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«ИСПОЛЬЗОВАНИЕ
 

В
 

СЕЛЕКЦИИ
 

ТОМАТА
 ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ

 
ПЦР

 
МАРКЕРОВ

 
ДЛЯ

 ИДЕНТИФИКАЦИИ
 

ГЕНОВ, КОНТРОЛИРУЮЩИХ
 КАЧЕСТВО

 
ПЛОДОВ»

1УО

 

«Белорусская

 

государственная

 

сельскохозяйственная

 

академия»
2ГНУ

 

«Институт

 

генетики

 

и

 

цитологии

 

НАНБ»
3

 

ГНУ

 

«Институт

 

экспериментальной

 

ботаники

 

им. В.Ф. Купревича

 

НАН

 

Беларуси»
4РУП

 

«Институт

 

овощеводства». 



СелекцияСелекция
 

нана
 

качествокачество
 

плодовплодов
 

томататомата

--
 

созданиесоздание
 

генотиповгенотипов
 

сс
 

повышеннымповышенным
 

содержаниемсодержанием
 

каротиноидовкаротиноидов
 

: : 
геныгены

 
IpIp, hp, hp--1, 1, hphp--11ww, , hphp--2, 2, hphp--22j j ии

 
hphp--22dg dg повышаютповышают

 
содержаниесодержание

 
каротиноидовкаротиноидов..

геныгены
 

r, r, atat, , shsh
 

понижаютпонижают
 

содержаниесодержание
 

каротиноидовкаротиноидов..
геныгены

 
DelDel, B, t, , B, t, gsgs

 
изменяютизменяют

 
составсостав

 
ии

 
соотношениесоотношение

 
каротиноидовкаротиноидов..

--
 

созданиесоздание
 

генотиповгенотипов
 

сс
 

пролонгированнымпролонгированным
 

периодомпериодом
 

храненияхранения
 

плодовплодов..
ГеныГены, , контролирующиеконтролирующие

 
созреваниесозревание

 
плодовплодов

 
томататомата

 
––

 
rinrin, , nornor

 
ии

 
nornorAA

ГенотипированиеГенотипирование
 

сс
 

применениемприменением
 

функциональныхфункциональных
 

ПЦРПЦР
 

маркеровмаркеров::
-- идентификацияидентификация

 
нана

 
раннихранних

 
стадияхстадиях

 
развитияразвития

 
((семенасемена, , проросткипроростки))

-- точностьточность, , скоростьскорость
--

 
отсутствиеотсутствие

 
сезонностисезонности

 
вв

 
работеработе

--
 

тестированиетестирование
 

большогобольшого
 

объемаобъема
 

материаламатериала
 

вв
 

короткиекороткие
 

срокисроки..

АКТУАЛЬНОСТЬ
 

ПРОВОДИМЫХ
 

ИССЛЕДОВАНИЙ



ЦЕЛЬЦЕЛЬ
 

ИССЛЕДОВАНИЙИССЛЕДОВАНИЙ
ГенотипированиеГенотипирование

 
коллекцииколлекции

 
томататомата

 
сс

 
применениемприменением

 
функциональныхфункциональных

 
ПЦРПЦР

 маркеровмаркеров
 

кк
 

генамгенам, , изменяющимизменяющим
 

биосинтезбиосинтез
 

каротиноидовкаротиноидов
 

ии
 

созреваниесозревание
 плодовплодов

 
томататомата, , ии

 
выделениевыделение

 
образцовобразцов, , несущихнесущих

 
ценныеценные

 
мутантныемутантные

 
геныгены..

МАТЕРИАЛЫМАТЕРИАЛЫ
 

ИИ
 

МЕТОДЫМЕТОДЫ
 

ИССЛЕДОВАНИЯИССЛЕДОВАНИЯ
ИсходнымИсходным

 
материаломматериалом

 
длядля

 
исследованияисследования

 
служилислужили

 
23 23 генотипагенотипа

 
томататомата

 ((SolanumSolanum
 

lycopersicumlycopersicum
 

L.) L.) сс
 

контрастнымконтрастным
 

содержаниемсодержанием
 

каротиноидовкаротиноидов, , 
полученныеполученные

 
изиз

 
РУПРУП

 
««ИнститутИнститут

 
овощеводстваовощеводства»»

 
ии

 
УОУО

 
««БГСХАБГСХА»»..

АллельныйАллельный
 

составсостав
 

геновгенов
 

идентифицировалиидентифицировали
 

вв
 

ГНУГНУ
 

««ИнститутИнститут
 

генетикигенетики
 

ии
 цитологиицитологии

 
НАННАН

 
БеларусиБеларуси»»

 
попо

 
методикеметодике, , описаннойописанной

 
МалышевымМалышевым

 
ии

 
дрдр., ., 

2008.2008.
СравнительныйСравнительный

 
анализанализ

 
содержаниясодержания

 
индивидуальныхиндивидуальных

 
каротиноидовкаротиноидов

 проводилипроводили
 

вв
 

ГНУГНУ
 

««ИнститутИнститут
 

экспериментальнойэкспериментальной
 

ботаникиботаники
 

имим. . ВВ..ФФ. . 
КупревичаКупревича

 
НАННАН

 
БеларусиБеларуси»»

 
методомметодом

 
ВЭЖХВЭЖХ

 
нана

 
хроматографехроматографе

 
««ЦветЦвет

 
40004000»»

 попо
 

методикеметодике, , описаннойописанной
 

БулдаБулда
 

ии
 

дрдр., 2009 ., 2009 сс
 

модификациямимодификациями. . МассовуюМассовую
 концентрациюконцентрацию

 
каротинакаротина

 
определялиопределяли

 
спектрофотометрическимспектрофотометрическим

 
методомметодом

 
сс

 дополнительнойдополнительной
 

очисткойочисткой
 

припри
 

помощипомощи
 

колончатойколончатой
 

хроматографиихроматографии..



СхемаСхема
 

путипути
 

биосинтезабиосинтеза
 

каротиноидовкаротиноидов
 

томататомата
 

((HirschbergHirschberg, 2001), 2001)

МутацииМутации
 

томататомата, , которыекоторые
 

изменяютизменяют
 

биосинтезбиосинтез
 

каротиноидовкаротиноидов
 

показаныпоказаны
 

вв
 

скобкахскобках: : 
BB

 
((BetaBeta), ), DelDel

 
((DeltaDelta), ), ogog

 
((oldold--goldgold),  ),  rr

 
((yellowyellow--fleshflesh),  ),  tt

 
((tangerinetangerine).).



РЕЗУЛЬТАТЫРЕЗУЛЬТАТЫ
 

ИССЛЕДОВАНИЙИССЛЕДОВАНИЙ
Таблица

 
1. Результаты

 
генотипирования

 
коллекции

 
томата

 
с

 
применением

 
ПЦР

 
маркеров.

№ Наименование

 

образца Идентифицированные

 
мутантные

 

гены

Каротин,
мг%

Окраска
плода

1 Луч В

 

/ В 3,48 оранжевая
2 Флайме В

 

/ В 4,50 оранжевая
3 Л

 

439 х

 

Желтое

 

сердце В

 

/ В 4,80 оранжевая

4 Оранж-1 В

 

/ В 4,20 оранжево-красная

5 Каролетте - 4,50 оранжевая
6 Оранжевый

 

гигант t / t 1,89 оранжевая
7 Девиз - 3,50 красная
8 Линия

 

№ 7741/2 В

 

/ В 4,01 оранжевая
9 Голден

 

элайт t / t 4,60 желто-оранжевая

10 Линия

 

№ 7756/2 В

 

/ В 5,80 оранжевая
11 Оранж

 

х

 

Морковный - 4,40 красная

12 Айплс ogc / ogc 4,40 красная
13 Yellow oxyheart t / t 4,60 желто-оранжевая

14 Голден

 

санрайс - 0,50 желтая
15 Семко

 

7803 - 4,98 красная
16 Бония ogc / ogс 4,40 красная
17 Квадрат

 

гигиант - 1,58 малиновая
18 Ронге

 

думонтпе - 5,80 красная
19 Фрайди

 

ред

 

реак - 4,60 красная
20 Ачи

 

гет - 3,91 красная
21 Мо

 

950 nor A / norA н.о. желто-красная
22 Мо

 

948 nor / nor н.о. желтая
23 Мо

 

577 rin / rin н.о. желто-лимонная



РисРис. 1. . 1. ПродуктыПродукты

 

амплификацииамплификации

 

ДНКДНК

 

генотиповгенотипов

 

томататомата

 

сс

 

функциональнымфункциональным

 

SCARSCAR

 

маркероммаркером

 (BpromF/BpromR) (BpromF/BpromR) кк

 

генугену

 

BB: 1, 2 : 1, 2 ––

 

ОранжевыйОранжевый

 

гигантгигант

 

((tt, , spsp), 3, 4 ), 3, 4 ––

 

ФлаймеФлайме

 

((ВВ), 5, 6 ), 5, 6 ––

 

ЛучЛуч

 

((ВВ).).

АнализАнализ
 

сравнительногосравнительного
 

содержаниясодержания
 

каротиноидовкаротиноидов
 

методомметодом
 

ВЭЖХВЭЖХ
 

показалпоказал, , 
процентное

 
содержание

 
β-каротина

 
составляет

 
от

 
14,7 ±

 
0,6% от

 
суммы

 
каротиноидов

 
у

 сорта
 

Луч
 

до
 

18,5 ±
 

0,6% у сорта Флайме (рис.2).
 

По
 

данным
 

спектрофотометрического
 анализа

 
содержание

 
каротина

 
в

 
плодах

 
с

 
геном

 
В

 
изменялось

 
от

 
3,48 до

 
5,8 мг

 
%.

Мутантный
 

ген
 

В
 

(Beta carotene). ПЦР
 

анализ
 

коллекции
 

ДНК
 

генотипов
 

томата
 позволил

 
выявить

 
мутантный

 
ген

 
в

 
следующих

 
образцах: Луч, Флайме, Л

 
439 х

 Желтое
 

сердце, Оранж-1, линии
 

№
 

7741/2 и № 7756/2 (рис. 1).   

Рис. 2 –

 

Результаты

 

ВЭЖХ

 

разделения

 

каротиноидов

 

в

 

экстрактах

 

плодов

 

томата

 

сорта Флайме (В). 
Цифрами

 

указаны

 

пики

 

определяемых

 

соединений: 1, 2 -

 

растворители, 3 –

 

ликопин, 4 –

 неидентифицированный

 

изомер

 

каротина, 5 –

 

β-каротин. 



РецессивныйРецессивный
 

генген
 

ogogcc..
 

ФенотипическиеФенотипические
 

особенностиособенности
 

растенийрастений
 

ogogcc

 

––
 

этоэто
 

темнотемно--красныекрасные
 плодыплоды

 
ии

 
коричневокоричнево--оранжевыеоранжевые

 
цветкицветки

 
((рисрис.3). .3). ВВ

 
результатерезультате

 
генотипированиягенотипирования

 мутантныймутантный
 

генген
 

былбыл
 

идентифицированидентифицирован
 

вв
 

сортахсортах
 

АйплсАйплс
 

ии
 

БонияБония
 

((рисрис.4). .4). 

АнализАнализ
 

сравнительногосравнительного
 

содержаниясодержания
 

каротиноидовкаротиноидов
 

методомметодом
 

ВЭЖХВЭЖХ
 

показалпоказал, , чточто
 

вв
 мутантемутанте

 
ogogcc

 

содержаниесодержание
 

ликопиналикопина
 

равноравно
 

65,7 65,7 ±±
 

0,9% 0,9% отот
 

суммысуммы
 

каротиноидовкаротиноидов
 

((рисрис. 5).. 5).
 ПоПо

 
даннымданным

 
спектрофотометрическогоспектрофотометрического

 
анализаанализа

 
содержаниесодержание

 
каротинакаротина

 
вв

 
изучаемыхизучаемых

 сортахсортах
 

равнялосьравнялось
 

4.4 4.4 мгмг% % 

Рис. 3 –

 

Размер

 

и

 

интенсивность

 

окраски

 цветков

 

мутанта

 

ogc

 

(справа) и нормального

 растения

 

томата

 

(слева)

Рис. 4. Продукты

 

амплификации

 

ДНК

 

генотипов

 томата

 

с

 

функциональным

 

SCAR

 

маркером

 (OgcF/OgcR) к

 

гену

 

ogc: 1, 2 –

 

Айплс

 

(ogc, sp), 3, 4 –

 Yellow oxheart

 

(t), 9, 10 –

 

Бония

 

(ogc, sp). 

Рис. 5. Результаты
 

ВЭЖХ
 

разделения
 каротиноидов

 
в

 
экстрактах

 
плодов

 
томата

 сорта
 

Бония
 

(ogc). Цифрами
 

указаны
 

пики
 определяемых

 
соединений: 1, 2 -

 растворители, 3 –
 

ликопин, 5 –
 

β-каротин. 



ГенГен
 

tt
 

((tangerinetangerine). ). ПЦРПЦР
 

анализанализ
 

коллекцииколлекции
 

ДНКДНК
 

генотиповгенотипов
 

томататомата
 

позволилпозволил
 выявитьвыявить

 
мутантныймутантный

 
генген

 
tt

 
вв

 
сортахсортах

 
томататомата

 
ОранжевыйОранжевый

 
гигантгигант, , ГолденГолден

 
элайтэлайт

 
ии

 Yellow oxYellow oxyyheart (heart (рисрис. 6).. 6).

Рис. 6. Продукты
 

амплификации
 

ДНК
 генотипов

 
томата

 
с

 
функциональным

 SCAR
 

маркером
 

(TF/TR) :  1 –
 

Флайме
 (В), 2, 3 –

 
Оранжевый

 
x 24Е

 
(sp), 4, 5 –

 Оранжевый
 

гигант
 

(t, sp), М
 

–
 

маркер
 молекулярного

 
веса.

В
 

результате
 

анализа
 

ВЭЖХ
 

сорт
 

Yellow oxyheart проявил
 

себя, как
 низкокаротиновый

 
(0,9 ±

 
0,1% β-каротина

 
от

 
суммы

 
каротиноидов), так

 
как

 для
 

эффективного
 

разделения
 

цис-изомеров
 

каротиноидов
 

необходим
 дополнительный

 
анализ

 
с

 
модификацией

 
условий

 
анализа.

Рис. 7. Растение
 

томата
 

сорта
 

Yellow oxyheart (t).



ПЦРПЦР--типированиетипирование
 

геновгенов, , замедляющихзамедляющих
 

процесспроцесс
 

созреваниясозревания
 

плодовплодов. . 
ПЦРПЦР

 
анализанализ

 
позволилпозволил

 
выявитьвыявить

 
вв

 
формеформе

 
МоМо

 
577 577 ––

 
генген

 
rin, rin, вв

 
МоМо

 
950 950 генген

 
nornorAA, , вв

МоМо
 

948 948 ––
 

генген
 

nornor
 

((рисрис. 8).. 8).

Рис. 8. Результаты

 

ПЦР

 

амплификации

 

ДНК

 

сортов

 

и

 

линий

 

томата

 

с

 

праймерами

 

к

 генам

 

созревания. А

 

– SCAR маркер

 

(RinF/RinmR): 1, 2 –

 

Mо

 

577 (rin), 3, 4 –

 

Мо

 

948 
(nor), 5, 6 –

 

Мо

 

950 (norA); В

 

– dCAPS маркер

 

(dAlcF/dAlcR_BspMII): 1, 2 –

 

Мо

 

577 
(rin), 3, 4 –

 

Mo

 

948 (nor), 5, 6 –

 

Мо

 

950 (norA), 7, 8 –

 

линия

 

18/6 (nor), 9, 10 –

 

линия

 

№3 
(norA); С

 

– SCAR маркер

 

(NorF/NorR): 1, 2 –

 

Мо

 

950 (norA), 3, 4 –

 

Mo

 

948 (nor), 5, 6 –

 линия

 

19/1 (nor). М –

 

маркер

 

молекулярного

 

веса



Рис. 8. Увеличенные
 

чашелистики
 

цветков
 мутанта

 
rin

 
(справа) и

 
нормального

 
растения

 томата
 

(слева).

ВВ
 

результатерезультате
 

анализаанализа
 

сравнительногосравнительного
 

содержаниясодержания
 

каротиноидовкаротиноидов
 

методомметодом
 ВЭЖХВЭЖХ

 
былобыло

 
выявленовыявлено, , чточто

 
ликопинликопин

 
вв

 
лежкихлежких

 
мутантахмутантах

 
находитсянаходится

 
вв

 следовыхследовых
 

концентрацияхконцентрациях
 

((рисрис. 9). . 9). 

Рис. 9. Результаты
 

ВЭЖХ
 

разделения
 каротиноидов

 
в

 
экстрактах

 
плодов

 
мутантной

 формы
 

Мо
 

577 (rin).
 

Цифрами
 

указаны
 

пики
 определяемых

 
соединений: 1, 2 -

 растворители, 3 –
 

ликопин, 4 –
 неидентифицированный

 
изомер

 
каротина, 5 –

 β-каротин. 



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Коллекция
 

генотипов
 

томата
 

была
 

изучена
 

на
 

наличие
 

селекционно-ценных
 аллелей

 
генов, изменяющих

 
содержание

 
каротиноидов

 
и

 
созревание

 
плодов

 томата. 

В
 

результате
 

генотипирования
 

были
 

выделены
 

перспективные
 

формы
 

c
 мутантными

 
генами

 
для

 
дальнейшего

 
вовлечения

 
их

 
в

 
селекционный

 
процесс

 на
 

качество
 

плодов
 

томата:
Ген

 
В: Луч, Флайме, Оранж-1, Л

 
439 х

 
Желтое

 
сердце, Линии

 
№

 
7741/2 и

 7756/2. 
Ген

 
ogc

 

: Бония, Айплс. 
Ген

 
t: Оранжевый

 
гигант, Голден

 
элайт

 
и

 
Yellow oxyheart.

Был
 

проведен
 

сравнительный
 

анализ
 

содержания
 

каротиноидов
 

методом
 ВЭЖХ. В

 
результате

 
было

 
подтверждено

 
действие

 
мутантных

 
генов

 
В, ogc, 

увеличивающих
 

содержание
 

β-каротина
 

и
 

ликопина
 

соответственно, и генов
 rin, nor и

 
norA

 

ингибирующих
 

синтез
 

каротиноидов, в
 

особенности
 

ликопина.



СпасибоСпасибо  заза  вниманиевнимание!!
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