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果实具有黄色和红色区段的番茄植物

(57)摘要

本发明涉及果实具有红色和黄色区段的番

茄植物，所述红色和黄色区段遍布于从内部种子

区域贯穿果实直到表皮最外层的范围内。本发明

公开了这种称为阿莱基诺的表型与八氢番茄红

素合成酶1(Psy1)基因内的插入突变有关。
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1.一种用于产生番茄栽培品种的方法，所述番茄栽培品种产生具有阿莱基诺表型的果

实，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表皮的范围内，所述

方法包括：

a.将包含八氢番茄红素合成酶1的rarl等位基因的遗传元件引入到产生红色果实的番

茄栽培品种或其部分中，所述rarl等位基因在位于Psy1基因的外显子8和外显子9之间的内

含子8内包含插入，所述Psy1基因具有SEQ  ID  NO：6中示出的核酸序列，其中所述插入包含

转座子，所述转座子的核酸序列在SEQ  ID  NO：3中示出并且在3’端侧接有选自SEQ  ID  NO：1

或SEQ  ID  NO：2的核酸序列，并且其中所述插入产生外显子9缺失的Psy1的非功能性剪接变

体，使得功能蛋白的翻译受损；以及

b.自交包含所述rarl等位基因的番茄植物，

由此产生具有阿莱基诺表型的果实。

2.权利要求1的方法，其中所述遗传元件是通过使所述产生红色果实的番茄栽培品种

与包含所述遗传元件的供体番茄植物杂交以提供后代栽培番茄植物来引入的。

3.权利要求2的方法，所述方法进一步包括以下步骤：

a.检查从各后代栽培番茄植物或其部分获得的核酸样品中rarl等位基因的存在；

b.选择包含所述rarl等位基因的后代栽培番茄植物；以及

c.检查由步骤(b)中所选择的植物产生的果实，并选出产生具有阿莱基诺表型的果实

的栽培番茄植物。

4.权利要求2的方法，其中所述遗传元件是通过用所述遗传元件转化产生红色果实的

番茄栽培品种的多个细胞来引入的。

5.权利要求4的方法，所述方法进一步包括：

a.检查从各转化细胞获得的核酸样品中rarl等位基因的存在；

b.选择包含所述rarl等位基因的多个细胞；

c.使所述多个转化细胞再生以获得包含所述rarl等位基因的多个转基因植物；以及

d.检查由所述转基因植物产生的果实，并选择产生具有所述阿莱基诺表型的果实的植

物。

6.权利要求3和5任一项的方法，其中检查所述核酸样品中所述rarl等位基因的存在是

通过扩增包含SEQ  ID  NO：7所示的核酸序列的rarl等位基因标记来进行的。

7.权利要求6的方法，其中使用包含SEQ  ID  NO：10和SEQ  ID  NO：11所示的核酸序列的

一对引物来扩增所述rarl等位基因标记。

8.权利要求3和5任一项的方法，其中检查所述核酸样品中所述rarl等位基因的存在是

通过扩增具有SEQ  ID  NO：3所示的核酸序列的转座子序列来进行的。

9.权利要求8的方法，其中使用包含SEQ  ID  NO：12和SEQ  ID  NO：13所示的核酸序列的

一对引物来扩增所述转座子。

10.权利要求3和5任一项的方法，其中检查所述核酸样品中所述rarl等位基因的存在是

通过扩增所述Psy1等位基因内的转座子插入的3’基因组连接来进行的。

11.权利要求10的方法，其中使用包含SEQ  ID  NO：14和SEQ  ID  NO：11所示的核酸序列

的一对引物来扩增所述3’基因组连接。

12.权利要求3和5任一项的方法，其中检查所述核酸样品中所述rarl等位基因的存在是
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通过扩增所述Psy1等位基因内的转座子插入的5'基因组连接来进行的。

13.权利要求12的方法，其中使用包含SEQ  ID  NO：15和SEQ  ID  NO：16所示的核酸序列

的一对引物来扩增所述5'基因组连接。

14.一种用于产生番茄栽培品种的方法，所述番茄栽培品种产生具有阿莱基诺表型的

果实，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表皮的范围内，所

述方法包括：

a.通过在位于八氢番茄红素合成酶1(Psy1)基因的外显子8和外显子9之间的内含子8

内的插入突变，使Psy1基因突变，所述Psy1基因具有SEQ  ID  NO：6中示出的核酸序列，其中

所述插入突变是转座子的插入突变，所述转座子的核酸序列在SEQ  ID  NO：3中示出并且在

3’端侧接有选自SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：2的核酸序列；并且其中所述插入突变产生外显

子9缺失的非功能性Psy1等位基因，使得功能蛋白的翻译受损；以及

b.自交包含具有所述插入突变的Psy1基因的番茄植物，

由此产生具有阿莱基诺表型的果实。

15.一种分离的多核苷酸，其编码包含SEQ  ID  NO：5所示的核酸序列的突变的八氢番茄

红素合成酶1。
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果实具有黄色和红色区段的番茄植物

技术领域

[0001] 本发明涉及果实具有红黄双色果肉和表皮的番茄植物，所述番茄植物在其基因组

内包含处于八氢番茄红素合成酶1(Phytoene  synthase1，Psy1)基因内的插入突变。

背景技术

[0002] 番茄在全世界许多国家是一种基本的营养成分。已知它的维生素、矿物质和抗氧

化成分可以为消费者提供这些对健康有益的成分。市场上可以获得大量的番茄品种，并且

众所周知的是除了营养和口味参数以外，颜色和一般外观也会影响私人以及烹饪专业顾客

对番茄果实的购买。

[0003] 番茄果实的颜色是由番茄红素提供的，番茄红素是一种具有11个共轭双键的直链

胡萝卜素分子，它在果实成熟期间在成色素细胞内累积到高浓度。番茄红素的生物合成主

要受类胡萝卜素生物合成酶的基因表达水平的控制。在果实熟化期间，关于番茄红素上游

酶的基因上调，而关于使番茄红素代谢成α‑和β‑胡萝卜素的番茄红素环化酶的基因则发生

沉默。

[0004] 作物品种的改良自农业开始以来就一直是人类的基本追求。可以想象，独特的植

物表型，有时甚至由单个植物体现，吸引了第一批古代育种者的眼球。进行这种改良过程的

方式构成了创始人效应(founder  effect)，这种效应往往表现为严重的遗传瓶颈。由于早

期驯化和现代育种活动中造成的这些遗传瓶颈，大多数作物品种的栽培品种仅带有其野生

原种和地方种属中所存在的一小部分变异(坦克斯利(Tanksley)SD和迈克库奇(McCouch)S 

R.1997.《科学(Science)》277：1063‑1066)。现代作物的遗传变异范围缩小是造成各种植物

病虫害遗传易感性的原因之一。此外，它由于降低了获得更好的基因和等位基因组合以改

良具有农业重要性的性状的机会而呈现出育种障碍。

[0005] 遗传学、分子生物学和植物育种领域中最有力有效的方法之一基于突变变异。突

变是形成变异以改良现有多样性的生存能力和新型生态型、种属和物种进化的主要进化力

量。然而，由于自发突变体的频率非常低，它们提供了关于相对少量基因和生物现象的信

息。因此，已经开发出人工诱变方法并正在应用于诱发变异。诱发的变异又被反过来用作发

现基因功能和了解发育过程的工具。

[0006] 一种番茄突变的可用来源是由本发明的发明人之一和同事在加工番茄近交系品

种M82的遗传背景中产生的等基因番茄“突变文库”(门达(Menda)N等人，2004.《植物杂志

(Plant  J.)》38:861‑872)。为了产生所述文库，对衍生自甲磺酸乙酯(EMS)化学处理和快速

中子种子诱变的共计13,000个M2家族在田间条件下生长时进行表型分型。根据这些表型，

将这些家族分类成一个形态目录，其中包括15个主要类别和48个次要类别。这一文库中已

经鉴别出了超过3000种突变。一些突变代表了来自番茄遗传资源中心(TGRC)的单基因突变

体库的先前描述的表型的新等位基因，其中大部分在M82等基因群体中。此外，还鉴别出了

超过1,000种每个基因座具有多个等位基因的新表型。

[0007] 共有相似表型的突变体之间的等位性测试的结果验证了所述群体正在达到饱和
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的假设，并命中大多数基因(例如，从显性LANCEOLATE突变体鉴别出8个独立的等位基因；从

黄色果实黄色果肉突变获得5个等位基因)。此外，筛选1,000个经受两轮EMS处理的EMS家族

没有产生新表型。

[0008] 在二十一世纪早期就已经认识到野生物种作为遗传变异来源从而带来作物改良

的潜力(扎米尔(Zamir)D.2001.《自然综述遗传学(Nat  Rev  Genet.)》2:983‑989)。最初的

种间育种尝试遇到了严重的问题，包括野生物种和栽培作物之间杂交中的不相容；F1杂交

种不育；分离世代的不育；野生物种和栽培作物的染色体之间的重组减少；以及具有负面影

响和感兴趣性状的基因之间的紧密关联(迈克库奇(McCouch)S.2004.《公共科学图书馆生

物学(PLoS  Biol.)》2)。尽管存在这些障碍，但还是有很多例子，其中野生基因渗入育种为

现代品种的发展作出了巨大的贡献，主要作为单基因或有时称为单个基因性状的来源，并

在较小程度上作为复杂性状例如产量、组成质量和对各种压力的抗性的来源，所述复杂性

状受定量的性状基因座的影响(QTL；弗尼(Fernie)AR等人，2006《当代植物生物学观点

(Curr.Opin.Plant  Biol.)》9:196‑202)。

[0009] 尽管有上述用于产生新的番茄表型的工具，但市场上对果实具有新的、有吸引力

的颜色的稳定栽培品种仍然有持续的需求。

发明内容

[0010] 本发明涉及产生具有黄红区段的果实的番茄栽培品种，所述黄红区段贯穿整个果

实，从内部胎座和/或子囊腔(locule)直到果皮的外表皮层。在本文中称为阿莱基诺

(Arlecchino)的这种黄红条纹表型可以包括在单个果实中每种颜色的一个条纹或区段到

所述果实中每种颜色的多个条纹。与迄今已知的具有黄红交替的表皮表型的果实形成对

比，阿莱基诺表型显示贯穿整个果实的颜色部分。

[0011] 本发明进一步涉及本发明植物的种子，由所述种子长出的植物，其后代，由所述植

物产生的果实，由所述植物衍生的植物部分，以及其产生方法。

[0012] 本发明部分地基于来源于野生物种番茄与商业栽培品种的人为杂交的番茄回交

近交系群体中突变的意外发现。所述突变，即八氢番茄红素合成酶1(Psy1)基因内的插入突

变与上述阿莱基诺表型有关。阿莱基诺表型的黄色部分来源于Psy1基因内的插入，所述插

入位于存在于所述基因的外显子8和外显子9之间的内含子8中(根据图8所示的基因结构，

由焦里奥(Giorio)G等人，2008.《欧洲生物化学学会联合会杂志(FEBS  J.)》275:527‑535发

表的结构更新)。

[0013] 在阿莱基诺果实的黄色部分中观察到的初始插入是包含核酸序列ATCTGGATA(SEQ 

ID  NO:1)的九(9)个核苷酸的插入。所述插入在Psy1基因内的位置指示由一个腺嘌呤(A)核

苷酸隔开的包含核酸序列TCTGGATA(SEQ  ID  NO:2)的八(8)个核苷酸的同向重复序列。使用

高保真度DNA聚合酶(PrimeSTAR  GXL  DNA聚合酶(宝生物工程株式会社(Takara  Bio))进一

步分析所述插入，对扩增的多核苷酸进行的克隆和测序显示与阿莱基诺表型有关的侧接有

SEQ  ID  NO:2所示的核酸序列的转座子的插入。尽管如此，使用标准DNA聚合酶(READY‑MIX

试剂盒(Syntezza))由从阿莱基诺果实的黄色部分获得的遗传物质扩增包含核酸序列

TCTGGATAATCTGGATA(SEQ  ID  NO:7)，包含由腺嘌呤(A)核苷酸隔开的同向重复序列的PCR产

物。
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[0014] 在黄色部分的细胞中，插入以纯合形式存在。阿莱基诺表型的红色部分包含野生

型Psy1等位基因或包含转座子切除足迹的Psy1等位基因，所述转座子切除足迹在内含子内

包含同向重复区域的可变序列。

[0015] 不希望被任何具体的理论或作用机制所束缚，这种迄今为止未知的突变可能是通

过人为基因杂交实现的合并不同基因组的结果。

[0016] 根据一个方面，本发明提供了一种番茄栽培品种，其产生具有阿莱基诺表型的果

实，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表皮的范围内，其中

所述表型与至少一个rar1等位基因有关，所述rar1等位基因是在等位基因的内含子内包含插

入的八氢番茄红素合成酶1(Psy1)等位基因，其中所述插入产生Psy1的非功能性剪接变体。

[0017] 根据某些实施方式，阿莱基诺果实的黄色区段的细胞对于rarl等位基因而言是纯

合的。

[0018] 根据某些实施方式，插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列TCTGGATA(SEQ  ID 

NO:2)的转座子。根据另外的实施方式，插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列ATCTGGATA

(SEQ  ID  NO:1)的转座子。

[0019] 根据某些实施方式，转座子属于hAT家族。根据一些实施方式，转座子包含与SEQ 

ID  NO:3所示的核酸序列具有至少90％或至少95％或更高同源性的核酸序列。每一种可能

性代表了本发明的一种独立的实施方式。根据某些示例性实施方式，转座子包含SEQ  ID 

NO:3所示的核酸序列。根据另外的示例性实施方式，转座子由SEQ  ID  NO:3所示的核酸序列

组成。

[0020] 根据某些实施方式，Psy1基因内的插入包含与SEQ  ID  NO:4所示的核酸序列具有

至少90％、至少95％或更高同源性的核酸序列。根据某些示例性实施方式，Psy1基因内的插

入包含SEQ  ID  NO:4所示的核酸序列。根据另外的示例性实施方式，Psy1基因内的插入由

SEQ  ID  NO:4所示的核酸序列组成。

[0021] 根据某些示例性实施方式，Psy1的rarl等位基因包含SEQ  ID  NO:5所示的核酸序

列。

[0022] 根据某些实施方式，野生型(wt)Psy1等位基因包含SEQ  ID  NO:6所示的核酸序列。

[0023] 根据一些实施方式，所述番茄栽培品种包含至少一种对于rarl等位基因而言纯合

的果皮细胞和至少一种包含至少一个野生型Psy1等位基因或至少一个包含转座子切除足

迹的Psy1等位基因的果皮细胞。

[0024] 根据某些实施方式，所述转座子切除足迹在核酸序列TCTGGATAATCTGGATA(SEQ  ID 

NO:7)内包含至少一个核苷酸缺失。根据一些实施方式，所述转座子切除足迹包含至少2个、

至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个或至少8个核苷酸缺失。每一种可能性代表了

本发明的一种独立的实施方式。

[0025] 根据一些实施方式，所述果实是处于破色期(breaker  stage)和以后时期的熟化

果实(ripening  fruit)。根据一些示例性实施方式，所述果实是全熟果实。

[0026] 应该明确地了解，整个番茄果实可以显示黄红条纹或区段表型，或者所述条纹/区

段可以只出现在果实的部分区域上。条纹的宽度也可以是可变的，使得单个果实可以包含

从覆盖整个果实的一个红色区段和一个黄色区段，到覆盖果实的全部或部分区域的多个窄

的红色和黄色条纹。本发明涵盖所有外观。
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[0027] 根据一些实施方式，所述番茄栽培品种产生小果实(樱桃样果实)。根据某些示例

性实施方式，所述番茄栽培品种是番茄Solanum  lycopersicum。

[0028] 根据另外的实施方式，所述番茄栽培品种在其基因组内进一步包含编码黄色果肉

表型的另外的Psy1突变等位基因。根据一些实施方式，编码黄色果肉表型的Psy1基因包含

SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:9中任一项所示的核酸序列。根据这些实施方式，阿莱基诺番茄

栽培品种包含至少一个rarl等位基因、至少一个编码黄色果肉表型的Psy1突变等位基因以

及至少一个野生型Psy1等位基因或包含转座子切除足迹的Psy1等位基因。根据某些示例性

实施方式，阿莱基诺果实的黄色区段包含一个rarl等位基因和一个编码黄色果肉表型的

Psy1突变等位基因，红色区段包含野生型Psy1等位基因和/或包含转座子切除足迹的Psy1

等位基因。

[0029] 根据又另外的实施方式，所述番茄栽培品种适合于商业生长。所述番茄栽培品种

有利地可进一步包含本领域众所周知的有益的农艺学性状，包括但不限于高发芽率、除草

剂抗性、昆虫抗性、对细菌、真菌或病毒性疾病的抗性、对各种类型的非生物逆境的抗性、雄

性不育、旺盛生长和其任何组合。这些性状可以形成番茄栽培品种的遗传背景的一部分，或

者可以通过本领域技术人员已知的任何方法引入，包括但不限于育种、单个性状转换和转

化。

[0030] 根据另一个方面，本发明提供一种对于rarl等位基因而言纯合的番茄栽培品种，所

述rarl等位基因是包含在转座子3'端侧接有核酸序列TCTGGATA(SEQ  ID  NO:2)的转座子的

插入的八氢番茄红素合成酶1(Psy1)等位基因，其中所述番茄栽培品种产生完全黄色的果

实。根据某些示例性实施方式，产生完全黄色的果实的番茄栽培品种对于包含SEQ  ID  NO:5

所示的核酸序列的rarl等位基因而言是纯合的。

[0031] 本发明还提供本发明的番茄栽培品种的种子，其中由所述种子长出的植物产生具

有阿莱基诺表型的果实，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直

到表皮的范围内，其中所述表型与rarl等位基因有关，所述rarl等位基因是在等位基因的内

含子内包含插入的八氢番茄红素合成酶1(Psy1)等位基因，其中所述插入产生Psy1的非功

能性剪接变体。

[0032] 来自本发明的番茄栽培品种的花粉和胚珠；本发明的番茄栽培品种所产生的种子

和由种子长成的植物以及由这些植物产生并具有阿莱基诺表型的果实也都被涵盖在本发

明的范围内。

[0033] 本发明的番茄栽培品种的可再生细胞或其部分的组织培养物，从选自叶、花粉、

胚、根、根尖、花药、花、果实和种子的植物部分获得的可再生细胞，以及从所述组织培养物

再生并产生具有阿莱基诺表型的的植物也被涵盖在本发明的范围内，所述阿莱基诺表型中

黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表皮的范围内，其中所述表型与rarl

等位基因有关，所述rarl等位基因是在等位基因的内含子内包含插入的八氢番茄红素合成

酶1(Psy1)等位基因，其中所述插入产生Psy1的非功能性剪接变体。

[0034] 本发明的番茄栽培品种植物可以呈稳定真实育种品系的形式或作为更多样化的

材料，上述各者都在其基因组内包含rarl等位基因。

[0035] 根据另外的方面，本发明提供一种具有阿莱基诺表型的番茄果实，所述表型中黄

红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果皮直到果实表皮的范围内，其中所述表型与产生
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所述果实的栽培番茄植物中的rarl等位基因有关，所述rarl等位基因是在等位基因的内含子

内包含插入的八氢番茄红素合成酶1(Psy1)等位基因，其中所述插入产生Psy1的非功能性

剪接变体。

[0036] 根据某些示例性实施方式，具有阿莱基诺表型的果实包含至少一种对于rarl等位

基因而言纯合的细胞。根据另外的示例性实施方式，所述rarl等位基因包含SEQ  ID  NO:5所

示的核酸序列。

[0037] 根据另一个方面，本发明提供一种用于产生可产生具有阿莱基诺表型的果实的番

茄栽培品种的方法，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表

皮的范围内，所述方法包括将包含八氢番茄红素合成酶1的rarl等位基因的遗传元件引入到

产生红色果实的番茄栽培品种或其部分中，所述rarl等位基因在等位基因的内含子内包含

插入，其中所述插入产生Psy1的非功能性剪接变体。

[0038] 根据某些实施方式，所述插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列TCTGGATA(SEQ 

ID  NO:2)的转座子。根据另外的实施方式，所述插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列

ATCTGGATA(SEQ  ID  NO:1)的转座子。

[0039] 根据这些实施方式，所述转座子包含与SEQ  ID  NO:3具有至少95％、96％、97％、

98％、99％或100％同源性的核酸序列。每一种可能性代表了本发明的一种独立的实施方

式。

[0040] 根据某些示例性实施方式，所述Psy1rarl等位基因包含SEQ  ID  NO:5所示的核酸序

列。

[0041] 本领域已知的任何方法都可以用来将包含rarl等位基因的遗传元件引入到产生红

色果实的番茄栽培品种或其部分中。当将遗传元件引入到植物部分时，所述植物部分包括

但不限于种子、细胞或组织，所述方法进一步包括从所述种子、细胞或组织再生栽培品种番

茄植物。可以使用本领域已知用于从种子、细胞或组织再生植物的任何方法。

[0042] 根据某些实施方式，所述遗传元件通过使产生红色果实的番茄栽培品种与包含所

述遗传元件的供体番茄植物杂交以提供后代栽培番茄植物来引入。根据这些实施方式，所

述方法进一步包括以下步骤：

[0043] a.检查从各后代栽培番茄植物或其部分获得的核酸样品中rarl等位基因的存在；

[0044] b.选择包含所述rarl等位基因的后代栽培番茄植物；以及

[0045] c.检查由步骤(b)中所选择的植物产生的果实，并选出产生具有阿莱基诺表型的

果实的栽培番茄植物。

[0046] 根据其他实施方式，所述遗传元件是通过用所述遗传元件转化产生红色果实的番

茄栽培品种的多个细胞来引入的。根据这些实施方式，所述方法进一步包括：

[0047] a.检查从各转化细胞获得的核酸样品中rarl等位基因的存在；

[0048] b.选择包含所述rarl等位基因的多个细胞；

[0049] c.使所述多个转化细胞再生以获得包含所述rarl等位基因的多个转基因植物；以

及

[0050] d.检查由所述转基因植物产生的果实，并选择产生具有所述阿莱基诺表型的果实

的植物。

[0051] 根据某些实施方式，所述方法进一步包括使所选择的栽培番茄植物自交至少一次
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以产生子代，且进一步鉴别并选择包含所述rarl等位基因并具有阿莱基诺表型的栽培番茄

植物。

[0052] 根据本发明的教导，可以使用本领域已知用于检查核酸样品中rarl等位基因的存

在的任何方法。

[0053] 根据一些实施方式，本发明提供至少一种特异性检测八氢番茄红素合成酶1的rarl

等位基因的存在的探针或引物对。

[0054] 根 据某些实 施方式 ，所述 引物对被设计以 扩 增包含 S E Q  I D  N O : 7

(TCTGGATAATCTGGATA)所示的核酸序列的rarl等位基因标记。根据某些示例性实施方式，所

述rarl等位基因标记由包含SEQ  ID  NO:10(CAGTGCCAGAAGAGGAAGA)和SEQ  ID  NO:11

(TTGCGGTACAAGACCAAAGA)所示的核酸序列的一对引物扩增。

[0055] 根据另外的实施方式，所述引物对被设计以扩增全长转座子插入。根据某些示例

性实施方式，所述转座子由包含SEQ  ID  NO:12(GTGGATCCTGAAATGGCTTG)和SEQ  ID  NO:13

(AGTACTAATAAAATGGTTTTGCC)所示的核酸序列的一对引物扩增。

[0056] 根据又另外的实施方式，引物对被设计以扩增Psy1等位基因内的转座子插入的3'

基因组连接。根据某些示例性实施方式，3 '转座子插入连接由包含SEQ  ID  NO:14

(GGGCTAGTCGGTGTATCAT)和SEQ  ID  NO:11(TTGCGGTACAAGACCAAAGA)所示的核酸序列的一对

引物扩增。

[0057] 根据其他实施方式，引物对被设计以扩增Psy1等位基因内的转座子插入的5'基因

组连接。根据某些示例性实施方式，5 '转座子插入连接由包含SE Q  I D  N O : 1 5

(CTGGAAGGGTGACCGATAAA)和SEQ  ID  NO:16(ATGATACACCGACTAGCCC)所示的核酸序列的一对

引物扩增。

[0058] 根据另一个方面，本发明提供一种用于产生可产生具有阿莱基诺表型的果实的番

茄栽培品种的方法，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表

皮的范围内，所述方法包括使八氢番茄红素合成酶1的至少一个等位基因发生插入突变。根

据某些实施方式，所述插入是在产生非功能性Psy1等位基因的内含子内。根据另外的示例

性实施方式，所述插入是在位于Psy1基因的外显子8和外显子9之间并具有SEQ  ID  NO:6所

示的核酸序列的内含子8内，从而产生编码非功能性蛋白质的Psy1剪接变体。

[0059] 根据又另外的方面，本发明提供一种编码包含SEQ  ID  NO:5所示的核酸序列的突

变的八氢番茄红素合成酶1的经分离的多核苷酸。

[0060] 通过下面的描述和附图，本发明的其他目标、特征和优点将变得清楚。

附图说明

[0061] 图1显示醋栗番茄(Solanum  pimpinellifolium)(Sp)LA1589回交近交系(BIL)群

体的构建，以及只在2010年BIL#112家族的单个植物中检测到的阿莱基诺突变的产生。

[0062] 图2显示不同遗传背景中的阿莱基诺突变表型，显示整个果实(A)和横截面(B)。

[0063] 图3展示由显示阿莱基诺表型的BIL#112和野生型红番茄品系杂交得到的两个独

立的F2群体中果实颜色性状的分离。

[0064] 图4显示阿莱基诺红色(r)和黄色(y)部分与野生型(M82)和黄色果肉突变体r3756

果实样品中的类胡萝卜素浓度(μg/g鲜重)比较。
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[0065] 图5展示阿莱基诺果实的红色和黄色部分中Psy1基因内转座子插入/切除位点的

核苷酸序列差异。黄色部分对于侧接重复序列而言是纯合的而红色部分对于此序列而言是

杂合的，因为转座子从一个等位基因中切除。

[0066] 图6是从阿莱基诺果实的不同颜色部分获得的Psy1转录物的扩增片段的示意图。

[0067] 图7是Psy1基因内转座子和侧接核酸插入(图7A)以及扩增的阿莱基诺标记(图7B)

的示意图。

[0068] 图8显示rarl等位基因的核酸序列(SEQ  ID  NO:5)。大写字母指示番茄野生型Psy1

基因的序列，其中外显子以粗体字标记。小写字母指示阿莱基诺内含子序列，其中侧接的核

苷酸插入加框。

具体实施方式

[0069] 本发明提供产生具有有吸引力的外观的果实的番茄栽培品种，所述外观中红色和

黄色条纹或区段遍布于果实的所有可食用部分，从内部种子区域直到外果皮(果皮)的最外

层，贯穿中果皮和内果皮。本发明进一步首次公开了与在本文中称为阿莱基诺的这种外观

有关的遗传学结构。

[0070] 定义

[0071] 术语“植物”在本文中以其最广泛的含义使用。它还指在很大程度上分化成存在于

植物发育的任何阶段的结构的多个植物细胞。这样的结构包括但不限于根、茎、枝条、叶、

花、花瓣、果实等。如本文所用，术语“植物部分”通常是指番茄植物的一部分，包括单个细胞

和细胞组织，如植物中完整的植物细胞、细胞团块和组织培养物，可由此再生番茄植物。植

物部分的实例包括但不限于来自花粉、胚珠、叶、胚芽、根、根尖、花药、花、果实、茎、芽和种

子的单个细胞和组织；以及花粉、胚珠、叶、胚芽、根、根尖、花药、花、果实、茎、芽、接穗、砧

木、种子、原生质体、愈伤组织等。

[0072] 术语“果皮”如本领域已知是指成熟子房的壁。具体而言，番茄果皮是指围绕种子

和胎座的果实壁。术语“果皮”包括外果皮、中果皮和内果皮以及径向果皮。

[0073] 如本文所用，术语“基因”是指由DNA序列组成的遗传单元，其占据染色体上的特定

位置并且含有针对生物体中的特定特征或性状的遗传指令。术语“基因”因此是指包含产生

RNA或多肽或其前体所必需的编码序列的核酸(例如，DNA或RNA)序列。功能性多肽可以由全

长编码序列或其任何部分编码，只要保持多肽的所需活性或功能特性(例如酶活性、配体结

合、信号转导等)即可。术语“其部分”在用于提及基因时是指所述基因的片段。所述片段的

大小范围可以从几个核苷酸到整个基因序列减去一个核苷酸。因此，“包含至少一部分基因

的核酸序列”可以包含所述基因的片段或整个基因。术语“基因”涵盖cDNA和基因组两种形

式的基因。

[0074] 术语“基因”还涵盖结构基因的编码区，并且包括位于编码区附近距离5'端和3'端

各端约1kb的序列，使得所述基因对应于全长mRNA的长度。位于编码区5'并存在于mRNA上的

序列被称为5'非翻译序列。位于编码区的3'或下游并存在于mRNA上的序列被称为3'非翻译

序列。

[0075] 如本文中所用，术语“等位基因”是指基因或任何种类的可鉴别遗传元件的替代形

式或变体形式，它们在遗传中是可替代的，因为它们位于同源染色体中的相同基因座上。这
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种替代或变体形式可以是单个核苷酸多态性、插入、倒位、易位或缺失的结果，或由例如化

学或结构修饰、转录调节或翻译后修饰/调节引起的基因调节的结果。在二倍体细胞或生物

体中，给定基因或遗传元件的两个等位基因通常占据一对同源染色体上的相应基因座。

[0076] 如本文中所用，术语“rarl等位基因”或“Psy1的rarl等位基因”在本文中可互换地使

用且是指在等位基因的内含子内包含插入的八氢番茄红素合成酶1等位基因，其中所述插

入产生Psy1的非功能性剪接变体。根据某些示例性实施方式，所述术语是指SEQ  ID  NO:5所

示的核酸序列。

[0077] 如本文所用，术语“基因型”是指细胞或生物体的基因构成。如本领域已知的，基因

型可以涉及单个基因座或多个基因座，不论所述基因座是相关的还是不相关的和/或是有

关联的的还是不关联的。在一些实施方式中，个体的基因型涉及一个或多个相关基因，所述

一个或多个基因涉及感兴趣表型(例如本文所定义的颜色性状)的表达。因此，在一些实施

方式中，基因型包含个体内在一个或多个遗传基因座处存在的一个或多个等位基因的汇

总。

[0078] 如本文所用，术语“表型”是指个体，特别是个体植物的外观或其他可检测的特征。

根据某些实施方式，所述表型来自植物基因型。根据另外的实施方式，所述表型来自其基因

组、蛋白质组和/或代谢组与环境的相互作用。

[0079] 术语“区段”、“部分”和它们的复数形式在本文中可互换使用，并且是指番茄果实

中颜色呈黄色或红色并形成阿莱基诺的红黄表型的区域。

[0080] 如本文所用，术语“育种”和其语法变体是指产生子代个体的任何过程。育种可以

是有性的或无性的，或其任何组合。示例性的非限制性育种类型包括杂交、自交、双单倍体

衍生物产生，以及它们的组合。

[0081] 如本文所用，术语“自交”是指受控的植物自花授粉，即由同一植物产生的花粉和

胚珠相接触。术语“杂交”是指受控的异花授粉，即由不同植物产生的花粉和胚珠相接触。

[0082] 如本文所用，术语“供体”是指性状、基因渗入或基因组片段所源自的植物或植物

品系，并且所述供体可以具有杂合或纯合的性状、基因渗入或基因组片段。

[0083] 如本文所用，术语“受体”是指从供体接受性状、基因渗入或基因组片段的植物或

植物品系，并且所述受体本身可能具有或可能不具有杂合或纯合的性状、基因渗入或基因

组片段。

[0084] 如本文所用，术语“后代”是指从一种或多种亲本植物或其后代的营养或有性繁殖

产生作为子代的任何植物。举例来说，后代植物可以通过亲本植物的克隆或自交获得，或者

通过两个亲本植物杂交而获得，包括自交以及F1或F2或更后代。F1是由亲本产生的第一代

后代，所述亲本中的至少一个是第一次用作性状的供体，而第二代(F2)或更后代(F3、F4等)

的后代是由F1、F2等自交产生的样本。因此F1可以是(并且在一些实施方式中是)由两个真

实育种亲本之间杂交产生的杂交种(真实育种对于性状而言是纯合的)，而F2可以是(并且

在一些实施方式中是)由F1杂交种自花授粉产生的后代。

[0085] 如本文所用，术语“杂交种”是指两个基因不同的个体之间杂交的任何后代，包括

但不限于两个近交系之间的杂交。

[0086] 如本文所用，术语“近交”是指基本上纯合的个体植物或植物系。

[0087] 如本文所用，术语“回交”及其语法变体是指育种者将杂交子代回过来和一个亲本
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杂交的过程，例如第一代杂交种F1与所述F1杂交种的亲本基因型之一杂交。在一些实施方

式中，反复进行回交，其中一轮回交的子代个体自身与相同的亲本基因型回交。

[0088] “栽培的番茄植物”或“番茄栽培品种”或“番茄栽培品种植物”在本发明的范围内

被理解为是指不再处于自然状态但已经通过人类照护开发并供人类使用和/或消费的茄科

(Solanaceae)分化枝番茄属(Lycopersicon)植物。“栽培番茄植物”或“番茄栽培品种”或

“番茄栽培种植物”进一步被理解为排除那些包含作为本发明主题的性状作为天然性状和/

或其天然遗传学的一部分的野生物种。番茄的实例包括Solanum  lycopersicum(正式为

Lycopersicon  esculentum、樱桃番茄(Solanum  Cerasiforme)、契斯曼尼番茄(Solanum 

cheesmanii)、智利番茄(Solanum  chilense)、克梅留斯基番茄(Solanum  chmielewskii)、

多毛番茄(Solanum  hirsutum)、小花番茄(Solanum  parviflorum)、潘那利番茄(Solanum 

Pennellii)、秘鲁番茄(Solanum  peruvianum)或类番茄茄(Solanum  lycopersicoides)。根

据某些实施方式，所述番茄栽培品种是Solanum  lycopersicum(根据佩拉尔塔(Peralta)I

等人，2005《秘鲁北部系统植物学(Northern  Peru  Systematic  Botany)》30(2):424‑434的

分类学)。

[0089] 术语“杂合的”在本文中用于指代同源染色体上一个或多个对应的基因座上的不

同等位基因。

[0090] 术语“纯合的”在本文中用于指同源染色体上的一个或多个对应的基因座上的相

似等位基因。

[0091] 人们一直希望得到能吸引顾客的番茄果实的新外观。有经验的顾客也要求果实紧

致、好吃并且有合理的保质期。番茄种植者正在寻找一种抗生物和非生物逆境并且产量高

的植物。了解植物中的基因遗传规律和过去几十年内分子遗传学工具的快速发展促进了总

体上优质农作物，尤其是番茄植物的产生。

[0092] 在研究在具有人工诱导突变的群体的背景下产生的番茄回交自交系(BIL)群体中

表型‑基因型关系的过程中，发明人出乎意料地产生了具有交替的黄色和红色区段的果实

的番茄植物。这种表型被称为“阿莱基诺”。与迄今已知的显示相似的外部果实表型的果实

形成对比，阿莱基诺的有色区段不限于表皮和/或果皮的外层，而是从果实内部(包括胎座

和/或子囊腔)贯穿果皮直到最外表皮层(图2)。

[0093] 如本文所示的果实的颜色是指处于破色期直到完全熟或成熟果实的熟化果实的

颜色。在破色期，番茄果实表面上的颜色从绿色变为淡褐色‑黄色、粉红色或红色。本文使用

的术语“成熟”是指两个或更多个种子腔的内容物已经形成果冻状稠度并且种子发育良好。

阿莱基诺表型很容易在视觉上被检测到。

[0094] 番茄果实被归类为肉质浆果。作为一种真正的果实，它是在受精后由植物的子房

发育而来。番茄果实可以是二室的或多室的。除樱桃番茄以外的大多数栽培品种具有二至

五个子囊腔。子囊腔被果皮包围。果皮包括内壁，小柱(columella)；径向壁，隔膜；和外壁

(表皮)。果皮和胎座包含番茄的肉质组织。种子位于子囊腔的空腔内部并被封闭在胶质膜

中。有维管束贯穿果皮的外壁，从茎通到番茄的中心，并从那里辐射到每个种子。

[0095] 从中分离出阿莱基诺突变表型的BIL群体是由小红果实自交亲和的野生种质醋栗

番茄LA1589和S.lycopersicum加工番茄近交品种cv.E6203(TA209)的杂交构建的。不希望

受任何具体理论或作用机制的束缚，阿莱基诺突变可能是由广泛杂交产生的“基因组冲击”
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的结果。

[0096] 表征诱变剂的因素之一是通过多种分子机制在DNA中形成变化，并且因此所获得

的突变谱可以在不同的诱变剂之间显著变化(转换、颠换、缺失或添加)。另一种诱发突变的

已知力是通过进化的不同类型的杂交形成种间群体的结果。合并不同的基因组会形成“基

因组冲击”，一种由麦克林托克(McClintock)(1984.《科学(Science)》226:792‑801)描述的

过程。尽管进行了深入的研究，但影响基因组冲击的分子机制还没有很好的表征。然而，据

报导外源基因组片段渗入不同的背景中会引发遗传变化和突变。先前已经描述了这种现

象，在小麦中进行的详细工作是一个例子(谢克德(Shaked)等人，2001 .《植物细胞(Plant 

Cell)》13:1749‑1759)。谢克德等人已经表明在合成新的小麦异源四倍体时，例如基因缺

失、基因沉默和激活的事件是相当常见的。在小麦中，种间杂交之后发生染色体倍增导致快

速的遗传和表观遗传变化，其中逆转录转座子在其活性被基因组冲击激活时似乎是主要作

用者(谢克德等人，2001，同上；厄兹坎(Ozkan)等人，2001.《植物细胞》13:1735‑1747；卡什

库什(Kashkush)等人，2003.《自然遗传学(Nat.Genet.)》33:102‑106)。

[0097] 进一步育种经分离的阿莱基诺表型植物提供本发明的番茄植物，本发明的番茄植

物为适于商业种植的栽培番茄植物。

[0098] 本发明进一步公开了阿莱基诺表型与八氢番茄红素合成酶1(Psy1)基因的至少一

个等位基因中转座子插入的存在之间的关联。应该明确地理解，rarl等位基因的存在对于阿

莱基诺表型是必需的，但可能不是造成其外观的唯一的因素。

[0099] 对Psy1基因内最初观察到的9个碱基对(SEQ  ID  NO:1)插入的区域进行测序，指出

存在核酸序列TCTGGATA(SEQ  ID  NO:2)的同向重复。转座子在植物基因组中的插入通常以

在插入位置处在同向方向上形成序列重复为特征。如下文所例示，本发明的发明人已经发

现阿莱基诺表型实际上是形成果实黄色部分的细胞中转座子插入的结果。所述插入在Psy1

基因的内含子8内(根据图8所示的Psy1序列)，产生缺失最后一个外显子(外显子9)的Psy1

剪接变体，使得功能蛋白的翻译受损。红色部分细胞包含野生型Psy1等位基因和/或其中已

经切除转座子而没有负面影响基因转录的细胞，使得能够翻译功能性八氢番茄红素合成酶

1。

[0100] 本发明因此提供一种产生具有阿莱基诺表型的果实的番茄栽培品种，所述表型中

黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表皮的范围内，其中所述表型与至

少一个rarl等位基因有关，所述rarl等位基因是在等位基因的内含子内包含插入的八氢番茄

红素合成酶1(Psy1)等位基因，其中所述插入产生Psy1的非功能性剪接变体。

[0101] 根据某些实施方式，所述阿莱基诺果实的黄色区段的细胞对于所述rarl等位基因

而言是纯合的。

[0102] 根据某些实施方式，所述插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列TCTGGATA(SEQ 

ID  NO:2)的转座子。根据另外的实施方式，所述插入包含在转座子3'端侧接有核酸序列

ATCTGGATA(SEQ  ID  NO:1)的转座子。

[0103] 根据某些实施方式，所述转座子属于hAT家族。根据一些实施方式，所述转座子至

少包含核酸序列。根据这些实施方式，所述转座子包含与SEQ  ID  NO:3具有至少90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同源性的核酸序列。每一种可能性代

表了本发明的一种独立的实施方式。
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[0104] 根据另外的示例性实施方式，所述转座子由SEQ  ID  NO:3所示的核酸序列组成。

[0105] 根据某些示例性实施方式，Psy1基因内的插入包含与SEQ  IDNO:4所示的核酸序列

具有至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少98％或至少99％同源性的核酸序列。根

据某些示例性实施方式，Psy1基因内的插入包含SEQ  ID  NO:4所示的核酸序列。

[0106] 根据某些实施方式，Psy1的rarl等位基因包含SEQ  ID  NO:5所示的核酸序列。

[0107] 本发明进一步提供用于产生具有阿莱基诺表型的番茄栽培品种的方法、由此产生

的植物及其部分。

[0108] 根据某一个方面，本发明提供一种用于产生可产生具有阿莱基诺表型的果实的番

茄栽培品种的方法，所述表型中黄红区段遍布于从胎座和/或子囊腔贯穿果实果皮直到表

皮的范围内，所述方法包括将包含八氢番茄红素合成酶1的rarl等位基因的遗传元件引入到

产生红色果实的番茄栽培品种或其部分中，所述rarl等位基因在等位基因的内含子内包含

插入，其中所述插入产生Psy1的非功能性剪接变体。

[0109] 将所述遗传元件引入到所选择的番茄栽培品种的基因组中可以使用本领域已知

的任何方法进行。

[0110] 植物育种者，特别是种子公司使用通常被称为“优良品系”的优良育种品系来提供

恒定质量的产品。所述优良品系是密集近交的结果，并且组合了多个优良特性，如高产量、

果实品质、抗病虫害性以及非生物逆境耐受性。这些优良品系的平均产量通常远高于产生

许多现代番茄品种后代的原始野生种质。所述优良品系可以直接用作作物，但通常用于产

生所谓F1或单交杂交种，由两个(纯合或近交)优良品系之间杂交产生。F1杂交种因此将两

亲本的遗传特性组合到单个植物中。杂交种的另外一个好处是它们表现出杂种优势

(hybrid  vigor或heterosis)，即杂交植物比任一个(近交)亲本长得好并且展示出更高的

产量的现象。

[0111] 回交或谱系选择是育种者为其优良育种品系增加想要的农艺性状的一种方法。所

述方法涉及将育种品系与表达想要的性状的品系杂交，然后将表达所述性状的后代植物与

回归亲本回交。因此，在育种计划中选择个体作为亲本是基于其祖先的表现。这类方法在针

对定性遗传性状，即存在或不存在的性状的育种中是最有效的。

[0112] 轮回选择是改良育种品系的替代育种方法，涉及对想要的子代进行系统测试和选

择，然后重组所选个体以形成新的群体。轮回选择已被证明有效改良作物的定量性状。然

而，轮回选择降低了育种计划中各种性状背后的遗传基础的扩大速率，因此其潜力是有限

的。

[0113] 如本文所公开，产生黄红双色果实的番茄植物可以通过将包含八氢番茄红素合成

酶1的rarl等位基因的遗传元件引入到优良育种品系中来产生。

[0114] rarl等位基因的引入可以通过植物育种，也就是通过使包含所述rarl等位基因的供

体植物与受体植物，优选不包含所述rarl等位基因的优良栽培品种番茄植物杂交来进行。

[0115] 或者，包含rarl等位基因的核酸，优选DNA可以使用本领域已知的任何方法分离，并

引入到产生红色果实的番茄植物的基因组中。

[0116] 用经分离的核酸序列转化植物一般涉及构建将在植物细胞中发挥作用的表达载

体。根据本发明的教导，这样的载体包含有包括rarl等位基因的核酸序列。典型地，所述载体

包含受调节元件控制或与调节元件可操作地连接的rarl等位基因。根据某些实施方式，所述
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调节元件选自：启动子、增强子以及翻译终止序列。所述表达载体可能含有一种或多种这种

可操作地连接的基因/等位基因/调节元件组合，只要所述组合中所含有的至少一个等位基

因包含所述rarl等位基因即可。所述载体可以呈质粒形式，可以单独或与其他质粒组合用于

产生可产生具有阿莱基诺表型的果实的转基因植物的方法，使用本领域已知适于将核酸序

列转化至番茄(双子叶)植物中的转化方法。

[0117] 表达载体可以包括与调控元件(例如启动子)可操作地连接的至少一个标记(报

道)基因，所述调控元件允许含有所述标记的转化细胞通过负选择(通过抑制不含有可选择

标记基因的细胞的生长)，或通过正选择(通过筛选由标记基因编码的产物)回收。用于植物

转化的许多常用的可选择标记基因是本领域已知的，并且包括例如编码以代谢方式解毒可

能是抗生素或除草剂的选择性化学试剂的酶的基因，或编码对抑制剂不敏感的变异靶的基

因。本领域已知几种正选择方法，例如甘露糖选择。或者，可以使用无标记转化来获得没有

提到的标记基因的植物，所述转化技术是本领域已知的。

[0118] 用本发明的核酸序列转化植物细胞的方法是本领域已知的。如本文所用，术语“转

化(transformation或transforming)”描述外来核酸序列如载体进入受体细胞并将受体细

胞变为转化的、经遗传修饰的或转基因细胞的过程。转化可以是稳定的，其中核酸序列被整

合到植物基因组中并且因此呈现稳定的和遗传的性状，或者是暂时的，其中核酸序列由转

化的细胞表达，但不整合到基因组中，并且因此呈现暂时的性状。根据典型的实施方式，本

发明的核酸序列被稳定地转化到植物细胞中。

[0119] 有多种方法将外来基因引入到单子叶和双子叶植物两者中(例如，波特里库斯

(Potrykus)I .1991 .《植物生理和植物分子生物学年度回顾(Annu  Rev  Plant  Physiol 

Plant  Mol  Biol)》42:205‑225；岛本(Shimamoto)K等人，1989.《自然》338:274‑276)。

[0120] 将外源DNA稳定整合到植物基因组DNA中的基本方法包括两种主要方法：

[0121] 土壤杆菌(Agrobacterium)介导的基因转移：土壤杆菌介导的系统包括使用含有

整合到植物基因组DNA中的某些确定的DNA片段的质粒载体。植物组织的接种方法根据植物

种类和土壤杆菌递送系统而变化。一种广泛使用的方法是叶盘(leaf‑disc)法，其可以用为

全植物分化的开始提供良好来源的任何组织外植体进行(霍尔施(Horsch)等人，1988.《植

物分子生物学手册(Plant  Molecular  Biology  Manual)A5》,1‑9 ,克鲁沃学术出版社

(Kluwer  Academic  Publishers) ,多德雷赫特(Dordrecht))。补充方法采用土壤杆菌递送

系统与真空渗透相结合。用于番茄植物的土壤杆菌介导的转化方案是本领域技术人员已知

的。

[0122] 直接核酸转移：有多种将核酸直接转移到植物细胞中的方法。在电穿孔中，原生质

体短暂暴露于强电场，打开微孔以允许DNA进入。在显微注射中，使用微量移液管将核酸机

械式注入细胞中。在微粒轰击中 ，核酸被吸附 在如硫酸镁晶体或钨粒的微粒

(microprojectile)上，所述微粒被物理加速进入细胞或植物组织。将核酸引入植物的另一

种方法是通过靶细胞的超声处理。或者，脂质体或原生质球融合已用于将表达载体导入植

物。

[0123] 在番茄靶组织转化后，上述可选择标记基因的表达允许使用本领域现在已知的再

生和选择方法优先选择转化的细胞、组织和/或植物。

[0124] 根据某些实施方式，本发明提供一种用于产生具有阿莱基诺表型的番茄植物的方
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法，包括以下步骤：

[0125] (a)将包含rarl等位基因的遗传元件从包含所述遗传元件的供体番茄植物引入到

受体番茄栽培品种，优选优良栽培品种，以提供后代栽培番茄植物；

[0126] (b)检查从各后代栽培番茄植物获得的核酸样品中rarl等位基因的存在；以及

[0127] (c)选择包含所述rarl等位基因的栽培番茄植物。

[0128] 这种方法可以被定义为“标记辅助的选择”，因为所要阿莱基诺表型的选择是使用

对阿莱基诺基因型具有特异性的核酸标记进行的。由于阿莱基诺表型只能在植物已经产生

果实时通过表型被正确地鉴别出来，所以遗传元件在后代植物中正确基因渗入的建立可以

通过使用基因特异性标记来监测是特别有利的。

[0129] 将包含Psy1的rarl等位基因的遗传元件引入到受体植物可以通过上述任何方法进

行，并且在本领域是已知的。

[0130] 本领域已知的用于从后代番茄栽培品种获得遗传物质的任何方法和任何适合的

分子标记可以用于根据本发明的教导对阿莱基诺基因型的选择。

[0131] 如本文所用，术语“分子标记(molecular  marker或molecular  markers)”是指用

于显现核酸序列的特征差异的方法中所用的分子指示物。这类指示物的例子有多样性阵列

技术(DArT)标记、限制性片段长度多态性(RFLP)标记、扩增片段长度多态性(AFLP)标记、单

核苷酸多态性(SNP)、序列表征的扩增区域(SCAR)、切除的扩增多态性序列(CAPS)标记、序

列表征的杂交标记；或其任何组合。根据某些示例性实施方式，检查从各后代栽培番茄植物

获得的核酸样品中rarl等位基因的存在的步骤包括使用一组双向引物。双向是指所述引物

的方向使得引物在核酸的扩增反应中一个充当正向引物一个充当反向引物。双向引物典型

地用于扩增Psy1的rarl等位基因或其标记的独特核酸序列但不扩增野生型Psy1等位基因的

基因组DNA上的扩增反应。根据某些实施方式，引物对被设计成扩增包含SEQ  ID  NO:7

(TCTGGATAATCTGGATA)所示的核酸序列的rarl等位基因标记。根据某些示例性实施方式，rarl

等位基因标记由包含SEQ  ID  NO:10 (CAGTGCCAGAAGAGGAAGA)和SEQ  ID  NO:11

(TTGCGGTACAAGACCAAAGA)所示的核酸序列的一对引物扩增。

[0132] 根据另外的实施方式，引物对被设计成扩增全长转座子插入。根据某些示例性实

施方式，所述转座子由包含SEQ  ID  NO:12(GTGGATCCTGAAATGGCTTG)和SEQ  ID  NO:13

(AGTACTAATAAAATGGTTTTGCC)所示的核酸序列的一对引物扩增。

[0133] 根据又另外的实施方式，引物对被设计成扩增Psy1等位基因内的转座子插入的3'

基因组连接。根据某些示例性实施方式，所述3 '转座子插入连接由包含SEQ  ID  NO:14

(GGGCTAGTCGGTGTATCAT)和SEQ  ID  NO:11(TTGCGGTACAAGACCAAAGA)所示的核酸序列的一对

引物扩增。

[0134] 根据其他实施方式，引物对被设计成扩增Psy1等位基因内的转座子插入的5'基因

组连接。根据某些示例性实施方式，所述5 '转座子插入连接由包含SEQ  ID  NO:15

(CTGGAAGGGTGACCGATAAA)和SEQ  ID  NO:16(ATGATACACCGACTAGCCC)所示的核酸序列的一对

引物扩增。

[0135] 另外或替代地，所述标记为序列特异性探针，它们在严苛条件下特异性地和Psy1

的rarl等位基因杂交但不和它的野生型等位基因杂交，并且之后可以通过本领域技术人员

熟知的各种方法检测到。
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[0136] 然而，应该明确了解本发明的方法方面不限于使用本文所鉴别的标记，本发明的

方法还可以使用本文未明确公开的标记或者甚至还未被鉴别的标记，因为鉴别和使用这样

的标记完全在本领域技术人员的技能范围内。

[0137] 在一个另外的或替代性的方法中，如下文所示通过表型检查后代栽培番茄植物的

阿莱基诺外观。根据这些实施方式，使后代植物生长以产生果实，并检查果实中贯穿果实的

红色和黄色区段(阿莱基诺表型)的存在。

[0138] 根据某些实施方式，具有阿莱基诺表型的果实的栽培品种番茄植物是近交植物。

根据其他实施方式，具有阿莱基诺表型的果实的栽培品种番茄植物是杂交植物。提出以下

实例是为了更充分地说明本发明的一些实施方式。然而，它们决不应被解释为限制本发明

的宽广范围。本领域的技术人员可以容易地对本文所公开的原则作出许多改变和修饰，而

不偏离本发明的范围。

[0139] 实例

[0140] 实例1：全基因组回交近交系(BIL)

[0141] 由野生种醋栗番茄的小红果实自交亲和种质(表示为LA1589)和加工番茄近交品

种cv.E6203(TA209)(S.lycopersicum)的杂交构建醋栗番茄BIL(戈兰迪洛(Grandillo)S和

坦克斯利(Tanksley)S  D.1996.《理论与应用遗传学(Theor.Appl.Genet.)》92:935–951)。

在从两个种构建BIL期间，评估早期世代产量相关的性状，作为高世代回交(AB)QTL研究的

一部分(由戈兰迪洛S等人,2007.《理论与应用遗传学》92:935–951综述)，还评估各种形态

学性状和生物化学特性。醋栗番茄BIL由178个品系构成，并且这一资源的遗传图谱由4008

个基因组锚定的SNP标记构建，发现所述SNP标记在野生种醋栗番茄和回归亲本cv.E6203之

间具有多态性。将所述标记分成873个组块(bin)，平均长度为0.87Mbp/组块，平均由4.59个

SNP/组块构成。每个组块都显示独特的分离模式，从而能够计算相邻组块对之间以cM计的

图谱距离。计算出的图谱长1174.1cM，覆盖100％野生种基因组，其中最长的连接组代表3号

染色体(129.5cM)，最短的代表6号染色体(60.2cM)。

[0142] 实例2：阿莱基诺突变

[0143] 来自醋栗番茄和Solanum  lycopersicum的种间BIL群体的产生使得BIL群体内从

头形成突变。在BIL#112中鉴别出具有不稳定果实颜色表型的单个植物。所述植物在2010年

产生(在BC2self10世代内，图1)，并且观察到的表型以前在各种品种集中未被检测到。

[0144] 这种独特的突变体的特征是平行的黄色和红色色带，使果实在外部表皮上纵向着

色(图2A)，但重要的是延伸到果肉(果皮)、种子胶质物和胎座中(图2B)。迄今为止，已经鉴

别出许多产生黄色番茄果实的突变；然而，还没有一种突变显示本文中首次公开的贯穿整

个果实的黄色‑红色条纹或区段。这种突变体的另一个特征是在未成熟的绿色阶段没有可

观察到的对果实表皮颜色的表型效应，只有在成熟时才显露出表型。所述突变表型被命名

为“阿莱基诺”。在2010年发现的第一个阿莱基诺表型在植物和花序上是不稳定的，尤其是

在同一株植物上连同阿莱基诺果实一起观察到完全红色的果实。

[0145] 通过将BIL#112中鉴别出的植物与其亲本cv.E6203(TA209)和其他野生型Solanum 

lycopersicum栽培品种杂交，如与自交相比，来检查阿莱基诺表型的遗传模式。F1杂交植物

只有正常的红色果实，而BIL#112自交子代显示特征性的阿莱基诺表型。这些结果表明新的

突变是隐性的。F1杂交种自交产生的F2群体中观察到以下子代：29株具有红色果实的植物；
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9株具有阿莱基诺表型的植物；以及2株具有完全黄色果实的植物(共40株)。来源于独立F1

杂交种的另外的F2群体产生90株具有完全红色果实的植物；22株具有阿莱基诺果实的植

物；以及5株具有完全黄色果实的植物(共117株)(图3)。总群体中阿莱基诺+黄色的数量符

合1:3比率，表明具有可变外显率和表达性的单个孟德尔基因。

[0146] 为了进一步检查性状分离的模式，检查了F3子代。F3子代由具有红色(21株植物)、

阿莱基诺(8株植物)和黄色(2株植物)果实表型的31株F2植物自交形成。对每次F2杂交的F3

世代的约40株植物(31×40)进行检查。将植物针对果实颜色进行表型分型，并且基于所测

试的子代得出F2植物的基因型。结果表明，21株红色F2植物中的13株植物以25％阿莱基诺

和75％红色的比率发生果实表型分离(表1)。其他8株红色果实F2植物在它们的F3子代中没

有分离，这意味着所有的F3植物都是红色的(植物4853‑26的F3仅显示单个阿莱基诺表型因

而它被假定为污染物，因此该品系被评分为纯合；表1)。2株黄色表型F2植物不分离，且所有

F3子代植物具有完全黄色的果实。8株阿莱基诺F2植物不显示任何一致的分离比。4853‑27

号品系的所有F3子代都显示阿莱基诺表型，表明这个品系是稳定的阿莱基诺亲本。

[0147] 表1：F3子代测试的汇总
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[0148]

[0149] 实例3：阿莱基诺表型的等位基因配置

[0150] 上述结果表明阿莱基诺表型被隐性遗传，因为发现由BIL#112和TA209及其他野生

型(WT)栽培品种的杂交产生的F1植物的果实是完全红色的。在BIL#112和橘红色突变

e3406m2及ζ突变e2083m1杂交产生的F1植物中还发现表型互补。只在具有阿莱基诺表型的
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植物的杂交中，具有黄色果肉表型的两种独立突变(r/r；缺乏八氢番茄红素合成酶1基因

(Psy1))显示缺乏互补，果实显示轻微条纹状表型(表2)。这些结果表明阿莱基诺可能等位

于黄色果肉。

[0151] 表2：阿莱基诺表型的等位基因性测试

[0152]

[0153] 实例4：阿莱基诺表型果实中类胡萝卜素含量的分析

[0154] 检查具有阿莱基诺表型的成熟果实的红色和黄色部分内的类胡萝卜素含量，并与

野生型番茄(M82)的红色果实以及黄色果肉品种e3756m2(r/r；M82EMS衍生物)的黄色果实

内的类胡萝卜素含量相比较。如卡查诺夫斯克(Kachanovsky)等人(卡查诺夫斯克D  E等人,

2012.《美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.)》109:19021–19026)所述从不同部分

提取类胡萝卜素，并使用高效液相色谱法(HPLC)使用Waters  996光电二极管阵列检测器进

行分离(罗恩(Ronen)G等人,1999.《植物杂志》17:341–351)。阿莱基诺果实内的红色部分具

有约5倍高的总类胡萝卜素含量，概况与野生型果实类似，而黄色部分类胡萝卜素含量明显

较低，概况与黄色果肉(e3756m2)突变果实类似(图4，表3)。

[0155] 表3：成熟阿莱基诺果实的红色和黄色部分中的类胡萝卜素组成(μg/g鲜重)

[0156]

[0157] 实例5：阿莱基诺表型突变的序列分析

[0158] 类胡萝卜素是由所有植物、藻类和蓝细菌以及几种非光合细菌和真菌合成的40碳

类异戊二烯色素。类胡萝卜素的多烯链可以具有3到15个共轭双键，负责类胡萝卜素特征吸

收光谱并赋予特定的光化学性质。类胡萝卜素路径中第一个关键步骤是两个牻牛儿基牻牛

儿基焦磷酸(GGPP)分子的头对头缩合，以产生第一个C40类胡萝卜素八氢番茄红素，由八氢

番茄红素合成酶(PSY)催化。在原始BIL#112阿莱基诺表型植物中的八氢番茄红素合成酶1

的初始DNA测序显示内含子8中在核苷酸3338之后插入的9bp插入(ATCTGGATA，SEQ  ID  NO:

1)。

[0159] 阿莱基诺果实的黄色和红色部分中的8号内含子的初步序列分析
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[0160] 通过PCR由从阿莱基诺表型果实的红色和黄色部分获得的DNA样品扩增Psy1的8号

内含子，并将其克隆到pGEM质粒载体中。使用基因组植物DNA纯化试剂盒(赛默(Thermo))提

取基因组DNA。使用下表4中列出的引物扩增内含子。大肠杆菌细胞用携带来自黄色部分或

来自红色部分的PCR产物的pGEM质粒转染。测试具有来自黄色组织的pGEm克隆的7个大肠杆

菌菌落和具有来自红色组织的pGEM克隆的21个菌落。来自黄色组织的所有DNA克隆显示出

在本文中称为“阿莱基诺标记”的由腺嘌呤(A)核苷酸隔开的TCTGGATA(SEQ  ID  NO:2)的同

向重复序列(SEQ  ID  NO:7)的重复的相同序列模式。来自红色组织的克隆显示菌落之间的

序列变异性，其中大部分菌落含有转座子切除足迹，而其余菌落显示与在黄色菌落中观察

到的相同的模式(图5)。这些结果表明从一个拷贝物切除转座子的可能性或红色部分中有

黄色细胞污染。

[0161] 表4：用于检测阿莱基诺标记的引物对

[0162] 引物名称 序列 SEQ  ID  NO.

正向引物ARL4 5'‑CAGTGCCAGAAGAGGAAGA‑3' 10

反向引物ARL4 5'‑TTGCGGTACAAGACCAAAGA‑3' 11

[0163] 确定rarl等位基因的完整序列

[0164] 初始PCR分析证实了阿莱基诺标记的存在。使用READYMIX试剂盒(Syntezza)，50‑

100ng基因组DNA、0.4μM上文表4中列出的正向和反向引物进行PCR。使用95℃2分钟的变性

步骤来开始PCR，然后进行96℃变性45秒，58‑60℃退火30秒，72℃延伸90秒的38次循环，最

后72℃延伸10分钟。

[0165] 为了对来自阿莱基诺红色和黄色果实部分的全长Psy1转录物进行测序，进行3'

RACE。用赛默科技(Thermo  Scientific)GeneJET植物RNA纯化微型试剂盒#K0801从阿莱基

诺果实的黄色和红色部分提取RNA。用脱氧核糖核酸酶(Dnase)I(新英格兰生物实验室(New 

England  Biolabs)#M0303L)处理RNA，然后使用寡聚‑dT‑接头引物通过M‑Mulv反转录酶(新

英格兰生物实验室#M0253L)进行反转录。

[0166] 为了扩增Psy1转录物，使用Psy1的特异性引物和接头引物(表5)进行PCR反应。

[0167] 表5：3'RACE检定所用的引物

[0168] 引物名称 序列 SEQ  ID  NO.

寡聚‑dT‑接头引物 ctgtgaatgctgcgactacgatT(X20) 17

接头引物 ctgtgaatgctgcgactacgat 18

Psy1特异性引物 AACTTGTTGATGGCCCAAAC 19

[0169] 将扩增的Psy1转录物克隆到pJET文库中(赛默科技(Thermo  Scientific)

CloneJET  PCR克隆试剂盒)。

[0170] 在从阿莱基诺果实黄色部分获得的集落中检测到三种剪接变体，而在从红色部分

获得的集落中除了突变转录物之外还检测到了Psy1野生型转录物。发现两种转录物从最后

一个内含子开始与较短部分融合，发现第三种转录物与已知hAT超家族转座子的400bp序列

融合。在所有三种变体中，最后一个外显子(外显子9)缺失(图6)。

[0171] 基于上述分析，设计出几种引物对(表6)。使用基因组植物DNA纯化试剂盒(赛默)

从具有阿莱基诺表型的植物的嫩叶或黄色果实部分提取基因组DNA。使用50ng‑100ng基因

组DNA、PCR缓冲液、2.5mM  dNTP、0.2μM‑0.3μM正向和反向引物，以及0.5单位PrimeSTARGXL 
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DNA聚合酶(宝生物工程株式会社(Takara  Bio))进行PCR。使用98℃3分钟的变性步骤来开

始PCR，然后进行96℃变性10秒，55‑60℃退火15秒，68℃延伸180秒的38次循环，最后68℃延

伸90秒。如图8所示，这些反应使全长转座子以及与内含子相邻的Psy1区域能够进行扩增。

[0172] 表6：用于检测rarl等位基因的引物对

[0173]

[0174] 实例6：阿莱基诺植物的叶和果实黄色和红色部分中Psy1转录物的序列分析

[0175] 由从阿莱基诺红色和黄色果实部分以及阿莱基诺叶组织提取的RNA使用三个引物

对扩增Psy1转录物。旨在扩增从外显子7延伸到外显子8的片段的反应I在所检查的所有三

个RNA样品中都是成功的。旨在扩增从外显子7延伸到外显子8的片段的反应II和扩增从外

显子8延伸到外显子9的片段的反应III只在含有从阿莱基诺果实红色部分提取的RNA的样

品中是成功的(表7)。这些结果表明在黄色和叶组织中外显子9受损。

[0176] 表7：使用三个不同引物对扩增Psy1转录物

[0177]

[0178] 实例7：阿莱基诺转座子

[0179] 使用GXL聚合酶和引物完成阿莱基诺转座子序列：

[0180] ARL1正向引物：GTGGATCCTGAAATGGCTTG(SEQ  ID  NO:12)；

[0181] ARL1反向引物：AGTACTAATAAAATGGTTTTGCC(SEQ  ID  NO:13)；和

[0182] ARL3反向引物：ATGATACACCGACTAGCCC(SEQ  ID  NO:16)。

[0183] 所述转座子包含3903个核酸(SEQ  ID  NO:3)，并且在5'和3'端有倒置重复序列以

供其插入Psy1(图7)。

[0184] 对阿莱基诺转座子的测序显示它含有与已知转座酶(如来自金鱼草(Antirrhinum 

majus)的Tam3中)类似的开放阅读框，所述阅读框含有二聚化结构域和锌指‑DNA结合域，并

因此可能是自主元件(SEQ  ID  NO:24)。图8呈现阿莱基诺Psy1基因的核酸序列(SEQ  ID  NO:

5)。

[0185] 上文对具体实施方式的描述将充分揭示本发明的一般性质，使得其他人可以通过

应用当前知识就容易地修改和/或调整这些具体实施方式以用于各种应用而无需过度实
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验，并且不偏离一般概念，因此，这样的调整和修改应该并且旨在被理解为在所公开的实施

方式的等效物的含义和范围内。应该理解，本文使用的措辞或术语是出于描述而不是限制

的目的。用于执行各种所公开的功能的手段、材料和步骤可以采取多种替代形式而不偏离

本发明。
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