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Реферат. Представлены результаты анализа аллельного полиморфизма гибридных 

сеянцев яблони по генам Md-ACS1 и Md-ACO1, контролирующим интенсивность биосин-

теза этилена в плодах. Идентифицированы носители аллелей, ассоциированных со сни-

женным уровнем биосинтеза этилена: сеянцы 3-10-1, 3-10-12, 3-10-18, 3-10-21, 3-10-27, 3-

10-28, 3-11-41 (Валюта × Успенское), 7-12-2, 7-12-7, 7-12-18, 7-12-29 и др. (Валюта × Бе-

лорусское сладкое) – аллель Md-ACS1-2; сеянцы 31-11-3, 31-11-8, 31-11-17 (Кандиль ор-

ловский × Былина) – аллель Md-ACO1-1. 
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Summary. The results of allelic polymorphism analysis of apple hybrid seedlings for     

Md-ACS1 and Md-ACO1 genes, controlling the intensity of ethylene biosynthesis in the apple 

fruits, were presented. It is identified the alleles carriers associated with reduced level of eth-

ylene biosynthesis: hybrid seedlings of 3-10-1, 3-10-12, 3-10-18, 3-10-21, 3-10-27, 3-10-28, 3-

11-41 (Valyuta × Uspenskoye), 7-12-2, 7-12-7, 7-12-18, 7-12-29 and etc. (Valyuta × Beloruss-

koye Sladkoye) having the allele of Md-ACS1-2; the seedlings of 31-11-3, 31-11-8, 31-11-17        

(Kandil Orlovskiy × Bylina) having the allele of Md-ACO1-1. 

 

Key words: apple-tree, hybrid seedlings, molecular markers, ethylene biosynthesis,        

Md-ACS1 and Md-ACO1 genes 

 

Введение. Необходимым условием коммерческой ценности сорта являются 

высокие товарно-потребительские качества плодов, одним из которых является 

продолжительность их хранения [1]. Важным фактором, влияющим на продолжи-

тельность хранения плодов яблони, является интенсивность биосинтеза этилена. 

Ингибирование эндогенного и экзогенного этилена способствует повышению сро-

ков хранения и качества плодов [2]. Ключевыми ферментами в процессе биосинте-

за этилена являются 1-аминоциклопропан-1-карбоксилатсинтаза (АЦК-синтаза), 

преобразующая S-аденозил-L-метионин в 1-аминоциклопропан-1-карбоновую кис-

лоту (АЦК) и 1-аминоциклопропан-1-карбоксилатоксидаза (АЦК-оксидаза), окис-

ляющая АЦК до этилена, аммиака, муравьиной кислоты и углекислого газа [3, 4]. 

Интенсивность работы ферментов АЦК-синтаза и АЦК-оксидаза кодируется гена-

ми семейств ACS и ACO [5]. 
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Главными генетическими детерминантами биосинтеза этилена в плодах ябло-

ни во время созревания и при хранении являются гены Md-ACS1 и Md-ACO1, рас-

положенные на 15 и 10 хромосоме, соответственно. Интенсивность биосинтеза 

этилена определяется аллельным состоянием указанных генов. Мутации аллеля      

2 (вставка ретротранспозона в промотерной зоне) гена Md-ACS1 (Md-ACS1-2) и ал-

леля 1 (InDel в третьем интроне) гена Md-ACO1 (Md-ACO1-1) обусловливают сни-

жение уровня биосинтеза эндогенного этилена, причём аллель Md-ACO1-1 усили-

вает действие аллеля Md-ACS1-2.  

Минимальный уровень биосинтеза этилена наблюдается при сочетании в го-

мозиготном состоянии в генотипе аллелейMd-ACS1-2 и Md-ACO1-1 [6, 7]. Другие 

гены семейств ACS и ACO (Md-ACS2, Md-ACS3, Md-ACS5, Md-ACO2, Md-ACO3, 

Md-ACO4) оказывают второстепенное влияние на интенсивность биосинтеза эти-

лена в плодах [5, 8]. 

Целью настоящих исследований являлось молекулярно-генетическое тестиро-

вание гибридных сеянцев яблони для идентификации носителей целевых аллелей 

генов Md-ACS1 и Md-ACO1, а также уточнение характера их наследования в ги-

бридном потомстве.  

 

Объекты и методы исследований. Исследования проведены в 2019-2020 гг. 

В качестве биологических объектов использованы сеянцы яблони гибридного фон-

да академика РАН, доктора с.-х. наук Н.И. Савельева. Для идентификации аллель-

ного состояния гена Md-ACS1 использовали маркер Md-ACS1 [9], гена Md-ACO1 – 

маркер Md-ACO1 [6].  

Целевыми продуктами маркера Md-ACS1 являются фрагменты размером 489 

и 655 п.н. Аллелю Md-ACS1-1 (нормальный уровень биосинтеза этилена) на элек-

трофореграмме соответствует фрагмент размером 489 п.н., аллелю Md-ACS1-2 

(сниженный уровень биосинтеза этилена) – 655 п.н. Наличие двух фрагментов сви-

детельствует о гетерозиготном состоянии гена Md-ACS1 [10]. Аллели гена           

Md-ACO1 детектируются по наличию на электрофореграмме фрагментов размером 

525 п.н (Md-ACO1-1) и 587 п.н. (Md-ACO1-2) [6]. 

Использованные в работе праймеры синтезированы ЗАО «Синтол» (Москва) и 

имеют следующую нуклеотидную последовательность: 

Md-ACS1 For 5’-AGAGAGATGCCATTTTTGTTCGTAC-3’ 

Md-ACS1 Rev 5’- CTACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT-3’ 

Md-ACO1 For 5’-TCCCCCCAATGCACCACTCCA-3’ 

Md-ACO1 Rev 5’-GATTCCTTGGCCTTCATAGCTTC-3’ 

Экстракция геномной ДНК была проведена из молодых листьев согласно про-

токолу Diversity Arrays Technology P/L [11] с модификациями, позволяющими со-

гласно проведённым ранее исследованиям [12, 13] получать экстракт геномной 

ДНК дикорастущих видов, сортов и гибридных сеянцев яблони, необходимой для 

постановки ПЦР концентрации и чистоты.  
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Реакционная смесь для ПЦР объемом 15 мкл содержала: 20 нг ДНК, 1,5 мМ 

dNTPs, 2,5 мМ MgCL2, 10 пМ каждого праймера, 1 ед. Taq-полимеразы и 2,5 мМ 

10х Taq-буфера (+(NH4)2SO4, -KCL). Все компоненты произведены фирмой Thermo 

Fisher Scientific. Амплификацию проводили в термоциклере T100 производства 

фирмы «BIO-RAD» по следующей программе: денатурация 94 ºC – 2 мин, 35 цик-

лов: 65 ºC – 45 с, 72 ºC – 2 мин, 94 ºC – 45 с; финальная элонгация 72 ºC – 10 мин.  

Разделение целевых продуктов маркеров осуществляли методом электрофоре-

за в 2 % агарозном геле. В качестве буферной системы использовался 1х ТВЕ 

(трис-боратный буфер). Для определения длины амплифицированных фрагментов 

использовался маркер молекулярной массы GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific).  

 

Обсуждение результатов. В комбинации скрещивания Валюта × Успенское 

исходные формы характеризуются гетерозиготным состоянием по гену Md-ACS1 и 

гомозиготным состоянием аллеля 2 гена Md-ACO1. В гибридном потомстве иден-

тифицировано 3 аллельных варианта гена Md-ACS1 (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Электрофоретический спектр маркера Md-ACS1 сеянцев яблони  

гибридной семьи Валюта × Успенское 

В – Валюта, У – Успенское, 1-12 – гибридные сеянцы, М – маркер молекулярного веса 
 

 

Аллель Md-ACS1-1 в гомозиготном состоянии выявлен у 34,5 % сеянцев ябло-

ни, гомозиготное состояние аллеля Md-ACS1-2 – у 20,7 % сеянцев. Гетерозиготным 

сочетанием аллелей характеризуется 44,8 % генотипов. Сеянцы с гомозиготным 

генотипом по аллелю Md-ACS1-2 (№3-10-1, 3-10-12, 3-10-18, 3-10-21, 3-10-27,         

3-10-28, 3-11-41) являются перспективным исходным материалом в селекции ябло-

ни на лёжкость плодов, так как при скрещивании передают дефектный аллель      

100 % гибридного потомства. Статистический анализ результатов амплификации 

подтвердил соответствие фактического расщепления теоретически ожидаемому 

1:2:1. Полученное значение χ2 составило 1,413, что значительно меньше критиче-

ского (5,99) при уровне значимости 0,05 (табл. 1). 

Так как родительские формы Валюта и Успенское гомозиготны по аллелю       

2 гена Md-ACO1, то и в гибридном потомстве расщепления по аллелям не отмечено 

(табл. 2). 
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Таблица 1 – Результаты ПЦР-анализа наследования маркера Md-ACS1  

в гибридном потомстве яблони 
 

Комбинация  

скрещивания 

Количество сеянцев, % 

χ2 
генотип 

Md-ACS1-1/1 

генотип 

Md-ACS1-1/2 

генотип 

Md-ACS1-

2/2 

Кандиль орловский ×  

Былина 
100 0 0 - 

Валюта × Успенское 34,5 44,8 20,7 
1:2:1, 

1,413 

Валюта × Белорусское 

сладкое 
42,8 57,2 0 

1:1, 

0,572 
 

 

Таблица 2 – Результаты ПЦР-анализа наследования маркера Md-ACO1 

в гибридном потомстве яблони 
 

Комбинация 

скрещивания 

Количество сеянцев, % 

χ2 
генотип 

Md-ACO1-1/1 

генотип 

Md-ACO1-

1/2 

генотип 

Md-ACO1-

2/2 

Кандиль орловский × 

Былина 
0 60,7 39,3 

1:1 

1,284 

Валюта × Успенское 0 0 100 
- 

Валюта × Белорусское 

сладкое 
0 0 100 - 

 
В комбинации скрещивания Валюта × Белорусское сладкое донором дефект-

ного аллеля Md-ACS1-2 является сорт Валюта. Сорт Белорусское сладкое характе-

ризуется гомозиготным состоянием аллеля Md-ACS1-1. Соответственно в гибрид-

ном потомстве идентифицированы гетерозиготные (7-12-2, 7-12-7,7-12-18, 7-12-29 

и др.) и гомозиготные (7-12-3, 7-12-13, 7-12-28 и др.) генотипы. Статистический 

анализ подтвердил соответствие фактического расщепления теоретически ожидае-

мому 1:1 (см. табл. 1). По гену Md-ACO1 сорта Валюта и Белорусское сладкое го-

мозиготны по аллелю 2 гена Md-ACO1, в гибридном потомстве расщепления по ал-

лелям не отмечено (см. табл. 2). 

В комбинации скрещивания Кандиль орловский × Былина обе родительские 

формы характеризуются гомозиготным состоянием аллеля Md-ACS1-1 (генотип 

Md-ACS1-1/1), поэтому гибридные сеянцы также имеют гомозиготный генотип по 

аллелю Md-ACS1-1 (см. табл. 1). По гену Md-ACO1 в данной комбинации донором 

дефектного аллеля Md-ACO1-1 является сорт Кандиль орловский (генотип           

Md-ACO1-1/2). Сорт Былина имеет гомозиготный генотип по аллелю 2                

(Md-ACO1-2/2). Соответственно в гибридном потомстве идентифицированы как ге-
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терозиготные (Md-ACO1-1/2) – сеянцы №31-11-3, 31-11-8, 31-11-17 и др., так и го-

мозиготные (Md-ACO1-2/2) генотипы (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Электрофоретический спектр маркера Md-ACO1 сеянцев яблони 

 гибридной семьи Кандиль орловский × Былина 

К – Кандиль орловский, Б – Былина, 1-18 – гибридные сеянцы,  

М – маркер молекулярного веса 

 

Оценка частоты наследования аллелей гена Md-ACO1 по критерию χ2 под-

твердила соответствие фактического расщепления теоретически ожидаемому 1:1. 

Полученное значение χ2 составило 1,284 при критическом 3,84 для уровня значи-

мости 0,05 (см. табл. 2). 

В сортах яблони отечественной селекции сочетание аллелей, ответственных за 

наиболее низкий уровень синтеза этилена в плодах, не выявлено [14-16]. Поэтому 

целесообразным является проведение дальнейшей селекционной работы по созда-

нию сортов яблони, сочетающих в своем генотипе аллели Md-ACO1-1 и Md-ACS1-2 

в гомозиготном состоянии. Результаты проведенного анализа позволили иденти-

фицировать носителей аллельных форм генов Md-ACS1 и Md-ACO1, которые воз-

можно использовать в скрещиваниях при создании сортов яблони с длительным 

сроком хранения. 

 

Выводы. Таким образом, в результате проведённых исследований проанали-

зировано аллельное состояние генов, контролирующих интенсивность биосинтеза 

эндогенного этилена в плодах изучаемых гибридных сеянцев яблони.  

Идентифицированы носители аллелей, ассоциированных со сниженным уров-

нем биосинтеза этилена: сеянцы 3-10-1, 3-10-12, 3-10-18, 3-10-21, 3-10-27, 3-10-28, 

3-11-41 (Валюта × Успенское), 7-12-2, 7-12-7, 7-12-18, 7-12-29 и др. (Валюта × Бе-

лорусское сладкое) – аллель Md-ACS1-2; сеянцы 31-11-3, 31-11-8, 31-11-17 (Кан-

диль орловский × Былина) – аллель Md-ACO1-1. 
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