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АЛЛЕЛЬНЫЙ ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНОТИПОВ ЗЕМЛЯНИКИ ПО ГЕНУ FAFAD1 АРОМАТИЧЕСКОГО КОМПЛЕКСА ПЛОДОВ
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Реферат. Показаны результаты анализа аллельного полиморфизма сортов и форм земляники по гену FaFAD1 ароматического комплекса плодов. Идентифицированы носители функционального аллеля гена FaFAD1, ассоциированного с высоким уровнем биосинтеза γ-декалактона: сорта Кубата, Царица, Red Gountlet, Vima Kimberly и Vima Tarda, что позволяет использовать их в селекции на аромат плодов в качестве ценных исходных форм.
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Summary. The results of the analysis of allelic polymorphism of strawberry varieties and forms for the FaFAD1 fruit aroma gene were shown. Identified carriers of functional allele FaFAD1 gene associated with a high level of γ-decalactone biosynthesis: varieties Kubata, Tsaritsa, Red Gountlet, Vima Kimberly and Vima Tarda, which allows us to be used as valuable initial forms in breeding for fruit aroma.
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Введение. Земляника садовая (Fragaria × ananassa Duch.)относится к числу наиболее распространённых ягодных культур в мире. Её популярность обусловлена такими признаками как скороплодность, ранний срок созревания, десертный вкус, аромат и богатый биохимический состав плодов. [1, 2]. При этом необходимо отметить, что селекция земляники до недавнего времени в основном была направлена на повышение товарных качеств плодов, урожайности, устойчивости растений к неблагоприятным биотическим факторам, тогда как совершенствованию таких потребительских качеств как биохимический состав и аромат плодов уделялось недостаточно внимания, что привело к снижению данных показателей у многих промышленных высокопродуктивных сортов [3, 4].
Характерный приятный аромат плодов земляники обусловлен содержанием большого количества летучих ароматообразующих органических веществ (сложные эфиры, фураноны, терпены, альдегиды, кетоны, спирты, серосодержащие соединения и др.), общее число которых в плодах превышает 360 [5-7]. Наиболее значительный вклад в формирование ароматического профиля плодов земляники вносят около 20 соединений, к числу которых относится γ-декалактон, добавляющий аромату земляники персикоподобные фруктовые сладкие ноты [8, 9].
Интенсивность биосинтеза и накопления γ-декалактона в плодах определяется сочетанием иногих факторов: генотипом особи, степенью зрелости плодов, погодно-климатическими условиями [10]. При этом в отличие от большинства компонентов ароматического профиля плодов земляники, формирование которых обусловлено полигенными эффектами, биосинтез γ-декалактона в плодах в основном детерминирован главным геном FaFAD1, картированным в дистальном районе длинного плеча хромосомы III-2 генома F. × ananassa Duch. [11]. По данным Zorrilla-Fontanesi с соавторами [12] высокое содержание γ-декалактона в плодах земляники в 93,3% случаев обусловлено наличием гена FaFAD1. При этом установлено, что биосинтез γ-декалактона в плодах земляники определяется экспрессией функционального аллеля FaFAD1, а отсутствие γ-декалактона обусловлено либо блокировкой транскрипции мРНК гена FaFAD1, либо отсутствием в геноме функционального аллеля [13]. 
Идентификация главных детерминант данного признака позволяет вести целенаправленный отбор перспективных форм с использованием диагностических ДНК-маркеров [13, 14].
Целью настоящего исследования являлось молекулярно-генетическое тестирование генотипов сортов и отборных сеянцев земляники по гену FaFAD1 ароматического комплекса плодов для идентификации форм, перспективных для селекции на аромат плодов. 

Объекты и методы исследований. Исследования проведены в 2019-2020 гг. В качестве биологических объектов использованы сорта и отборные формы земляники генетической коллекции ФГБНУ «ФНЦ им. И.В. Мичурина».

Экстракция тотальной ДНК осуществлялась согласно протоколу DArT [15] с модификациями позволяющими согласно проведённым ранее исследованиям [16, 17] получать экстракт геномной ДНК дикорастущих видов и сортов земляники необходимой для постановки ПЦР концентрации и чистоты.

Для идентификации в геноплазме земляники гена FaFAD1 использовали маркер FaFAD1. Целевым продуктом маркера FaFAD1 является фрагмент размером 500 п.н. (соответствует активному аллелю, γ-декалактон продуцируется). У форм земляники, в плодах которых γ-декалактон не синтезируется, данный фрагмент не амплифицируется [13]. Контролем присутствия в геноме анализируемых форм земляники целевого аллеля гена FaFAD1 являлся дикорастущий вид F. orientalis Los.
Использованные в работе праймеры, синтезированы в ЗАО «Синтол» (Москва) и имели следующую нуклеотидную последовательность: FaFAD1 for 5’-CGGGATTAATGGTTTTGTTGTTGACCGACC-3’, FaFAD1 rev 5’-GTAGAAGAGAGAGACCAAGACGAG -3’.
Реакционная смесь для ПЦР общим объемом 15 мкл содержала: 1,5 мМ 10х Taq-буфера (+(NH4)2SO4, -MgCI2), 2,0 мМ dNTPs, 2,5 мМ MgCI2, 10 пМ каждого праймера, 0,2 U Taq-полимеразы и 20 нг геномной ДНК. Все компоненты произведены фирмой Thermo Fisher Scientific. 
Амплификацию проводили в термоциклере T100 производства фирмы «BIO-RAD» по следующей программе: денатурация 4 мин при 94°C; далее 25 циклов: 30 с при 94°C, 30 с при 56°C, 30 с при 72°C; далее финальная элонгация 10 мин при 72°C. 

Разделение продуктов амплификации проводили электрофоретическим методом в агарозном геле (концентрация агарозы – 2%, буферная система – 1х ТВЕ). Определение размера ампликонов поводили с использованием Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

Обсуждение результатов. Согласно проведённым исследованиям функциональный аллель гена FaFAD1 выявлен у 5 генотипов из 21 проанализированных, что составляет 23,8%. У 76,2% форм ген FaFAD1 отсутствует (пример электрофоретического профиля маркера FaFAD1 представлен на рисунке, результаты идентификации – в таблице). 
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Рисунок. Электрофоретический профиль маркера FaFAD1 генотипов земляники
К – контроль (F. orientalis Los.), 1 – Кубата, 2 – 56-5, 3 – 26-5, 4 – Korona, 5 – Троицкая, 
6 – Яркая, 7 – 932-29, 8 – Ostara, 9 – Царица, М – маркер молекулярного веса

Таблица. Аллельный полиморфизм гена FaFAD1 у сортов и форм земляники

(1 – аллель присутствует, 0 – аллель отсутствует)

	№
	Генотип 
	FaFAD1

	
	
	500 п.н.

	1
	Боровицкая (Надежда × Red Gauntlet)
	0

	2
	Кубата (Кубенская × Holiday)
	1

	3
	Ласточка (922-67 × Привлекательная)
	0

	4
	Привлекательная (Рубиновый кулон × Allbritton)
	0

	5
	Троицкая (F. × ananassa Duch. × F. moschata Duch.)
	0

	6
	Урожайная ЦГЛ (Zenga Zengana × Redcoat)
	0

	7
	Фейерверк (Zenga Zengana × Redcoat)
	0

	8
	Царица (Venta × Red Gauntlet)
	1

	9
	Яркая (Zenga Zengana × Redcoat)
	0

	10
	Ostara (Red Gauntlet × Masherahs Daurernte)
	0

	11
	Polka (Unduka × Sivetta)
	0

	12
	Quicky (CIVN251)
	0

	13
	Red Gountlet ((NJ New Jersey 1051 × Climax) × (Climax × New Jersey 1051))
	1

	14
	Symphony (Rhapsody × Holiday)
	0

	15
	Vima Kimberly (Gorella × Chandler)
	1

	16
	Vima Tarda (Vima Zanta × Vicoda)
	1

	17
	298-19-9-43 [(F. orientalis Los. × F. moschata Duch.) × F. ananassa Duch.]
	0

	18
	26-5 (F. ananassa Duch. × [(F. orientalis Los. × F. moschata Duch.) × F. ananassa Duch.])
	0

	19
	928-12 [(F. orientalis Los. × F. moschata Duch.) × F. ananassa Duch.] 
	0

	20
	932-29 (F. virginiana Duch. ssp. platypetala × F. ananassa Duch.)
	0


	21
	56-5 (Gigantella Maxim × Привлекательная)
	0



Среди 9 сортов отечественной селекции ген FaFAD1 присутствует у 22,2% форм (сорта Кубата и Царица). Среди 7 сортов зарубежной селекции ген FaFAD1 идентифицирован у 42,8% форм (сорта Red Gountlet, Vima Kimberly и Vima Tarda). При этом необходимо отметить, что сорта Кубата и Царица также получены с использованием в гибридизации в качестве родительских форм сортов зарубежной селекции. Более широкое распространение гена FaFAD1 у сортов земляники иностранной селекции также показано в других работах [18, 19]. Полученный результат предположительно может объясняться генетической близостью многих зарубежных сортов вследствие активного применения в гибридизации одних и тех же исходных форм, одна или несколько из которых могли являться донором функционального аллеля гена FaFAD1.

Среди проанализированных отборных сеянцев земляники функциональный аллель гена FaFAD1 не выявлен, хотя формы 298-19-9-43, 26-5 и 928-12 являются сложными межвидовыми гибридами и получены с использованием доноров гена FaFAD1 – дикорастущих видов F. orientalis Los. и F. moschata Duch.

Выводы. Таким образом, по результатам молекулярно-генетического анализа аллельного состояния гена FaFAD1 перспективными источниками высокого содержания γ-декалактона в плодах являются сорта Кубата, Царица, Red Gountlet, Vima Kimberly и Vima Tarda, характеризующиеся наличием активного аллеля гена FaFAD1.
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