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SCAR marker-based genotyping of sunflower with varied resistance to broomrape
Генотипирование образцов подсолнечника с различной устойчивостью к заразихе с помощью SCAR-маркеров

Семейство Заразиховых (Orobanchaceae) включает 13 родов и около 200 видов, широко распространенных в Европе, Азии, северной части Африки и т.д. Все виды семейства Заразиховых относятся к корневым паразитам и лишены хлорофилла. С паразитическим образом жизни связаны основные особенности этого семейства - отсутствие настоящих корней, чешуевидные листья, мелкие и многочисленные семена с очень слабо редуцированным зародышем. Проростки семян вступают в контакт с корнями растений-хозяев. Высокая вероятность успешного контакта обеспечивается обилием семян и их прорастанием под воздействием стимуляторов, выделяемых корнями растений-хозяев1.
Некоторые виды заразих принадлежат к числу злостных сорняков, драматично снижающих урожаи сельскохозяйственных культур. Например, это относится к виду Orobanche cumana Wallr., поражающего подсолнечник (Helianthus annuus L.). Заразиха подсолнечника - узкоспециализированный паразит, представленный многочисленными расами, постоянно возникающими в результате сопряженной эволюции паразита и хозяина, которые способны преодолевать иммунитет устойчивых сортов и гибридов подсолнечника. Сегодня у подсолнечника определены 8 рас O. сumana : A, B, C, D, E, F, G,Н 2. Для стран, возделывающих подсолнечник, проблема заразихи наиболее актуальна. Новые расы этого паразита отмечены в Болгарии, Румынии, Испании, Украине, Турции, Франции, Сербии и России 3.
В последние годы в регионах культивирования подсолнечника на юге России (Ростовская область, Краснодарский и Ставропольский края) начали распространяться новые расы заразихи. Быстрое формирование высоковирулентных рас заразихи в основном связано с интенсивным культивированием подсолнечника в этих регионах и нарушением севооборота 4.
Угроза потери урожая подсолнечника из-за поражения его новыми вирулентными расами заразихи обусловила необходимость оперативной идентификации генотипов, устойчивых к этому растению-паразиту.

В этой связи, следует заметить, что внедрение молекулярных маркеров в практику биологических исследований расширили возможности анализа структурно-функциональной организации геномов, а также маркирования конкретных признаков организмов 1.
Так как устойчивость к заразихе у подсолнечника контролируется семейством доминантных генов Or, нами были выбраны SCAR-маркеры локуса Or5, ассоциированные с устойчивостью подсолнечника к заразихе. Такие ДНК-маркеры чрезвычайно эффективны для быстрой идентификации потенциально устойчивых к этому патогену генотипов в больших выборках.
Целью работы является генотипирование подсолнечника с различной устойчивостью к заразихе с помощью SCAR-маркеров локуса Or5.
На базе Донской опытной станции им. Л.А. Жданова ВНИИМК ее сотрудниками создан инфекционный участок, на котором ежегодно в полевых условиях оценивают сотни линий и сортов подсолнечника на устойчивость к заразихе 2. По результатам полевых исследований нами были отобраны 5 образцов полностью устойчивых и 5 образцов наиболее чувствительных к этому паразиту.
Геномную ДНК выделяли из листовой ткани проростков согласно методике 3. Праймеры для идентификации 9 SCAR-маркеров (Pr1-Pr9) Or-локуса – Or5, ассоциированного с устойчивостью подсолнечника к заразихе, были отобраны по данным литературы 4. Полимеразную цепную реакцию проводили в 25 мкл реакционной смеси следующего состава: 67 мМтрис - HCl, рН8.8; 16мМ (NH4)2SO4, 2.5мМ MgSO4, 0.1мМ меркаптоэтанола, 0.25мМ каждого ДНТФ (ДАТФ, ДЦТФ, ДТТФ, ДГТФ), по 20 пМ праймеров; 2.5 ед. Taq-полимеразы, 15 нг выделенной ДНК. Амплификацию проводили в термоциклере PalmCycler (Corbett Research, Австралия).

Температурный режим реакций подбирали для каждой пары праймеров с учетом их нуклеотидного состава. Для большинства проведенных реакций оптимальным оказался терморежим с начальной денатурацией при 95°С в течение 5 мин., затем 40 циклов при соблюдении температурно-временного режима: отжиг при 58°С в течение 30 сек., элонгация – 20 сек. при 72°С, денатурация при 95°С – 20 сек., финальная элонгация – 10 мин. 

Продукты амплификации разделяли в 1,2 % агарозном геле с бромистым этидием, используя трис-боратный буфер. После окончания электрофореза гели фотодокументировали (GelDoc 2000, BioRad, США). В качестве маркера массы, использовали 100 bp Ladder DNA marker (Axygen biosciences).

Результаты амплификации показали, что из 9 изученных SCAR-маркеров, два – Pr8 и Pr9, маркирующие локус Or5 оказались информативными и позволили из 10 образцов выявить 5 устойчивых и 5 чувствительных. 
На рисунке 1 представлены результаты двух независимых ПЦР реакций исследуемых образцов подсолнечника с праймерами Pr8 и Pr9. При этом в генотипе 
устойчивых образцов (№ 6 - № 10) не выявлено специфических ПЦР-фрагментов размером около 360 п.н. (Pr8) и 300 п.н. (Pr9), наличие которых характерно в генотипах чувствительных образцов (№ 1 - № 5), что согласуется с данными, полученными Lu Y.H. et al. 1. На электрофореграммах стрелкой показаны уникальные ПЦР-фрагменты размером около 360 п.н. и 300 п.н.
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Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов амплификации геномной ДНК образцов подсолнечника: А) с праймером Pr8; В) с праймером Pr9.
№ 1 - № 5 – образцы подсолнечника, чувствительные к заразихе; № 6 - № 10 – образцы подсолнечника, устойчивые к заразихе.
М – маркер массы.
Таким образом, нами генотипированы 10 образцов подсолнечника селекции Донской опытной станции масличных культур им. Л.А. Жданова ВНИИМК с различной устойчивостью к наиболее вирулентным в Ростовской области расам заразихи. В результате из 9 SCAR-маркеров локуса Or5 были отобраны два информативно значимых - Pr8 и Pr9, позволяющие эффективно выявлять линии подсолнечника устойчивые к заразихе. Эти маркеры - Pr8 и Pr9 могут быть использованы в маркер-вспомогательной селекции подсолнечника на устойчивость к заразихе.

Исследование выполнено в рамках темы Министерства образования и науки РФ (№ 4.5642.2011) и при финансовой поддержке ФЦП Министерства образования и науки РФ (госконтракт № 16.740.11.0485).
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