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	[bookmark: _GoBack]Хурма, как самая холодостойкая субтропическая культура, представляет актуальность в научных исследованиях и перспективу для применения современных методов в селекции растений. Целью данной работы является обзор последних достижений молекулярно-генетических методов в селекции хурмы (Diospyros L.). В статье показана значимость изучения молекулярно-генетических основ селекции хурмы, как необходимое условие для разработки новых подходов при получении качественно новых сортов; представлена статистика выращивания данной культуры в промышленном масштабе; показана значимость культуры; приведены сведения о территории возделывания; приведены данные по исследованию генетического разнообразия, оценки генетической стабильности, понимания происхождения сортов хурмы, степени родства с помощью ряда молекулярных маркеров. Также, приведены результаты по ДНК секвенированию, где показаны близкородственные связи Diospyros kaki с дикими видами D. oleifera, D. deyangensis, D. virginiana, D. glaucifolia, D. lotus и D. jinzaoshi. Проведен анализ работ по снижению терпкости плодов; значимой роли регуляции структурных генов (DkADH, DkPDC, DkPK, ALDH) в биосинтезе проантоцианидинов, в повышении толерантности растений к абиотическим и биотическим стресс-факторам; уровня экспрессии исследуемых генов
	Persimmon is the most cold-resistant subtropical culture. It is relevant in scientific research and a prospect for the application of modern methods in plant breeding. The aim of this work is to review the latest advances in molecular genetic methods in persimmon breeding (Diospyros L.). The article shows the importance of studying the molecular genetic basis of persimmon breeding as a necessary condition for the development of new approaches in the production of new varieties. Statistics on the cultivation of this crop on an industrial scale is presented. The importance of culture is shown and given information on the territory of cultivation. Data on the study of genetic diversity, assessment of genetic stability, understanding the origin of persimmon varieties, degree of relationship using a number of molecular markers are presented. There are also DNA sequencing results, which are shown closely related relationships of Diospyros kaki with wild species D. oleifera, D. deyangensis, D. virginiana, D. glaucifolia, D. lotus and D. jinzaoshi. The reduce the astringency of the fruit, the significant role of regulation of structural genes (DkADH, DkPDC, DkPK, ALDH) in the biosynthesis of proanthocyanidins, in increasing the tolerance of plants to abiotic and biotic stress factors, level of expression of the studied genes are presented in this review
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Введение
Одним из основных инструментов, лежащих в основе современной селекции, являются молекулярно-генетические маркеры, позволяющие оценивать генетический ресурс растений. Молекулярные маркеры широко применяются в филогенетическом анализе, в поиске функционально значимых генов, в маркерной селекции, паспортизации селекционных достижений, определения генетической чистоты линий и гибридов различных культур и др. Современные технологии молекулярных маркеров позволяют идентифицировать генетическое разнообразие среди сортов, проводить картирование хромосом и характеристику генов [8, 10].
Субтропические южные плодовые культуры в этом аспекте в России исследованы незначительно и представляют собой большой интерес, как для фундаментальной науки, так и в практических целях.
Среди субтропических плодовых культур особое место занимает хурма восточная (Diospyros kaki Thunb.), которая является мировой промышленной культурой. Хурма восточная и другие виды рода Diospyros L. представляют собой ценные декоративные и наиболее морозоустойчивые растения среди всех субтропических плодовых культур.
Несмотря на происхождение D. kaki из регионов Восточной Азии, современная территория возделывания охватывает практически все тропические и субтропические районы Земли. Так по данным FAO, лидирующие позиции по производству хурмы в мире занимают страны Азии – 88,9% (5,1 млн. т.); Европы – 7,9% (0,46 млн. т.); Америки – 3,2% (0,18 млн. т.); Океании – 0,1% (0,03 млн. т.) (FAOSTAT, 2017). 
На сегодняшний день в России территория возделывания хурмы сосредоточена в субтропической зоне Черноморского побережья Краснодарского края, в Республиках Дагестан и Крым. Также в зоне Центрального Черноземья имеются единичные экземпляры рода Diospyros в коллекциях ботанических садов и на приусадебных участках садоводов-любителей [2, 4, 6, 7, 9].
[bookmark: __DdeLink__1276_508623705]Традиционно большинство сортов были выведены в Китае, Японии и Корее. Однако селекционные работы ведутся и в России, Турции, Испании и др. [45]. Мировая селекция хурмы направлена на получение новых сортов с различными сроками вегетации и цветения, отсутствием терпкости в плодах и их повышенной лежкостью, качеством (с высоким содержанием биологически активных веществ) и урожайностью. Также ведется селекция на устойчивость к биотическим и абиотическим факторам среды, оптимальный габитус растения, и другие.
В селекции сортов, обладающих определенным набором ценных признаков, применяются методы традиционной селекции в сочетании с современными молекулярными методами, среди которых методы структурной (генотипирование с помощью RAPD-, AFLP-, SSR-, SRAP-маркеров, картирование,   QTL) и функциональной геномики (экспрессия генов, расшифровка транскриптомов, ДНК  и РНК секвенирование).
В области применения методов молекулярной биологии имеются многочисленные исследования, посвященные различным аспектам селекции видов рода Diospyros [45, 52, 53, 54, 63].
Оценка генетического разнообразия сортов хурмы
В настоящее время ведется множество исследований по изучению и мобилизации генотипов хурмы. Характеристика гермоплазмы имеет существенное значение для идентификации отдельных генотипов и определения степени изменчивости образцов что способствует пониманию степени генетического и биохимического разнообразия [12, 29, 57, 61].
[bookmark: _Hlk20776308]Современные методы применения молекулярных маркеров (SRAP и SSR) позволяют проводить исследования по генетическому разнообразию среди сортов, оценки их взаимосвязей; проводить картирование хромосом и характеристику генов; эффективно использовать в систематике растений, определении филогенетического родства [41, 56]. Рядом авторов отмечается надежность метода RAPD-маркеров для определения различий между генетически близкими и разнородными сортами хурмы [12, 13, 43, 61].
Так, в целях повышения эффективности селекции хурмы Thaipong с соавторами произвели оценку генетического разнообразия и уровня генетических связей 35 образцов хурмы D. kaki (20 невяжущих и 15 вяжущих сортов), двух образцов D. lotus и одного D. glandulosa Lace. При этом с помощью RAPD анализа был показан высокий уровень полиморфизма, выявлены сорта неизвестного происхождения. Генетическое сходство сортов хурмы D. kaki было больше 0,70. Коэффициент сходства между D. kaki и D. lotus равен 0.45, между D. kaki и D. glandulosa – 0.44, тогда как коэффициент сходства между D. lotus и D. glandulosa составляет 0.39 [47].
[bookmark: _Hlk20776326]Аналогичным методом AFLP-маркирования проведена оценка генетического разнообразия 61 сорта хурмы (17 итальянских, 11 испанских, 13 японских, 6 корейских, 5 китайских, 1 израильский и 8 сортов неизвестного происхождения). Установлено, что исследованная коллекция состоит из 2 генетически различных групп, в которые входят итальянские и испанские сорта хурмы с присутствием азиатских сортов. Основная часть китайских, японских и корейских сортов занимает промежуточное положение между группами [60]. Также с помощью SSR анализа [56], для определения генетических связей 42 генотипов хурмы использовались SRAP и SSR маркеры [41]. Актуальным остается и подбор более специфичных маркеров в целях характеристики и сохранения коллекций гермоплазмы хурмы. В своих изысканиях группа исследователей во главе с Wenqing Li и Yong Yang подобрали маркеры к генам убиквитинлигаз и установили, что D. deyangensis и D. oleifera являются самыми близкородственными видами D. kaki [29].
Для понимания происхождения сортов хурмы и дальнейшего изучения генетического разнообразия данной культуры применяют метод ДНК секвенирования. В исследовании были подобраны новые, более специфические ДНК маркеры для хурмы к генам убиквитинлигаз, играющих важную роль в деградации белков и регуляции клеточного цикла. В ходе ДНК секвенирования установили, что Diospyros deyangensis и D. oleiferawere являются самыми близкородственными видами D. kaki. В этом исследовании выяснили, что D. oleifera, D., deyangensis, D. virginiana, D. glaucifolia, D. lotus и D. jinzaoshi являются важными дикими видами, тесно связанными с культивируемой хурмой D. kaki [30].
Также для классификации сортов хурмы применяют последовательности ДНК хлоропластов. Геномы хлоропластов D. cathayensis, D. virginiana, D. rhombifolia и D. deyangensis недавно секвенированы [17, 29].
Молекулярные исследования хозяйственно-ценных признаков
Одним из важных хозяйственно-ценных признаков в селекции хурмы это отсутствие терпкости плодов. Общеизвестно, что источником терпкости плодов хурмы являются дубильные вещества, в частности танины. Плоды хурмы во время своего развития накапливают большое количество проантоцианидинов (ПА), также известные как конденсированные танины, вызывающие сухость и вяжущие ощущения вследствие его терпкости. На основе степени проявления терпкости сорта хурмы разделены на несколько групп. Установлено, что сорта хурмы из особо ценной группы постоянно опыляющихся и не вяжущих сортов теряют терпкость по мере созревания плодов [16]. Ранее был изучен механизм естественного снижения терпкости не вяжущих сортов хурмы китайской селекции, являющийся сложным биохимическим процессом, на различных этапах которого включаются определенные группы генов. Установлено, что биосинтез ПА контролируется структурными генами, которые кодируют ферменты, участвующие в этом процессе, а также факторов транскрипции (TFs), контролирующие работу структурных генов [26, 32].
DkMyb – другая группа транскрипционных факторов, участвующих в биосинтезе ПА. DkMyb4 проявил высокий уровень экспрессии в группе не вяжущих сортах [11].
Так, используя библиотеку кДНК и данных транскриптома, было выделено шесть генов алкогольдегидрогеназы (DkADH) и пируватдекарбоксилазы (DkPDC). Предполагается, что DkADH1 и DkPDC2 являются ключевыми генами, участвующими в снижении терпкости [35, 37]. Кроме того, в семействе DkPK (пируваткиназа) из шести генов лишь DkPK1 играет значимую роль в процессе естественного уменьшения терпкости [20]. В продолжении данного исследования на основе данных транскриптома выделены еще восемь генов из семейства DkPK (DkPK7-14). Зафиксирован повышенный уровень экспрессии в семенах. Временная сверхэкспрессия DkPK7 и DkPK8 в листьях хурмы приводила к значительному снижению содержания растворимых ПA. Значительное увеличение уровней экспрессии генов DkPDC и DkADH, которые тесно связаны с метаболизмом ацетальдегида, соединяясь с растворимыми ПA и затем образуя нерастворимые ПA, что приводит к устранению терпкости на последней стадии развития плодов [21].
Luo и др. [33] в ходе изучения механизма снижения терпкости установили, что ген ацетальдегиддегидрогеназы (ALDH2) имеет высокий уровень экспрессии и активно участвует в метаболизме окисления этанола до ацетальдегида, а также вместе с генами ADH и PDC в коагуляции танина [33].
Известно, что плоды хурмы в процессе хранения подвергаются быстрому размягчению, потемнению, что в конечном итоге приводит к уменьшению срока хранения и снижению объема продукции, идущей на экспорт. В связи с этим ведется поиск генов, вовлеченных в процесс смягчения плодов во время хранения. Выделяемый при созревании плодов этилен, увеличивает проницаемость покровных тканей для кислорода, что способствует усилению окислительно-восстановительных реакций и размягчению плодов. Так, определены гены, участвующие в деградации клеточной стенки [34, 38, 39], гены биосинтеза этилена - аминоциклопропанкарбоксилатсинтаза (DkACS1, -2 и -3) и аминоциклопропанкарбоксилатоксидаза (DkACO1 и -2) регулируют процесс смягчения плодов [38, 40].
Имеется ряд работ, посвященных вопросу обработки плодов углекислым газом различной концентрации для снижения их терпкости в анаэробных условиях. Так отмечена роль генов DKERF9, DkERF10, DkERF19 и DkERF22 в активации промоторов DkPDC2, DkALDH1 и DkPDC3 при обработке CO2 (95%) терпких плодов. Был выявлен транскрипционный фактор DkNAC7, локализованный в ядре клетки, который при увеличении экспрессии может активировать ген DkPDC2, связанный с уменьшением терпкости [23].
В свою очередь при снижении терпкости плодов после обработки CO2 наблюдалось чрезмерное смягчение плодов. При этом не была ясна роль транскрипционных факторов ERF. Поэтому было выделено и охарактеризована роль нескольких генов транскрипционных факторов ERF (этилензависимый фактор), чувствительных к гипоксии [35, 36, 58]. Кроме того, 12 этилензависимых факторов гена DkERF (DkERF11-22) и 22 были ранее идентифицированы в плодах хурмы, но только четыре из них (DkERF 9, DkERF 10, DkERF 19, DkERF 22) регулировали процесс снижения терпкости плодов хурмы, активируя гены, кодирующие PDC и ADH [35, 36]. В исследовании Jung и др. установили, что экспрессия генов DkERS1 и DkETR2 коррелирует с количеством этилена во время размягчения фруктов, которая усилилась после обработки этиленом. Установлено, что экспрессия DkERS1 и DkETR2 была повышена во время размягчения, а также увеличивалась регуляция четырех новых транскрипционных факторов, связанных с этиленом (ERF25, EBF1, ETR3 и ERF24) [24]. Также среди генов, чувствительных к гипоксии, экспрессия восьми (Dkb-gal 1, Dkb-gal 4, DkEGase 1, DkPE 1, DkPE 2, DkPG 1, DkXTH 9, DkXTH 10) и трех транскрипционных факторов (DkERF 8, DkERF 16, DkERF 19) показали значительную корреляцию терпкости и смягчения плодов [50].
Равным образом показана роль экспансинов - белков, размягчающих клеточные стенки и плоды в целом. Ген экспансина CDK-Exp3 был идентифицирован в плодах хурмы и изучена экспрессия гена и его модуляция экзогенной гиббереллиновой кислотой во время созревания и размягчения плодов хурмы. По мере смягчения фруктов, экспрессия CDK-Exp3 резко возрастала в течение первоначального 8-дневного созревания при 20°C с последующим постепенным снижением на поздних стадиях созревания. Экспрессия CDK-Exp3 была ингибирована гиббереллиновой кислотой, а максимальное содержание транскрипта было выявлено на 20 дней позже по сравнению с контрольными образцами. Результаты показывают, что CDK-Exp3 может быть тесно связан с размягчением плодов хурмы во время созревания после сбора урожая [62].
Устойчивость к биотическим и абиотическим факторам среды
Поддержание жизненно значимых процессов в онтогенезе растений крайне важны. Особое место в регуляции жизнедеятельности растений занимают референсные гены - гены «домашнего хозяйства», которые экспрессируются практически во всех тканях и клетках на относительно постоянном уровне. Гены «домашнего хозяйства» функционируют повсеместно, на всех стадиях жизненного цикла организма. Выбор подходящих референсных генов необходим для точности RT-qPCR. Ряд исследований были посвящены поиску надежных референсных генов [15, 42, 64].
Полагают, что эти гены не регулируются или не подвержены влиянию окружающей среды и факторам роста, которые включают в себя: ACT (актин), GAPDH (глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа), β-TUB (бета-тубулин), α-TUB (альфа-тубулин), UBQ (полиубиквитин), 18S рРНК (рибосомная РНК 18S) и др. [27, 44]. Ряд исследований показали, что уровни экспрессии у различных сортов являются нестабильными в изменяющихся условиях [14, 25, 31, 46, 48].
Авторы Wang и др. [49] изучали подходящие референсные гены плодов хурмы в условиях абиотического стресса и гормональной стимуляции. В исследовании применяли метод полимеразной цепной реакции в реальном времени (RTqPCR) для изучения количественной оценки экспрессии генов в зависимости от стабильности референсных генов хурмы. 13 референсных генов – кандидатов были отобраны с использованием транскриптомной базы данных. Уровень экспрессии генов оценивали в различных условиях (тепло, холод, соль, гиббереллины, салициловая и абсцизовая кислоты).
Результаты данного исследования показали, что наиболее подходящие гены во всех образцах были UBC и GAPDH. Важно правильно выбрать референсные гены для анализа ПЦР для получения точных и надежных данных в зависимости от абиотического стресса и гормональной стимуляции плодов хурмы [49].
Другим значимым признаком в селекции субтропических и южных плодовых культур является устойчивость к низким и отрицательным температурам. Актуальным является продвижение хурмы на север от традиционных регионов возделывания. Получены данные восстановления побегов после аномальных заморозков при интродукции D. lotus в лесостепи Украины [1] и сортов хурмы восточной в Республике Дагестан [3]. 
Общеизвестно, что растениям, произрастающим в зоне отрицательных температур, приходится не только поддерживать внутриклеточные биополимеры в функционально активном состоянии, но и регулировать водный обмен в тканях. Так, в ответ на низкие и отрицательные температуры растения отвечают экспрессией ряда специфичных генов. Hou c соавт. была показана положительная роль гена 9-липоксигеназы хурмы DkLOX3 в повышении толерантности к абиотическому стрессу [22]. Wang c соавт. в своей работе провели подбор из 13 стабильных эталонных генов (ACT, α-TUB, β-TUB, UBC, CYP, RPL13, PP2A, GAPDH, EF1-α, F-box, RPII, TUA и SAND) для последующего систематического скрининга экспрессии генов в условиях абиотического стресса и гормональной регуляции. В результате чего были выбраны гены RPII и TUA, экспрессия которых наиболее выражена при холодовом стрессе [49].
Так же ведутся работы по созданию сортов хурмы толерантных к солевому стрессу с помощью опосредованной трансформации агробактерией Arthrobacter globiformis гена codA, ответственного за синтез холиноксидазы и глицинбетаина [18], трансформационной кодировкой кДНК яблони (Malus x domestica Borkh.) [19]. Установлена роль гена DkMyb2 в регуляции вторичного метаболита проантоцианидина, способствующего защите растений против биотических и абиотических стрессов [11].
Таким образом, в селекции хурмы имеется задел в области структурной и функциональной геномики, выявлены некоторые генетические факторы, лежащие в основе хозяйственно ценных признаков этой культуры. Однако, по сравнению с другими плодовыми культурами очень многое не изучено, отсутствуют генетические карты QTL по важным количественным признакам, геном не секвенирован ввиду его большого размера и полиплоидности, отсутствует база генетических данных. Многое еще предстоит сделать в области молекулярной и клеточной селекции хурмы.  
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