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本发明公开了SlCYP707A基因作为负调控因

子在提高番茄亚低温抗性中的应用，所述

SlCYP707A基因为SlCYP707A1基因和SlCYP707A2

基因中的至少一个；所述SlCYP707A1基因的核苷

酸序列如SEQ  ID  No.1所示，SlCYP707A2基因的

核苷酸序列如SEQ  ID  No .2所示。本发明利用

CRISPR/Cas9基因编辑技术对SlCYP707A1和

SlCYP707A2基因分别进行定点敲除构建了单突

变体，并利用两个单突变体进行杂交，自交一代

后从F 2代分离出纯合的 S l C Y P 7 0 7 A 1 和

SlCYP707A2双突变体材料，突变体材料在亚低温

环境下生长和抗性更强。
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1.SlCYP707A基因作为负调控因子在提高番茄亚低温抗性中的应用，其特征在于，所述

SlCYP707A基因为SlCYP707A1基因；或者，SlCYP707A1基因和SlCYP707A2基因；

所述SlCYP707A1基因的核苷酸序列如SEQ  ID  No  .1所示，SlCYP707A2基因的核苷酸序

列如SEQ  ID  No  .2所示；

所述应用的途径为通过敲除SlCYP707A1 基因获得单突变体；或者，通过敲除

SlCYP707A1基因或SlCYP707A2基因获得单突变体，将SlCYP707A1基因的单突变体和

SlCYP707A2基因的单突变体进行杂交获得纯合双突变体，使番茄突变体的亚低温抗性提

高。

2.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述敲除的手段为CRISPR/Cas9基因编辑技

术。

3.如权利要求1所述的应用，其特征在于，包括以下步骤：

（1）设计SlCYP707A基因的靶序列，构建CRISPR/Cas9载体；

所述靶序列sgRNA的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5或SEQ  ID  NO.6所示；

（2）构建含步骤(1)所述CRISPR/Cas9载体的农杆菌基因工程菌；

（3）将步骤(2)所述基因工程菌转化番茄子叶，获得不含外源Cas9蛋白且稳定遗传的纯

合单突变体株系。

4.如权利要求3所述的应用，其特征在于，还包括步骤（4）：将SlCYP707A1基因的单突变

体和SlCYP707A2基因的单突变体进行杂交，获得F1代，自交得到F2代，通过测序技术从F2代

分离群体中找到同时缺失SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的纯合双突变体植株。
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SlCYP707A基因作为负调控因子在促进番茄亚低温抗性中的

应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，尤其涉及SlCYP707A基因作为负调控因子在促进番茄

亚低温抗性中的应用。

背景技术

[0002] 番茄是一种喜温蔬菜，在正常条件下，叶片同化作用的最适温度为20℃‑25℃，根

系生长的最适温度为20℃‑22℃。在冬春季节，番茄栽培过程中经常会遇到连续的亚低温

(10℃‑20℃)，番茄在遭遇亚低温时，会表现为植株生长迟缓，茎秆细弱，叶片发黄，根系生

长明显受阻，同时也可能加重其它病害的发生，如根腐病，灰霉病等，从而对后期番茄果实

的品质和产量造成严重威胁。目前，生产上防治低温危害的措施主要有耐寒品种的培育、低

温炼苗、加强栽培管理以及改善棚室的保温能力等。其中，耐寒品种的成功培育可以较大程

度地降低其它防治措施的经济成本和人力成本，因此筛选挖掘重要的低温调控基因对于番

茄的种质培育和栽培管理都具有十分重要的意义。

[0003] 在亚低温环境下，番茄植株的根系生长受阻，根系吸收水分和营养物质的能力大

大降低，进而导致地上部生长发育迟缓，这对植株抗性的产生极为不利。同时，亚低温使光

合作用CO2同化相关的酶钝化，并进而导致光抑制，使植株受到氧化胁迫。已有研究发现，生

长素、细胞分裂素、赤霉素、乙烯、脱落酸等植物激素均参与低温抗性的调控，其中脱落酸

(Abscisic  acid，ABA)是一种抑制生长的植物激素，因能使植物叶子脱落而得名。有大量研

究表明ABA与植物的休眠、促进器官的衰老与脱落、提高植物对非生物逆境的抗性等密切相

关。因此ABA在调控农作物的生长发育和抗逆育种等方面具有重要的研究意义和应用价值。

[0004] 在高等植物体内，脱落酸的降解途径主要是通过ABA的羟基化进行的，首先ABA在

细胞色素单加氧酶CYP707As的催化作用下生成红花菜豆酸(phaseic  acid  PA)，然后PA会

在红花菜豆酸还原酶(phaseic  acid  reductase，PAR)的作用下生成不具有生理活性的二

氢红花菜豆酸(dihydro  phaseic  acid，DPA)。

[0005] CRISPR/Cas9(Clustered  Regularly  Interspaced  Short  Palindromic 

Repeats‑associated  Endonuclease  9)基因编辑技术可以对目标基因进行定点敲除，可以

同时编辑多个位点，从而在短时间内将多个有益性状进行叠加，这对农作物的基因功能研

究以及品种改良具有巨大的应用价值。

发明内容

[0006] 本发明提供了SlCYP707A基因作为负调控因子在提高番茄亚低温抗性中的新用

途，为培育抗亚低温的番茄品种提供了依据。

[0007] 具体技术方案如下：

[0008] 本发明提供了SlCYP707A基因作为负调控因子在提高番茄亚低温抗性中的应用，

所述SlCYP707A基因为SlCYP707A1基因和SlCYP707A2基因中的至少一个；所述SlCYP707A1
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基因的核苷酸序列如SEQ  ID  No.1所示，SlCYP707A2基因的核苷酸序列如SEQ  ID  No.2所

示。

[0009] SlCYP707A1基因的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3所示；SlCYP707A2基因的氨基酸序

列如SEQ  ID  No.4所示。

[0010] 敲除SlCYP707A1或SlCYP707A2基因对番茄常温(22℃/20℃)的生长表型无明显影

响，但在亚低温(16℃/12℃)环境下，两个基因的单突变体根系生长明显强于对照组，而两

个基因共同突变后，根系发育则更加旺盛；同时SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和

双突变体在亚低温下的地上部生物量和根冠比也都有明显的增加；亚低温处理后，

SlCYP707A1和SlCYP707A2基因敲除植株抗性显著增强，主要表现为叶片最大光化学效率

(Fv/Fm)提高，叶片相对电解质渗透率降低。

[0011] 进一步地，所述应用的途径为通过敲除SlCYP707A1基因或SlCYP707A2基因获得单

突变体，或者将SlCYP707A1基因的单突变体和SlCYP707A2基因的单突变体进行杂交获得纯

合双突变体，使番茄突变体的亚低温抗性提高。

[0012] 更进一步地，所述应用的途径为通过敲除SlCYP707A1基因或SlCYP707A2基因获得

单突变体，或者将SlCYP707A1基因的单突变体和SlCYP707A2基因的单突变体进行杂交获得

纯合双突变体，降低叶片相对电解质渗透率和/或最大光化学效率，从而提高番茄突变体的

亚低温抗性。

[0013] 进一步地，所述敲除的手段为CRISPR/Cas9基因编辑技术。

[0014] 本发明通过实验观察发现，SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的单突变和双突变后，

常温下的株高、茎粗、地上部和地下部的生物量无明显变化，但在亚低温处理后，与对照组

相比，突变体材料根系生长更好，地上部生物量、地下部生物量以及根冠比均有明显增加，

双突变体比单突变体长势更好。

[0015] 本发明还通过抗性表型分析明确了SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的单突变和双

突变后植株抗性显著提高，表现为突变体与对照组相比，叶片最大光化学效率(Fv/Fm)提

高，叶片相对电解质渗透率降低，并且双突变体的抗性要强于单突变体。该发现为利用ABA

降解关键基因CYP707As创制番茄抗低温种质提供了新的思路。

[0016] 进一步地，所述应用包括以下步骤：

[0017] (1)设计SlCYP707A基因的靶序列，构建CRISPR/Cas9载体；

[0018] 所述靶序列sgRNA1的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5或SEQ  ID  NO.6所示；

[0019] (2)构建含步骤(1)所述CRISPR/Cas9载体的农杆菌基因工程菌；

[0020] (3)将步骤(2)所述基因工程菌转化番茄子叶，获得不含外源Cas9蛋白且稳定遗传

的纯合单突变体株系。

[0021] 进一步地，还包括步骤(4)：将缺失SlCYP707A1基因的单突变体和缺失SlCYP707A2

基因的单突变体进行杂交，获得F1代，自交得到F2代，通过测序技术从F2代分离群体中找到

同时缺失SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的纯合双突变体植株。

[0022] 鉴于上述发现，可以以SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的双突变体株系为父本，与

性状优良但低温抗性有待改良的品种为母本进行杂交，再与母本进行多代回交后自交，在

后代群体中可以筛选综合性状更加优良的品种。

[0023] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：
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[0024] (1)本发明利用CRISPR/Cas9基因编辑技术对SlCYP707A1和SlCYP707A2基因分别

进行定点敲除构建了单突变体，并利用两个单突变体进行杂交，自交一代后从F2代分离出

纯合的SlCYP707A1和SlCYP707A2双突变体材料，突变体材料在亚低温环境下生长和抗性更

强。

[0025] (2)本发明利用基因编辑技术，获得了SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的单突变体

和双突变体，经一系列的生长表型观察和抗性实验验证，亚低温处理后与对照组番茄相比，

SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体地上部和地下部的生物量明显提高，根

冠比增加，抗性增强。本发明不仅有助于深入理解逆境胁迫下ABA对植物生长发育的调控功

能及作用机制，结合杂交选育也可为亚低温下植株生长加强型番茄种质的培育提供新途

径。

[0026] (3)本发明提供的应用方法可应用于普通番茄的低温抗性育种，具有高效快速，简

便易行的优点。

附图说明

[0027] 图1为实施例1中SlCYP707A1和SlCYP707A2基因在番茄不同组织部位的表达。

[0028] 图2为CRISPR介导的SlCYP707A1和SlCYP707A2基因序列突变；其中，sgRNA‑

SlCYP707A1纯合子株系缺失11bp碱基，sgRNA‑SlCYP707A2纯合子株系缺失5bp碱基。

[0029] 图3为SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体在常温和亚低温下的植

株生长表型；其中，WT为野生型，以野生型番茄WT作为对照，cyp707a1和cyp707a2为单突变

体；cyp707a1/a2为双突变体。

[0030] 图4为SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体在常温和亚低温下的各

生长指标结果；其中，WT为野生型，以野生型番茄WT作为对照，cyp707a1和cyp707a2为单突

变体；cyp707a1/a2为双突变体。

[0031] 图5为SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体在亚低温处理后的叶片

最大光化学效率(Fv/Fm)和叶片电解质渗透率的结果；其中，以野生型番茄WT作为对照；实

验采用随机设计，设置3个重复，每个重复使用6棵苗，数据使用SAS软件进行分析，不同处理

之间若存在显著差异(P<0.05)，以不同的字母标注。

具体实施方式

[0032] 下面结合具体实施例对本发明作进一步描述，以下列举的仅是本发明的具体实施

例，但本发明的保护范围不仅限于此。

[0033] 实施例1  qRT‑PCR分析SlCYP707A1和SlCYP707A2基因在番茄不同组织器官中的表

达

[0034] 利用qRT‑PCR研究SlCYP707A1和SlCYP707A2基因的表达模式。

[0035] 具体方法如下：

[0036] 利用 480II荧光定量PCR仪(Roche,Swiss)进行检测。反应体系详见2

×SYBR  Green  Supermix(Vazyme)说明书。

[0037] SlCYP707A1基因的特异性引物为(SlCYP707A1‑F：5'‑GTCCAGGGAATGAACTTGCC‑3'；

SlCYP707A1‑R：5 '‑TTGCAGCTAGTCCACCCAAT‑3 ')，SlCYP707A2基因的特异性引物为
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(S l C Y P 7 0 7 A 2 ‑ F ：5 '‑ C T C G G G T C A T T C A T G G G A G A ‑ 3 '；S l C Y P 7 0 7 A 2 ‑ R ：5 '‑

AGCAGTAGTGTCTCGAGCTG‑3')利用2‑ΔΔCt法计算基因相对表达水平。

[0038] 结果发现：SlCYP707A1和SlCYP707A2基因在不同组织中均有表达，SlCYP707A1在

叶中表达量最高，其次为顶芽、侧芽、茎，在根中的表达量最低。SlCYP707A2在根中表达量最

高，而顶芽、侧芽、叶和茎中的表达量相对较低。

[0039] 实施例2

[0040] 一、SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体的获取

[0041] 为明确SlCYP707A1和SlCYP707A2基因缺失对番茄植株生长和低温抗性的影响，我

们分别设计了SlCYP707A1和SlCYP707A2的靶标序列sgRNA1和sgRNA2，通过酶切连接构建

pCAMBIA1301‑U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/A2‑35S‑Cas9SK载体。上述载体通过遗传转化导

入番茄植株，利用CRISPR/Cas9技术分别敲除SlCYP707A1和SlCYP707A2来研究其功能。

[0042] 具体步骤为：

[0043] 利用CRISPR‑P网站(http://cbi.hzau.edu.cn/cgi‑bin/CRISPR)设计SlCYP707A1

基因的靶序列sgRNA1：5'‑TTCCTCCTGGATCAATGGGA‑3'和SlCYP707A2基因的靶序列sgRNA2：

5'‑AAGAAATTGCCACTTCCTCC‑3'。

[0044] 将合成的sgRNA1和sgRNA2序列(单链)进行退火，形成双链sgRNA，同时其两端具有

Bbs  I限制性内切酶酶切位点。将形成的sgRNA分别与通过Bbs  I限制性内切酶酶切的AtU6‑

26SK载体进行连接，提取阳性质粒备用，命名U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP  707A1‑SK和U6‑26‑

sgRNA1‑SlCYP707A2‑SK。利用Kpn  I与Sal  I限制性内切酶对U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/

A2‑SK和35S‑Cas9SK载体进行双酶切，将各自酶切产物回收并连接。菌液PCR检测，测序验证

阳性克隆，提取阳性质粒备用，命名为U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/A2‑35S‑cas9SK。

[0045] 利用Kpn  I与Xba  I限制性内切酶对U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/A2‑35S‑cas9SK和

pCAMBIA1301载体进行双酶切，U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/A2‑35S‑cas9SK回收约6kb的条

带，连接到酶切过的pCAMBIA1301载体上。连接产物转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，挑取单

菌落，在含50mg/L卡那霉素(Kan)的液体LB培养基中，37℃，200rpm振荡培养过夜。在

pCAMBIA1301载体的5’端设计引物进行菌液PCR检测(约550bp)。测序验证阳性克隆，提取阳

性质粒，命名为pCAMBIA1301‑U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1‑35S‑cas9SK和pCAMBIA1301‑U6‑

26‑sgRNA1‑SlCYP707A2‑35S‑cas9SK。

[0046] 将上述载体转进GV3101农杆菌侵染普通番茄子叶，通过植物组织培养技术获得转

化pCAMBIA1301‑U6‑26‑sgRNA1‑SlCYP707A1/A2‑35S‑cas9SK敲除载体的抗性芽，生根培养

后移栽，自交一代后，分离鉴定SlCYP707A1和SlCYP707A2基因纯合突变植株。

[0047] 将SlCYP707A1和SlCYP707A2基因纯合突变植株进行杂交获得F1代，自交得到F2

代，从分离群体中通过测序验证同时具有SlCYP707A1和SlCYP707A2基因纯合突变的植株作

为双突变体留种用于后续实验研究。

[0048] 二、SlCYP707A1和SlCYP707A2基因突变体在常温和亚低温下的生长表型观察和生

长指标测定

[0049] 在常温和亚低温下对SlCYP707A1和SlCYP707A2基因突变体的生长表型进行观察，

并测定生长指标；

[0050] 具体操作如下：
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[0051] 以普通(野生型，WT)番茄(Solanum  lycopersicum  cv .Condine  Red)和

SlCYP707A1和SlCYP707A2基因单突变体和双突变体为实验材料。将种子浸泡在50℃温水

15min，之后放置在28℃恒速摇床(200rpm/min)2天左右，每天换一次水，待种子胚根长至

1cm左右时，播种于装有草炭：蛭石＝2：1的72孔穴盘中。将穴盘放置于植物生长室，生长条

件为：光周期12h/12h，环境温度22℃/20℃，相对湿度为75％左右，平均光强为200μmol  m‑

2s‑1。营养液为1/2Hoagland营养液。待幼苗长到三叶一心时，将其单株移栽到塑料钵中培

养，培养条件同上，一周后将移出的番茄苗平均分成两份。其中一批苗按照原来的培养条

件，另一批苗转移至人工气候箱，光照，水肥等条件不变，环境温度为16℃/12℃，处理10后，

同时对常温和亚低温处理的番茄苗进行观察与统计。

[0052] 生长指标观察与测定方法：从每种材料中挑选长势一致的材料进行统计，株高统

计以植株子叶开始，至顶芽的植株高度；茎粗统计利用游标卡尺测量一二叶节间茎的直径；

生物量统计以根茎交界处为分割点，称量地上部与地下部的质量；根长的统计以根茎交界

处为起始位置，束拢根系，最末端为终点测量长度；每个处理包含6个生物重复。

[0053] 结果：SlCYP707A1和SlCYP707A2基因敲除番茄突变体常温下生长表型与对照组

(WT)无明显差异，但在亚低温处理后表现为：植株地下部生物量，地上部生物量和根冠比增

加。

[0054] 三、SlCYP707A1和SlCYP707A2基因突变体在亚低温处理后的抗性指标观察与测定

[0055] 为了探究亚低温环境对番茄SlCYP707A1和SlCYP707A2基因敲除突变体光合效率

和叶片电解质渗透率的影响，对野生型(WT)和突变体植株进行16℃/12℃的亚低温处理。

[0056] 相对电解质渗透率的测定：将叶片平行主叶脉剪成0.5cm宽的长条，称取0.2g放置

在装有20mL  ddH2O的50ml离心管中，在28℃恒温摇床(200rpm/min)孵育2h后，用数显电导

率仪(DDS‑11A，杭州奥立龙仪器有限公司)测定其电导率为EC1。然后将装有样品的离心管

放置在100℃水浴锅中半个小时，待冷却后再次测定电导率，测定值为EC2；最后计算相对电

解质渗透率EC(％)＝EC1/EC2×100％。

[0057] 叶片最大光化学效率的测定：将番茄植株避光暗处理半个小时，选取从上往下第

二、三节位叶片，利用Imaging  PAM荧光成像系统(IMAG‑MAX/L,Germany)进行叶绿素荧光测

定，得到最大光化学效率(Fv/Fm)等叶绿素荧光参数。

[0058] 结果：与对照植株相比，SlCYP707A1和SlCYP707A2基因敲除突变体抗性明显提高，

表现为叶片相对电解质渗透率降低，最大光化学效率(Fv/Fm)提高，双突变体比单突变体抗

性更好。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  安庆市长三角未来产业研究院

[0003] 浙江大学

[0004] <120>  SlCYP707A基因作为负调控因子在促进番茄亚低温抗性中的应用

[0005] <160>  10

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  1431

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  番茄(Solanum  lycopersicum  L.)

[0011] <400>  1

[0012] atggttaatt  actttgaaat  atttctctat  atctctatgt  ttgttcttgg  ttacttgtct  60

[0013] tattattttt  gttttggcaa  aaataacaat  tcatcatcca  agaaaaatgc  ttataaactt  120

[0014] cctcctggat  caatgggatg  gccttatatt  ggtgaaactc  ttcaacttta  ctctcaagac  180

[0015] cctaatgcct  tcttcattaa  taggcaaaga  aggtttggtg  aaatttttaa  gacaaaaatt  240

[0016] ctaggttgtc  catgtgtgat  gttggcaagt  ccagaagctg  ctagatttgt  actagtgaac  300

[0017] caagcaaatt  tgtttaagcc  aacttatcct  aaaagtaaag  agaatttaat  tggtcaatct  360

[0018] gcaatttttt  ttcatcaagg  agattatcat  aatcacctta  gaaaacttgt  tcaagctcct  420

[0019] ttaaatccag  aatccattcg  aaatcaaatc  ccttatatcg  aagaattatc  gatttctgca  480

[0020] ttgaattcct  gggttggagg  acatgttgtc  aacacttatc  atgagatgaa  aaagttttct  540

[0021] tttgaagtag  gtatacttgc  tatatttgga  catttggatg  gtcatgttaa  ggaagaattg  600

[0022] aagaagaatt  atagcatagt  tgataaaggt  tataattcat  ttccaataaa  tttgccaggg  660

[0023] actctttaca  gaaaagccct  tcaagcaaga  aagaaacttg  ggaagatttt  gagtgaaata  720

[0024] ataagagaaa  tgaaggagaa  gaagacacta  gaaaaagggt  tgttgagttg  tttcttgaat  780

[0025] gctaaagaag  aaaaaggatt  tttggtatta  aatgaagatc  aaattgctga  taatataatt  840

[0026] ggagttttat  ttgctgcaca  agatacaaca  gcaagtgttt  taacttggat  tataaagtat  900

[0027] cttcatgata  atccaaagct  tcttgagtgt  gtcaaggctg  aacagaaagt  tatttggcag  960

[0028] tcaaatgaac  aagaaaatca  tgggttgaca  tggacacaaa  caagaaagat  gcctatcact  1020

[0029] agcagggttg  ttttggagac  actgagaatg  gctagtatca  tatcttttgc  atttagagag  1080

[0030] gctgtagctg  atgtggaata  caaaggatac  ctaattccaa  aaggatggaa  ggtgatgcct  1140

[0031] ttgttcagaa  atattcatca  caacccagag  ttctttcctg  atccacaaaa  atttgatcct  1200

[0032] tcaagatttg  agaatgcgcc  gaaacccaat  acatttatgc  catttggcag  tggtgtacat  1260

[0033] gcttgtccag  ggaatgaact  tgccaagctg  gaaattctca  ttatgacaca  tcatctagtc  1320

[0034] actaaattca  ggtgggaagt  ggtaggatct  ggtagtggca  ttcaatatgg  accattccca  1380

[0035] gtcccattgg  gtggactagc  tgcaagattt  tggaaaacta  catcaaccta  a          1431

[0036] <210>  2

[0037] <211>  1410

[0038] <212>  DNA

[0039] <213>  番茄(Solanum  lycopersicum  L.)

[0040] <400>  2

[0041] atggaatttg  tttctatgtt  gtgtttgttt  actttcattt  ctttaactct  tcttctaatc  60
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[0042] cattctatct  tcaaattctt  ggcctttgct  tccaagaaat  tgccacttcc  tcctggtact  120

[0043] ttaggtttac  cttatattgg  tgaaaccttc  caactctact  cacaaaatcc  caatgttttc  180

[0044] tttgcttcca  aagtcaaaaa  gtatggttca  attttcaaga  cttacatatt  gggttgtcct  240

[0045] tgtgtaatga  tatcaagtcc  agaggcagct  aaacaagttt  tggtcacaaa  ggctaatttg  300

[0046] tttaagccta  catttcctgc  tagcaaagaa  agaatgctgg  gaaaacaagc  aattttcttt  360

[0047] catcaaggtg  attatcatgc  caaattgaga  aaattagtcc  tccaggcttt  caagcccgat  420

[0048] tctatcagaa  acatcatccc  cgacattgaa  tccatcgcga  taacatcact  cgaatcattt  480

[0049] caaggaagat  tgatcaacac  ttatcaagaa  atgaagacat  atacattcaa  tgtggcattg  540

[0050] atttcgatat  ttggtaaaga  tgaatttcta  tacagagagg  agctcaagaa  atgttactac  600

[0051] attctcgaaa  aaggatacaa  ttcgatgcca  attaatctcc  ccggtacact  cttcaacaaa  660

[0052] gcaatgaaag  cgaggaaaga  gctagctaaa  atcgttgcca  aaatcatctc  gactagacga  720

[0053] gaaatgaaga  ttgatcatgg  cgatttgctc  gggtcattca  tgggagataa  agaaggactc  780

[0054] actgacgaac  aaattgcaga  taatgtaatc  ggagtcatct  ttgcagctcg  agacactact  840

[0055] gctagtgttc  ttacatggat  cctcaaatac  cttggagaaa  atcccagtgt  cctacaagct  900

[0056] gtcacagaag  agcaagagaa  cataatgaga  aaaaaagagg  tgaatggtga  agaaaaagtt  960

[0057] ttaaattggc  aagatacaag  acaaatgcca  atgacaacaa  gagttattca  agaaacactt  1020

[0058] agagttgctt  caattttatc  attcacattt  agagaagctg  ttgaagatgt  tgaatttgaa  1080

[0059] ggatatttaa  tacctaaagg  atggaaagta  ttaccactct  ttaggaatat  tcatcatagt  1140

[0060] ccagacaatt  ttcctgaacc  agagaaattt  gatccttcaa  gatttgaggt  gtcaccaaaa  1200

[0061] cccaatacat  tcatgccatt  tggcaatggg  gtccactcat  gtccagggaa  tgacttagcc  1260

[0062] aagctggaga  ttttgatcct  tgtacatcat  ctgaccacaa  agtacaggtg  gtctatggtg  1320

[0063] ggcccacaaa  atggaattca  gtatgggcca  tttgctcttc  cccaaaatgg  tttacccatt  1380

[0064] aaactctctc  tcaaaacatc  atcaacataa                                   1410

[0065] <210>  3

[0066] <211>  476

[0067] <212>  PRT

[0068] <213>  番茄(Solanum  lycopersicum  L.)

[0069] <400>  3

[0070] Met  Val  Asn  Tyr  Phe  Glu  Ile  Phe  Leu  Tyr  Ile  Ser  Met  Phe  Val  Leu

[0071] 1               5                   10                  15

[0072] Gly  Tyr  Leu  Ser  Tyr  Tyr  Phe  Cys  Phe  Gly  Lys  Asn  Asn  Asn  Ser  Ser

[0073]             20                  25                  30

[0074] Ser  Lys  Lys  Asn  Ala  Tyr  Lys  Leu  Pro  Pro  Gly  Ser  Met  Gly  Trp  Pro

[0075]         35                  40                  45

[0076] Tyr  Ile  Gly  Glu  Thr  Leu  Gln  Leu  Tyr  Ser  Gln  Asp  Pro  Asn  Ala  Phe

[0077]     50                  55                  60

[0078] Phe  Ile  Asn  Arg  Gln  Arg  Arg  Phe  Gly  Glu  Ile  Phe  Lys  Thr  Lys  Ile

[0079] 65                  70                  75                  80

[0080] Leu  Gly  Cys  Pro  Cys  Val  Met  Leu  Ala  Ser  Pro  Glu  Ala  Ala  Arg  Phe

[0081]                 85                  90                  95

[0082] Val  Leu  Val  Asn  Gln  Ala  Asn  Leu  Phe  Lys  Pro  Thr  Tyr  Pro  Lys  Ser

[0083]             100                 105                 110
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[0084] Lys  Glu  Asn  Leu  Ile  Gly  Gln  Ser  Ala  Ile  Phe  Phe  His  Gln  Gly  Asp

[0085]         115                 120                 125

[0086] Tyr  His  Asn  His  Leu  Arg  Lys  Leu  Val  Gln  Ala  Pro  Leu  Asn  Pro  Glu

[0087]     130                 135                 140

[0088] Ser  Ile  Arg  Asn  Gln  Ile  Pro  Tyr  Ile  Glu  Glu  Leu  Ser  Ile  Ser  Ala

[0089] 145                 150                 155                 160

[0090] Leu  Asn  Ser  Trp  Val  Gly  Gly  His  Val  Val  Asn  Thr  Tyr  His  Glu  Met

[0091]                 165                 170                 175

[0092] Lys  Lys  Phe  Ser  Phe  Glu  Val  Gly  Ile  Leu  Ala  Ile  Phe  Gly  His  Leu

[0093]             180                 185                 190

[0094] Asp  Gly  His  Val  Lys  Glu  Glu  Leu  Lys  Lys  Asn  Tyr  Ser  Ile  Val  Asp

[0095]         195                 200                 205

[0096] Lys  Gly  Tyr  Asn  Ser  Phe  Pro  Ile  Asn  Leu  Pro  Gly  Thr  Leu  Tyr  Arg

[0097]     210                 215                 220

[0098] Lys  Ala  Leu  Gln  Ala  Arg  Lys  Lys  Leu  Gly  Lys  Ile  Leu  Ser  Glu  Ile

[0099] 225                 230                 235                 240

[0100] Ile  Arg  Glu  Met  Lys  Glu  Lys  Lys  Thr  Leu  Glu  Lys  Gly  Leu  Leu  Ser

[0101]                 245                 250                 255

[0102] Cys  Phe  Leu  Asn  Ala  Lys  Glu  Glu  Lys  Gly  Phe  Leu  Val  Leu  Asn  Glu

[0103]             260                 265                 270

[0104] Asp  Gln  Ile  Ala  Asp  Asn  Ile  Ile  Gly  Val  Leu  Phe  Ala  Ala  Gln  Asp

[0105]         275                 280                 285

[0106] Thr  Thr  Ala  Ser  Val  Leu  Thr  Trp  Ile  Ile  Lys  Tyr  Leu  His  Asp  Asn

[0107]     290                 295                 300

[0108] Pro  Lys  Leu  Leu  Glu  Cys  Val  Lys  Ala  Glu  Gln  Lys  Val  Ile  Trp  Gln

[0109] 305                 310                 315                 320

[0110] Ser  Asn  Glu  Gln  Glu  Asn  His  Gly  Leu  Thr  Trp  Thr  Gln  Thr  Arg  Lys

[0111]                 325                 330                 335

[0112] Met  Pro  Ile  Thr  Ser  Arg  Val  Val  Leu  Glu  Thr  Leu  Arg  Met  Ala  Ser

[0113]             340                 345                 350

[0114] Ile  Ile  Ser  Phe  Ala  Phe  Arg  Glu  Ala  Val  Ala  Asp  Val  Glu  Tyr  Lys

[0115]         355                 360                 365

[0116] Gly  Tyr  Leu  Ile  Pro  Lys  Gly  Trp  Lys  Val  Met  Pro  Leu  Phe  Arg  Asn

[0117]     370                 375                 380

[0118] Ile  His  His  Asn  Pro  Glu  Phe  Phe  Pro  Asp  Pro  Gln  Lys  Phe  Asp  Pro

[0119] 385                 390                 395                 400

[0120] Ser  Arg  Phe  Glu  Asn  Ala  Pro  Lys  Pro  Asn  Thr  Phe  Met  Pro  Phe  Gly

[0121]                 405                 410                 415

[0122] Ser  Gly  Val  His  Ala  Cys  Pro  Gly  Asn  Glu  Leu  Ala  Lys  Leu  Glu  Ile

[0123]             420                 425                 430

[0124] Leu  Ile  Met  Thr  His  His  Leu  Val  Thr  Lys  Phe  Arg  Trp  Glu  Val  Val

[0125]         435                 440                 445
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[0126] Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Ile  Gln  Tyr  Gly  Pro  Phe  Pro  Val  Pro  Leu  Gly

[0127]     450                 455                 460

[0128] Gly  Leu  Ala  Ala  Arg  Phe  Trp  Lys  Thr  Thr  Ser  Thr

[0129] 465                 470                 475

[0130] <210>  4

[0131] <211>  469

[0132] <212>  PRT

[0133] <213>  番茄(Solanum  lycopersicum  L.)

[0134] <400>  4

[0135] Met  Glu  Phe  Val  Ser  Met  Leu  Cys  Leu  Phe  Thr  Phe  Ile  Ser  Leu  Thr

[0136] 1               5                   10                  15

[0137] Leu  Leu  Leu  Ile  His  Ser  Ile  Phe  Lys  Phe  Leu  Ala  Phe  Ala  Ser  Lys

[0138]             20                  25                  30

[0139] Lys  Leu  Pro  Leu  Pro  Pro  Gly  Thr  Leu  Gly  Leu  Pro  Tyr  Ile  Gly  Glu

[0140]         35                  40                  45

[0141] Thr  Phe  Gln  Leu  Tyr  Ser  Gln  Asn  Pro  Asn  Val  Phe  Phe  Ala  Ser  Lys

[0142]     50                  55                  60

[0143] Val  Lys  Lys  Tyr  Gly  Ser  Ile  Phe  Lys  Thr  Tyr  Ile  Leu  Gly  Cys  Pro

[0144] 65                  70                  75                  80

[0145] Cys  Val  Met  Ile  Ser  Ser  Pro  Glu  Ala  Ala  Lys  Gln  Val  Leu  Val  Thr

[0146]                 85                  90                  95

[0147] Lys  Ala  Asn  Leu  Phe  Lys  Pro  Thr  Phe  Pro  Ala  Ser  Lys  Glu  Arg  Met

[0148]             100                 105                 110

[0149] Leu  Gly  Lys  Gln  Ala  Ile  Phe  Phe  His  Gln  Gly  Asp  Tyr  His  Ala  Lys

[0150]         115                 120                 125

[0151] Leu  Arg  Lys  Leu  Val  Leu  Gln  Ala  Phe  Lys  Pro  Asp  Ser  Ile  Arg  Asn

[0152]     130                 135                 140

[0153] Ile  Ile  Pro  Asp  Ile  Glu  Ser  Ile  Ala  Ile  Thr  Ser  Leu  Glu  Ser  Phe

[0154] 145                 150                 155                 160

[0155] Gln  Gly  Arg  Leu  Ile  Asn  Thr  Tyr  Gln  Glu  Met  Lys  Thr  Tyr  Thr  Phe

[0156]                 165                 170                 175

[0157] Asn  Val  Ala  Leu  Ile  Ser  Ile  Phe  Gly  Lys  Asp  Glu  Phe  Leu  Tyr  Arg

[0158]             180                 185                 190

[0159] Glu  Glu  Leu  Lys  Lys  Cys  Tyr  Tyr  Ile  Leu  Glu  Lys  Gly  Tyr  Asn  Ser

[0160]         195                 200                 205

[0161] Met  Pro  Ile  Asn  Leu  Pro  Gly  Thr  Leu  Phe  Asn  Lys  Ala  Met  Lys  Ala

[0162]     210                 215                 220

[0163] Arg  Lys  Glu  Leu  Ala  Lys  Ile  Val  Ala  Lys  Ile  Ile  Ser  Thr  Arg  Arg

[0164] 225                 230                 235                 240

[0165] Glu  Met  Lys  Ile  Asp  His  Gly  Asp  Leu  Leu  Gly  Ser  Phe  Met  Gly  Asp

[0166]                 245                 250                 255

[0167] Lys  Glu  Gly  Leu  Thr  Asp  Glu  Gln  Ile  Ala  Asp  Asn  Val  Ile  Gly  Val
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[0168]             260                 265                 270

[0169] Ile  Phe  Ala  Ala  Arg  Asp  Thr  Thr  Ala  Ser  Val  Leu  Thr  Trp  Ile  Leu

[0170]         275                 280                 285

[0171] Lys  Tyr  Leu  Gly  Glu  Asn  Pro  Ser  Val  Leu  Gln  Ala  Val  Thr  Glu  Glu

[0172]     290                 295                 300

[0173] Gln  Glu  Asn  Ile  Met  Arg  Lys  Lys  Glu  Val  Asn  Gly  Glu  Glu  Lys  Val

[0174] 305                 310                 315                 320

[0175] Leu  Asn  Trp  Gln  Asp  Thr  Arg  Gln  Met  Pro  Met  Thr  Thr  Arg  Val  Ile

[0176]                 325                 330                 335

[0177] Gln  Glu  Thr  Leu  Arg  Val  Ala  Ser  Ile  Leu  Ser  Phe  Thr  Phe  Arg  Glu

[0178]             340                 345                 350

[0179] Ala  Val  Glu  Asp  Val  Glu  Phe  Glu  Gly  Tyr  Leu  Ile  Pro  Lys  Gly  Trp

[0180]         355                 360                 365

[0181] Lys  Val  Leu  Pro  Leu  Phe  Arg  Asn  Ile  His  His  Ser  Pro  Asp  Asn  Phe

[0182]     370                 375                 380

[0183] Pro  Glu  Pro  Glu  Lys  Phe  Asp  Pro  Ser  Arg  Phe  Glu  Val  Ser  Pro  Lys

[0184] 385                 390                 395                 400

[0185] Pro  Asn  Thr  Phe  Met  Pro  Phe  Gly  Asn  Gly  Val  His  Ser  Cys  Pro  Gly

[0186]                 405                 410                 415

[0187] Asn  Asp  Leu  Ala  Lys  Leu  Glu  Ile  Leu  Ile  Leu  Val  His  His  Leu  Thr

[0188]             420                 425                 430

[0189] Thr  Lys  Tyr  Arg  Trp  Ser  Met  Val  Gly  Pro  Gln  Asn  Gly  Ile  Gln  Tyr

[0190]         435                 440                 445

[0191] Gly  Pro  Phe  Ala  Leu  Pro  Gln  Asn  Gly  Leu  Pro  Ile  Lys  Leu  Ser  Leu

[0192]     450                 455                 460

[0193] Lys  Thr  Ser  Ser  Thr

[0194] 465

[0195] <210>  5

[0196] <211>  20

[0197] <212>  DNA

[0198] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0199] <400>  5

[0200] ttcctcctgg  atcaatggga  20

[0201] <210>  6

[0202] <211>  20

[0203] <212>  DNA

[0204] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0205] <400>  6

[0206] aagaaattgc  cacttcctcc  20

[0207] <210>  7

[0208] <211>  20

[0209] <212>  DNA
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[0210] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0211] <400>  7

[0212] gtccagggaa  tgaacttgcc  20

[0213] <210>  8

[0214] <211>  20

[0215] <212>  DNA

[0216] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0217] <400>  8

[0218] ttgcagctag  tccacccaat  20

[0219] <210>  9

[0220] <211>  20

[0221] <212>  DNA

[0222] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0223] <400>  9

[0224] ctcgggtcat  tcatgggaga  20

[0225] <210>  10

[0226] <211>  20

[0227] <212>  DNA

[0228] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0229] <400>  10

[0230] agcagtagtg  tctcgagctg  20
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图3
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图5
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