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摘要:本试验主要对14个番茄材料进行了Ty-1,Ty-2,Ty-3,Mi-1和Cf-9共5个抗性基因的检测,
 

并在自然条件

下观察番茄植株对黄化曲叶病毒病、
 

叶霉病、
 

根结线虫病的抗性.
 

生物学检测结果表明,
 

14个材料均含有黄化曲叶

病毒病抗性基因、
 

根结线虫抗性基因 Mi-1和番茄叶霉病抗性基因Cf-9.
 

其中,
 

2个番茄材料含有5个抗性基因,
 

8

个材料含有4个抗性基因,
 

4个材料含有3个抗性基因.
 

田间抗病性调查并未发现显著的感病情况.
 

此外,
 

还对其

生长习性等13个农艺性状进行了调查和统计.
 

综合抗病能力以及田间表现,
 

14,21,金棚8B等3个品种抗病能力

强,
 

生长势好,
 

产量较高,
 

比较适宜日光温室秋冬茬番茄的种植.
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番茄是我国重要的大宗蔬菜之一,
 

其较高的营养价值和经济价值使得番茄的种植面积和复种指数不断

增加[1].
 

日光温室番茄的主要种植形式分为春秋茬(早春茬和秋冬茬)和越冬茬[2].
 

其中,
 

秋冬茬和越冬茬

的育苗期和苗期正处于高温干燥条件,
 

此环境有利于黄化曲叶病毒在传播媒介烟粉虱体内的增殖和传播,
 

有利于根结线虫和叶霉病病菌的繁殖[3-5].
 

黄化曲叶病毒主要由烟粉虱进行传播,
 

传播快,
 

为害严重,
 

对番

茄品质和产量造成了严重的影响[6].
 

黄化曲叶病毒病自20世纪60年代被报道,
 

90年代传入中国,
 

并逐渐

自南向北为害中国番茄生产,
 

给我国番茄产业带来了巨大的影响[7].
 

2009年,
 

河北省在邯郸、
 

邢台、
 

石家

庄、
 

衡水等地发现了番茄黄化曲叶病[8],
 

目前已广泛分布于陕西、
 

广西、
 

上海、
 

安徽、
 

河北、
 

山东、
 

河南等

20多个省(区、
 

市)的设施蔬菜产区,
 

对中国番茄产业的可持续发展构成严重威胁[9].
 

根结线虫病是一种常

见的为害番茄生产的极难防治的土传病害,
 

其寄主广泛,
 

可造成作物减产,
 

甚至导致绝产,
 

容易引发枯萎

病等其他土传病害[10].
 

2006年,
 

南方根结线虫已遍及河北省的11个地级市[11].
 

解决以上对番茄产量和品

质影响较大病害的最为直接有效的方法是选用含有多个抗性基因的番茄品种.
 

近年来,
 

本团队在番茄耐贮

运、
 

硬度及可溶性固形物等品质方面的研究较为集中[12-14].
 

在本试验中,
 

主要针对秋冬茬所种植的14个番

茄品种的抗病及植株、
 

果实等性状进行初步统计,
 

即运用分子生物学技术,
 

检测生产上应用较多的番茄抗
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病基因Ty-1,Ty-2,Ty-3[15],
 

根结线虫抗病基因Mi-1[10]及叶霉病抗性基因Cf-9[16],
 

结合其在秋茬的田间

表现以及其他的一些性状的调查结果,
 

比较各材料的综合条件,
 

筛选出适合河北省日光温室秋冬茬多抗、
 

优良的番茄品种.

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料由河北省高邑县鄗丰蔬菜专业合作社提供,
 

共14份:
 

其中,
 

01,05,06,13,14,21,30为自育

杂交组合;
 

14-6,14-8,152,940,金棚8B,秋帅为西安金鹏种苗有限公司的品种;
 

圣番863为京研益农(北京)

种业科技有限公司的品种.

1.2 试验设计

番茄材料于2017年7月7日播种,
 

采用基质育苗.
 

8月23日定植在高邑县鄗丰蔬菜专业合作社日光

温室内,
 

种植密度为37
 

500株/hm2,
 

定植采取宽窄行,
 

宽行90
 

cm,
 

窄行50
 

cm,
 

株距40~50
 

cm.
 

利用温

室自带的烟粉虱、
 

病菌及含根结线虫的病土自然接种,
 

进行简单的黄化曲叶病毒病、
 

根结线虫及叶霉病的

抗病观察.
 

于2017年11月到12月进行植株性状、
 

果实性状等的调查统计,
 

并取不同材料的叶片进行

Ty-1,Ty-2,Ty-3,Mi-1和Cf-9共5个抗性基因的分子检测.
1.3 抗性基因的检测

1.3.1 番茄总DNA的提取

取各个待测材料的幼嫩叶片,
 

研磨后利用CTAB法提取番茄基因组DNA,
 

用TE缓冲液溶解,
 

于

-20
 

℃保存.

1.3.2 引物及试剂

试验所用引物由华大基因科技服务有限公司合成,
 

GoldView
 

I型核酸染色剂购自北京索莱宝科技有限

公司,
 

EasyTaq
 

DNA聚合酶等购自北京全式金生物技术有限公司.

1.3.3 PCR检测

番茄抗性基因Ty-1,Ty-2,Ty-3的分子标记引物参照河北省地方标准番茄抗黄化曲叶病毒品种苗期

快速鉴定技术规程,
 

Mi-1和Cf-9的分子标记引物参照华中农业大学番茄课题组所设计的引物.
PCR反应各组分如下:

 

DNA适量,引物各0.2
 

μM,10×Buffer
 

2.5
 

μL,dNTPs
 

0.2
 

mM,EasyTaq
 

DNA
聚合酶2.5

 

U,
 

ddH2O补足至25
 

μL.
 

反应程序:
 

94
 

℃预变性5
 

min;
 

94
 

℃变性30
 

s,
 

退火30
 

s(Ty-1,Ty-
2,Ty-3,Mi-1和Cf-9的退火温度为55~57

 

℃),
 

72
 

℃延伸(延伸时间根据延伸速度及片段大小计算),
 

共

35个循环;
 

72
 

℃后延伸10
 

min.
PCR产物加入6×Loading

 

Buffer,
 

混匀后进行琼脂糖凝胶电泳,
 

120
 

V,
 

30
 

min左右后在凝胶成像系

统保存图像并统计结果.

1.4 性状调查

对每个材料的5~10棵植株的形态特征和生物学特性等进行调查统计,
 

包括生长习性、
 

田间生长

势、
 

株高、
 

首花序节位、
 

花序类型、
 

成熟果色、
 

果肩、
 

果形、
 

果肉厚、
 

单果质量、
 

熟性、
 

可溶性固形物、
 

产

量等共13个指标.
 

其中,
 

可溶性固形物比例的检测使用手持式折光仪 N-10E,
 

测量范围为0%~10%.
 

果形指数=果实纵径/果实横径,
 

0.70<果形指数≤0.86为扁圆,
 

0.86<果形指数≤1.00为圆形.

2 结果与分析

2.1 番茄抗性基因的检测

2.1.1 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-1的检测

以水为阴性对照,
 

对14个番茄材料进行了黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-1的检测(图1).
 

纯合抗病
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材料为仅出现984
 

bp的片段,
 

编号分别为1,2,6,14,15;
 

杂合抗病材料为共有984
 

bp和1
 

434
 

bp两条

片段,
 

编号分别为3,4,5,7,8,9;
 

仅含有1
 

434
 

bp片段的材料不含有Ty-1,
 

编号分别为10,11,12,13.

M:
 

Marker;
 

CK:
 

阴性对照;
 

1~13依次为:
 

01,05,06,13,14,21,30,14-6,14-8,152,940,金棚8B,秋帅;
 

14和15为圣番863.
 

图2至图5同.

图1 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-1的检测结果

2.1.2 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-2的检测

以水为阴性对照,
 

对14个番茄材料进行了黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-2的检测(图2).
 

纯合抗病材料为

仅出现195
 

bp的片段,
 

本试验中未检测到;
 

杂合抗病材料为共有195
 

bp和550
 

bp两条片段,
 

编号分别为8,9,

10,11,12,13;
 

仅含有550
 

bp片段的材料不含有Ty-2,
 

编号分别为1,2,3,4,5,6,7,14,15.

图2 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-2的检测结果

2.1.3 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-3的检测

以水为阴性对照,
 

对14个番茄材料进行了黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-3的检测(图3).
 

纯合抗病材

料为仅出现510
 

bp的片段,
 

编号分别为2,6,14;
 

杂合抗病材料为共有260
 

bp和510
 

bp两条片段,
 

编号分

别为1,3,4,5,7,8,9;
 

仅含有260
 

bp片段的材料不含有Ty-3,
 

编号分别为10,11,12,13.

图3 黄化曲叶病毒病抗性基因Ty-3的检测结果

2.1.4 根结线虫病抗性基因 Mi-1的检测

以水为阴性对照,
 

对14个番茄材料进行了根结线虫病抗性基因 Mi-1的检测(图4).
 

纯合抗病材料为

仅出现550
 

bp的片段,
 

编号分别为1,5,7,9;
 

其余为杂合抗病材料,
 

有550
 

bp和350
 

bp两条片段,
 

编号分

别为2,3,4,6,8,10,11,12,13,14.
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图4 根结线虫病抗性基因Mi-1的检测结果

2.1.5 叶霉病抗性基因Cf-9的检测

以水为阴性对照,
 

对14个番茄材料进行了叶霉病抗性基因Cf-9的检测.
 

检测Cf-9所用试验方法为

显性标记,
 

如图5所示,
 

含抗病基因Cf-9的材料出现415
 

bp片段,
 

没有此片段的为不含Cf-9的材料.
 

本

试验中,
 

14个材料都含有Cf-9.

图5 叶霉病抗性基因Cf-9的检测结果

2.1.6 基因型分析

抗性基因检测结果统计详见表1.
 

试验结果显示,
 

14个材料均含有黄化曲叶病毒病抗性基因、
 

根结线

虫抗性基因Mi-1以及叶霉病抗病基因Cf-9.
 

含Ty-1的番茄材料共10个,
 

其中的4个基因型为纯合,
 

6
个为杂合;

 

含Ty-2的番茄材料共6个,
 

都是杂合;
 

含Ty-3的番茄材料共10个,
 

7个杂合,
 

3个纯合.
 

含有

纯和抗性基因Mi-1的材料共有4个,
 

其余为杂合.
 

含有5个抗性基因的番茄材料共2个,
 

含有4个抗性基

因的共8个,
 

含有3个抗性基因的共4个.
表1 抗性基因检测结果统计

试材 Ty-1 Ty-2 Ty-3 Mi-1 Cf-9

01 ++ -- +- ++ +
05 ++ -- ++ +- +
06 +- -- +- +- +
13 +- -- +- +- +
14 +- -- +- ++ +
21 ++ -- ++ +- +
30 +- -- +- ++ +
14-6 +- +- +- +- +
14-8 +- +- +- ++ +
152 -- +- -- +- +
940 -- +- -- +- +

金棚8B -- +- -- +- +
秋帅 -- +- -- +- +

圣番863 ++ -- ++ +- +

  注:
 

“++”表示含有该抗性基因,
 

且基因型为纯合;
 

“+-”表示基因型为杂合;
 

“--”表示未检测到该抗性基因;
 

“+”

为检测到基因Cf-9.
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2.2 自然发病的抗性观察结果

本试验并未使用针对性的病原进行接种,
 

只是依赖于温室自然发病后进行观察,
 

田间发病结果并未发

现这14个材料有明显的感病情况.
 

其中,
 

14和14-8的抗黄化曲叶病毒病的能力较好,
 

基本上没有感染;
 

其余12个材料的叶片颜色偏黄,
 

但并没有影响植株正常的生长发育,
 

与温室内明显矮化黄化的无果实或果

实少的感病材料(采种时高度在0.5~1
 

m左右)具有显著差异.
 

14个材料并未见明显感染叶霉病或根结线

虫的情况,
 

即叶面上未见明显的白斑、
 

坏死斑、
 

黄化斑、
 

霉状物和孢子,
 

根系上无根结或根结少于5个.

2.3 番茄品种的性状特征

如表2所示,
 

14个番茄材料都属于无限生长类型.
 

其中,
 

01生长势较弱,
 

14,14-8和圣番863生长势

较强,
 

05,06,13,21,30,14-6,152,940,金棚8B和秋帅的生长势中等.
 

14个材料株高为1.30~1.56
 

m;
 

叶

裂刻深浅各有不同.
 

01,05,06,30,14-6,152,金棚8B和秋帅的首花序节位为6-7位,
 

14,21,14-8,940的首

花序节位为7-8位,
 

13和圣番863的首花序节位为8-9位;
 

05,06,21,14-6为单双歧花序都有,
 

其余为单

歧花序.
 

成熟果色都为粉红色,
 

其中,
 

21的颜色较深;
 

成熟果无绿肩(圣番863在未成熟时有绿肩,
 

成熟时

消失);
 

通过计算果形指数,
 

01,06,13,14,30,14-8,940,金棚8B,秋帅和圣番863的果实形状为圆形,
 

其余

为扁圆;
 

果肉厚为0.62~0.80
 

cm;
 

05和圣番863果肉厚最大,
 

14-6果肉厚最小;
 

单果质量为162.50~

238.33
 

g,
 

14的单果质量最大,
 

14-8的单果质量最小;
 

01为早熟,
 

13和圣番863为晚熟,
 

其余为中熟.
 

14
个番茄材料的可溶性固形物比例为4.00%~5.22%,

 

风味较好,
 

14-8的可溶性固形物比例最高(5.22%),
 

其次为金棚8B(5.10%);
 

14的产量最高,
 

其次为152.
综合抗病能力以及田间表现,

 

14,21和金棚8B的坐果率高,
 

果形及果色好,
 

果实均匀,
 

抗病能力强,
 

单果质量在200
 

g左右,
 

可溶性固形物比例较高,
 

比较适宜日光温室秋冬茬番茄的种植及市场需求.
表2 番茄农艺性状调查

试材
生长

习性
生长势

株高/

m

首花序

节位/位

花序

类型

成熟

果色
果肩 果形

果肉厚/

cm

单果

质量/g
熟性

可溶性固

形物/%

产量/

(kg·hm-2)

01 无限 弱 1.30 6-7 单 粉 无 圆形 0.74 204.00 早熟 4.70 91
 

800.2

05 无限 中等 1.50 6-7 单/双 粉 无 扁圆 0.80 211.67 中熟 4.18 103
 

189.1

06 无限 中等 1.30 6-7 单/双 粉 无 圆形 0.76 199.33 中熟 4.80 97
 

173.4

13 无限 中等 1.45 8-9 单 粉 无 圆形 0.76 214.40 晚熟 4.74 96
 

480.3

14 无限 强 1.56 7-8 单 粉 无 圆形 0.76 238.33 中熟 4.80 116
 

185.9

21 无限 中等 1.45 7-8 单/双 深粉 无 扁圆 0.74 205.00 中熟 4.98 99
 

937.5

30 无限 中等 1.50 6-7 单 粉 无 圆形 0.76 223.75 中熟 4.00 106
 

078.5

14-6 无限 中等 1.35 6-7 单/双 粉 无 扁圆 0.62 224.00 中熟 4.30 105
 

000.2

14-8 无限 强 1.50 7-8 单 粉 无 圆形 0.72 162.50 中熟 5.22 79
 

218.8

152 无限 中等 1.30 6-7 单 粉 无 扁圆 0.74 233.33 中熟 4.52 109
 

373.4

940 无限 中等 1.35 7-8 单 粉 无 圆形 0.66 181.67 中熟 4.64 88
 

564.1

金棚8B 无限 中等 1.40 6-7 单 粉 无 圆形 0.78 194.80 中熟 5.10 94
 

965.1

秋帅 无限 中等 1.38 6-7 单 粉 无 圆形 0.64 183.33 中熟 4.80 89
 

373.4

圣番863 无限 强 1.40 8-9 单 粉 有 圆形 0.80 170.67 晚熟 4.78 83
 

201.6

3 讨 论

抗病育种是目前世界范围内番茄育种的重要目标之一,
 

利用分子生物学检测抗病基因可以准确、
 

有效

地缩短育种时间,
 

提高育种效率[17].
 

但环境、
 

基因型以及植物本身及其所处的生长阶段都会影响番茄的抗

病能力,
 

因此,
 

只通过分子检测并不能确定番茄植株的抗病能力,
 

将分子鉴定结果与田间鉴定结合起来,
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才能筛选出更符合当地的抗性品种[18].
本试验主要对14个番茄材料进行了黄化曲叶病毒病抗性基因(Ty-1,Ty-2,Ty-3)、

 

根结线虫抗性基

因(Mi-1)以及叶霉病抗性基因(Cf-9)的检测,
 

并观察生长在自带病原温室内的番茄对番茄黄化曲叶病

毒病、
 

根结线虫病及叶霉病的抗病能力.
 

郑积荣等[19,4]指出,
 

在含有单个黄化曲叶病毒病抗病基因材料

中,
 

含有Ty-2的材料以及含有两个抗病基因的材料均具有较强的抗病能力;
 

含有Mi-1的番茄材料能有

效抵制南方根结线虫的为害.
 

于拴仓等[20]指出,
 

Cf-9对我国的2个叶霉病优势生理小种具有较强的抗

性.
 

本试验中的番茄材料,
 

152,940,金棚8B和秋帅仅含有Ty-2,
 

其余的材料至少含有两个番茄黄化曲

叶病毒病抗病基因,
 

都含有根结线虫病抗病基因 Mi-1和叶霉病抗病基因Cf-9,
 

因此都具有对番茄黄化

曲叶病毒病、
 

根结线虫病及叶霉病较强的抗病能力.
 

此外,
 

本试验还对这14个材料进行了初步的性状

调查.
 

结果显示,
 

14个材料都是无限生长类型,
 

成熟果粉红色,
 

果实圆形或接近圆形,
 

成熟果实无绿肩.
 

14-8的可溶性固形物比例最高(5.22%),
 

其次为金棚8B(5.10%);
 

01为早熟,
 

13和圣番863为晚熟,
 

其余为中熟;
 

14单果质量最大,
 

为238.33
 

g,
 

14-8的单果质量最小.
 

01生长势较弱,
 

14,14-8和圣番

863生长势较强,
 

05,06,13,21,30,14-6,152,940,金棚8B和秋帅的生长势中等.
 

总的来说,
 

14,21和金

棚8B在抗病性、
 

生长势、
 

果形、
 

果色、
 

单果质量、
 

可溶性固形物比例等方面表现较好,
 

商品性较高,
 

基

本满足日光温室秋冬番茄的种植和市场需求.
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Abstract:
 

In
 

this
 

study,
 

14
 

tomato
 

varieties
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

their
 

resistance
 

to
 

tomato
 

yellow
 

leaf
 

curl
 

virus
 

(TYLCV),
 

leaf
 

mould
 

and
 

root-knot
 

nematode
 

by
 

natural
 

incidence
 

in
 

a
 

solar
 

greenhouse,
 

and
 

TYLCV-resistance
 

genes
 

Ty-1,
 

Ty-2,
 

and
 

Ty-3,
 

root
 

knot
 

nematode
 

resistance
 

gene
 

Mi-1
 

and
 

tomato
 

leaf
 

mould
 

resistance
 

gene
 

Cf-9
 

in
 

them
 

were
 

detected
 

with
 

PCR.
 

According
 

to
 

molecular
 

detection,
 

all
 

the
 

14
 

varieties
 

contained
 

TYLCV-resistance
 

gene(s),
 

Mi-1
 

and
 

Cf-9.
 

Of
 

them,
 

2
 

contained
 

5
 

resistance
 

genes,
 

8
 

contained
 

4
 

resistance
 

genes,
 

and
 

4
 

contained
 

3
 

resistance
 

genes.
 

In
 

a
 

field
 

resistance
 

survey,
 

no
 

significant
 

TYLCV,
 

leaf
 

mould
 

or
 

root-knot
 

nematode
 

was
 

detected.
 

In
 

addition,
 

13
 

agronomical
 

charac-

ters
 

of
 

the
 

varieties
 

were
 

investigated
 

and
 

analyzed.
 

Based
 

on
 

their
 

comprehensive
 

disease
 

resistance
 

and
 

field
 

performance,
 

the
 

varieties
 

14,
 

21,
 

and
 

Jinpeng8B
 

were
 

identified
 

as
 

highly
 

disease-resistant,
 

with
 

the
 

potentials
 

of
 

vigorous
 

growth
 

and
 

high
 

yield,
 

and
 

were
 

recommended
 

for
 

planting
 

in
 

autumn
 

and
 

winter
 

in
 

solar
 

greenhouses.

Key
 

words:
 

tomato;
 

yellow
 

leaf
 

curl
 

virus;
 

root-knot
 

nematode
 

disease;
 

leaf
 

mould;
 

detection
 

of
 

resistance
 

genes
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