｆ２代植

Ｍ:１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２、３ 泳道是用 Ｔｙ￣２ 连锁标记分别对 ＡＶ￣
ＴＯ１２２７、Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 和 ＣＬＮ２７７７Ａ 进行扩增的检测结果ꎻ４、５、６
泳道 是 用 ｔｙ￣５ 连 锁 标 记 分 别 对 ＡＶＴＯ１２２７、 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 和

ＣＬＮ２７７７Ａ 进行扩增的检测结果ꎮ
图 １　 各番茄材料所含抗病基因分子标记鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｔｏｍａｔｏ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

株进行分析ꎬ将 ２７ 株抗 ＴＹＬＣＶ 番茄植株的幼叶和

２７ 株感病番茄植株的幼叶等量混合ꎬ分别构建抗病

池和感病池ꎬ然后进行全基因组重测序数据分析ꎮ
选取候选基因ꎬ再对抗病基因进行精细定位ꎬ确定该

基因序列ꎬ并对其进行分离和序列比对ꎮ 通过对基

因的定位ꎬ将 ｔｙ￣５ 定位于番茄 ４ 号染色体 ３１２５５０１
位置ꎬ抗病材料 ＡＶＴＯ１２２７ 中的抗病基因为 ｔｙ￣５ꎬ感
病材料及其他不含有 ｔｙ￣５ 的材料中该位点的基因为

Ｔｙ￣５ꎮ 在该基因位点处的重测序结果如表 ２ 显示ꎮ

７０１１姜　 静等:抗番茄黄化曲叶病基因 ｔｙ￣５ 序列变异及表达分析



表 ２　 ｔｙ￣５基因位点处单核苷酸多态性及其测序深度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄｅｐｔｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ ｌｏｃｕｓ

４ 号染色
体位置

抗池非参考
基因组深度

抗池参考
基因组深度

感池非参考
基因组深度

感池参考
基因组深度

Ｄｅｌｔａ 指数 欧氏距离

３１２５５０１ ３７￣Ｃ ０￣Ａ ６￣Ｃ ２１￣Ａ ０.７７７ ８ １.１００ ０

３１２５９２４ ０￣Ｔ ２７￣Ｔ １３￣Ａ ６￣Ｔ －０.６８４ ２ ０.９６７ ６

３１２５９２５ ２６￣Ｔ ０￣Ａ ６￣Ｔ １３￣Ａ ０.６８４ ２ ０.９６７ ６

　 　 对番茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ 中含有的 ｔｙ￣５ 基因和感

病番茄材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 中 ｔｙ￣５ 基因的等位基因 Ｔｙ￣
５ 进行分离ꎬ测序结果与重测序结果吻合ꎬ在启动子

区域存在 ２ 个相邻碱基的替换ꎬ在基因的编码区域

存在 １ 个碱基的替换(图 ２)ꎮ ＡＶＴＯ１２２７ 的第 ４７ 位

点处的碱基 Ｔ 被替换为 Ｇꎬ从而导致翻译的蛋白质

由缬氨酸转变为甘氨酸ꎮ

Ｒｅｆ:已公布的 Ｈｅｉｎｚ １７０６ 参考基因组序列ꎻＡＶＴＯ１２２７:含有 ｔｙ￣５ 的番茄材料ꎻＭｏｎｅｙｍａｋｅｒ:感番茄黄化曲叶病番茄材料ꎮ
图 ２　 ｔｙ￣５基因序列变异分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ

８０１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ５ 期



２.３　 ｔｙ￣５基因表达变化分析

含有 ｔｙ￣５ 的番茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ 对 ＴＹＬＣＶ 有

抗性ꎬ为了进一步确定该抗病性是由于翻译蛋白差

异导致的ꎬ还是由于启动子序列变异引起 ｔｙ￣５ 表达

水平变化而导致的ꎬ又或者是因为感病材料中 ｔｙ￣５
的等位基因 Ｔｙ￣５ 表达变化所引起的ꎬ对 ｔｙ￣５ 及其等

位基因 Ｔｙ￣５ 的基因表达变化进行研究ꎮ 由于 ｔｙ￣５
和 Ｔｙ￣５ 转录区域只有单核苷酸存在差异ꎬ设计表达

量检测引物 ｔｙ￣５Ｒ / Ｆꎬ对这 ２ 个基因在试验材料中的

表达变化进行分析ꎮ 对各材料接种 ＴＹＬＣＶ 前及接

种 ７ ｄ 后的样品 ｔｙ￣５ 或 Ｔｙ￣５ 的基因表达量变化进行

分析ꎮ 结果(图 ３)表明ꎬ在接种 ＴＹＬＣＶ 前后ꎬＡＶ￣
ＴＯ１２２７ 中 ｔｙ￣５ 的相对表达量没有显著变化ꎬＭｏｎ￣
ｅｙｍａｋｅｒ 和 ＣＬＮ２７７７Ａ 中 Ｔｙ￣５ 的相对表达量同样没

有显著变化ꎮ 可见ꎬｔｙ￣５ 和 Ｔｙ￣５ 启动子区域 ２ 个碱

基的差异并未导致基因表达量的变化ꎬ初步判断ꎬ
ｔｙ￣５ 对 ＴＹＬＣＶ 的抗性是由序列转录区域的核苷酸

差异引起的ꎮ

ＡＶＴＯ１２２７、Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 见图 ２ 注ꎮ ＣＬＮ２７７７Ａ:含有 Ｔｙ￣２ 基因的

番茄材料ꎮ
图 ３　 接种番茄黄化曲叶病毒前后 Ｔｙ￣５基因和 ｔｙ￣５基因表达量

的变化

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ ａｎｄ
ＣＬＮ２７７７Ａ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｔｙ￣５ ｇｅｎｅ ｉｎ ＡＶＴＯ１２２７ ｂｅ￣
ｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＴＹＬＣＶ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

３　 讨 论

目前ꎬ通过育种工作者的共同努力ꎬ培育出一批

对 ＴＹＬＣＶ 具有抗性且品质优良的番茄材料ꎮ 中国

番茄品种中含有的抗 ＴＹＬＣＶ 基因主要有 Ｔｙ￣２、Ｔｙ￣１
及其等位基因 Ｔｙ￣３ꎮ 这些基因在保证番茄生产顺

利开展的过程中发挥重要作用ꎬ但是长期使用这些

基因会使病毒变异ꎬ从而突破植株对 ＴＹＬＣＶ 的抗

性[２３]ꎮ 为了对现有的抗性基因进行补充ꎬ本研究从

亚洲蔬菜发展中心引进了含有新抗病基因 ｔｙ￣５ 的番

茄材料 ＡＶＴＯ１２２７ꎬ接种 ＴＹＣＬＶꎬ并对其抗性进行鉴

定ꎬ证明该基因对 ＴＹＬＣＶ 具有很高的抗性ꎮ 将 ｔｙ￣５
应用到番茄中ꎬ可以对现有的抗 ＴＹＬＣＶ 基因进行补

充ꎬ加强对 ＴＹＬＣＶ 的防治ꎬ对抗 ＴＹＬＣＶ 番茄的培育

和生产具有重要意义ꎮ
对抗病材料中的 ｔｙ￣５ 及其感病材料中的等位基

因 Ｔｙ￣５ 进行基因分离和测序分析ꎬ测序结果与重测

序结果都证实ꎬ与 Ｔｙ￣５ 相比ꎬ ｔｙ￣５ 在其启动子区域

和转录区域都存在碱基替换ꎬ但 ｔｙ￣５ 的抗性是由于

哪个区域变异而导致的尚未清楚ꎮ 本研究通过对接

种 ＴＹＬＣＶ 前后 ｔｙ￣５ 和 Ｔｙ￣５ 的表达变化进行 ｑＰＣＲ
分析ꎬ发现在接种前后ꎬ各材料中 ｔｙ￣５ 及其等位基因

Ｔｙ￣５ 的表达量均未发生显著变化ꎮ 由此推测ꎬ ｔｙ￣５
对 ＴＹＬＣＶ 的抗性并非是由于基因表达水平的变化

所致ꎬ而是由于转录区域的 １ 个单核苷酸突变ꎬ使编

码的氨基酸由缬氨酸转变为甘氨酸ꎬ从而赋予含 ｔｙ￣
５ 番茄植株对 ＴＹＬＣＶ 的抗性ꎮ 目前ꎬ对 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ
中的 Ｔｙ￣５ 正在开展 Ｃｒｉｓｐｒ / ｃａｓ９ 基因编辑试验ꎬ以期

获得 Ｔｙ￣５ 蛋白变异的抗 ＴＹＬＣＶ 植株ꎬ对上述结论

进行进一步的验证ꎮ
根据本研究的结果ꎬ在对 ｔｙ￣５ 基因的功能进行

深入研究时ꎬ可以主要针对转录区域的核苷酸变异ꎬ
明确单核苷酸多态性差异的作用ꎬ为抗病机理的进

一步探索奠定基础ꎮ
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