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Столовый виноград является ценным диетическим продуктом. Бес-
семянный виноград пользуется повышенным спросом у потребителя. 
По этой причине селекция бессемянных сортов – одно из востребо-
ванных направлений в современном виноградарстве, равно как и про-
изводство экологически безопасной продукции. Милдью (Plasmopara 
viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni) – одно из наиболее рас-
пространённых грибных заболеваний виноградной лозы. Боль-
шинство устойчивых к милдью форм винограда принадлежат 
к северо-американским видам – Vitis aestivalis Michx., V. berlandieri 
Planch., V. cinerea (Engelm. ex A. Gray) Engelm. ex Millard, V. riparia 
Michx., V. rupestris  Scheele и др. Поиск доноров генов устойчивости – 
актуальная задача. Один из наиболее эффективных генов устойчиво-
сти – Rpv3. Источником гена являются некоторые северо-американ-
ские виды винограда. Цель проводимой работы – выявление мето-
дом ДНК- маркерного анализа гена устойчивости к милдью Rpv3 
в генотипах бессемянных сортов винограда. Объект исследования – 
сорта винограда с рудиментарным развитием семени в ягодах, име-
ющие в родословной северо-американские виды. В качестве положи-
тельного контроля использовали сорта Дунавски лазур, Сейв Вил-
лар 12-375, несущие референсные аллели. В качестве отрицательного 
контроля использовали V. vinifera L. В исследовании использовали 
ДНК-маркеры UDV305 и UDV737, позволяющие идентифицировать 
аллельное состояние гена Rpv3. Работа проведена методом полимераз-
ной цепной реакции. Разделение продуктов реакции – методом капил-
лярного электрофореза с использованием автоматического генетиче-
ского анализатора ABI Prism 3130. Оценка результатов при помощи 
программного обеспечения GeneMapper и PeakScanner. В генотипах 
винограда Кишмиш запорожский, Леди Патриция, Ремейли сидлесс, 
Памяти Смирнова и Шаян выявлено наличие функциональных алле-
лей гена устойчивости к милдью Rpv3. Во всех сортах выявлен один 
гаплотип из семи известных – Rpv3299 - 279. Анализ родословных изучен-
ных сортов показал, что вероятными донорами гена являются роди-
тельские формы – гибриды Сейв Виллар и Зейбель. Формы винограда 
с идентифицированным геном Rpv3 могут быть использованы в селек-
ции бессемянных сортов как доноры устойчивости к милдью.

Ключевые  слова: доноры устойчивости, Plasmopara viticola, бессе-
мянность, ПЦР.

Table grapes are a valuable dietary product. Seedless grapes are in high 
demand among consumers. For this reason, the breeding of seedless 
varieties is one of the popular trends in modern viticulture, along with 
the production of environmentally friendly products. Downy mildew 
(Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni) is one of 
the most common fungal diseases of the grapevine. Most downy mildew 
resistant grape accessions belong to North American species like Vitis 
aestivalis Michx., V. berlandieri Planch., V. cinerea (Engelm. ex A. Gray) 
Engelm. ex Millard, V. riparia Michx., V. rupestris  Scheele, etc. The 
search for donors of resistance genes is an urgent task. Rpv3 is one of the 
most significant resistance genes from a number of North American grape 
varieties. The aim of this work is to identify the downy mildew resistance 
gene Rpv3 in seedless grape varieties by means of DNA-marker analy-
sis. The grape varieties with rudimentary development of seed in ber-
ries and with North American species in the pedigree were chosen as the 
object of the study. The varieties “Dunavski lazur” and “Seyve Villard 
12-375” with reference alleles were used as the positive control, while 
V. vinifera L. was used as the negative control. UDV305 and UDV737 
DNA-markers were used in this study to identify the allelic type of the 
Rpv3 gene. The work was performed using the polymerase chain reaction. 
The reaction products were separated by capillary electrophoresis using 
the ABI Prism 3130 automatic genetic analyzer. Evaluation of the results 
was done using the GeneMapper and PeakScanner software. Functional 
alleles of the downy mildew resistance gene Rpv3 were revealed in grape 
varieties “Kishmish zaporozhskiy”, “Lady Patricia”, “Remaily seedless”, 
“Pamyati Smirnova” and “Shayan”. Rpv3299-279, one of the seven known 
haplotypes, was identified in all the varieties. The pedigree analysis of 
the studied varieties indicated that the parental forms – “Seyve Villard” 
and “Seibel” hybrids – are presumably the donors of the gene. Grape 
accessions with the identified Rpv3 gene can be used in seedless varieties 
breeding as donors of resistance to downy mildew.

Key  words: donors of resistance, Plasmopara viticola, seedlessness, 
PCR.
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Введение

Виноград возделывают издревле для двух основных 
направлений – непосредственного употребления в пищу 
и переработки ягод на виноделие. Столовый виноград 
является диетическим продуктом, может потребляться, 
как в свежем виде, так и в засушенном (изюм) – обла-
дает высокой калорийностью (900-1000 ккал/кг) и слож-
ным химическим составом, включающим сахара в виде 
фруктозы и глюкозы, органические кислоты, витамины 
А, B1, В2, B9, С, D, E, Р, K1, PP и др., минеральные соли, 
белки, азотистые вещества (Naumova, 2004; Radchevskiy, 
Troshin, 2010).

Грибковые заболевания, в частности милдью пред-
ставляют большую угрозу для виноградарства. Патоген 
(Plasmopara viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de Toni) вызы-
вает дефолиацию растений винограда, повреждение ягод 
вплоть до полной гибели урожая, что приводит к огром-
ным потерям в виноградарстве (Gessler et al., 2011). 
В настоящее время милдью контролируется с помощью 
фунгицидов и в условиях, благоприятных для разви-
тия заболевания количество обработок может достигать 
14-16 за сезон (Margaryan et al., 2018). Снижение хими-
ческих обработок и получение экологически безопас-
ной продукции – актуальная проблема. Создание устой-
чивых столовых сортов винограда – особо важная задача, 
так как ягоды этих сортов напрямую используются чело-
веком в пищу и риск сохранения в них остатков вредных 
реагентов наиболее высок; урожай технических сортов, 
например, подвергается переработке на винопродукцию 
или соки.

Большинство устойчивых к милдью сортов винограда 
принадлежат к североамериканским видам – Vitis aesti-
valis Michx., V. berlandieri Planch., V. cinerea (Engelm. ex 
A. Gray) Engelm. ex Millard, V. riparia Michx., V. rupestris 
Scheele и др. (Alleweldt, Possingham, 1988). Указанные 
виды активно используются в селекционной работе 
совместно с сортами V. vinifera L., которым характерно 
высокое качество, но в основном низкая устойчивость 
к большинству патогенам винограда. Согласно опублико-
ванным данным в настоящее время идентифицировано 27 
локусов устойчивости к P. vitiсola (Rpv1-Rpv27), ко мно-
гим генам разработаны ДНК-маркеры (www.vivc.de).

Один из наиболее эффективных генов устойчиво-
сти – Rpv3 впервые был картирован в сложном межви-
довом гибриде винограда «Бианка», в родословной кото-
рого присутствует несколько североамериканских видов 
винограда (Bellin et al., 2009). В результате проведенных 
молекулярно-генетических исследований были опреде-
лены тесно сцепленные фланкирующие микросателлит-
ные маркеры, позволяющие идентифицировать гапло-
типы Rpv3 гена: UDV305, UDV737 (Di Gaspero et al, 2012). 
Установлено, что ген имеет семь консервативных гапло-
типов, определяющих устойчивость к милдью и наследу-
емых от разных североамериканских видов. Гаплотипы 

Rpv3 соответствуют следующим аллельным состоя-
ниям локусов UDV305 и UDV737: Rpv3299 - 279 (наследуется 
от V. rupestris), Rpv3null - 297 (V. rupestris или V. lincecumii), 
Rpv3321-312 (V. labrusca или V. riparia), Rpv3null - 271 (V. labrusca 
или V. riparia), Rpv3361 - 299 (V. rupestris), Rpv3299 - 314 (V. rupes-
tris), Rpv3null - 287 (V. rupestris или V. labrusca) (Di Gaspero 
et al, 2012). Использование молекулярных маркеров, сце-
пленных с ценными генами, обеспечивает новый инстру-
ментарий для селекционеров. Объединение несколь-
ких генов резистентности в одном генотипе позволяет 
создать высокоустойчивые формы, а использование 
ДНК-маркеров ускоряет этот процесс (Eibach et al., 2007; 
Saifert et al., 2018; Sánchez-Mora et al., 2017; Foria et al., 
2019). Первый этап в данных работах – поиск доноров 
ценных генов среди накопленного генофонда.

Бессемянные сорта винограда наиболее привлека-
тельны для потребителя, в связи с чем селекция киш-
мишных сортов является одним из востребованных 
направлений в селекции винограда. При этом возде-
лывание органической продукции, которая безопасна, 
как для человека, так и для окружающей среды, обеспе-
чивает современный подход к системе виноградарства. 
Выделение доноров генов устойчивости среди генотипов 
бессемянных сортов – актуальная задача, решение кото-
рой нацелено в конечном итоге на создание сортов, даю-
щих урожай привлекательный и безопасный для потреби-
теля и высокорентабельных для производства.

Целью данного исследования было выявить методом 
ДНК-маркерного анализа ген устойчивости к милдью 
Rpv3 в бессемянных сортах винограда Анапской ампело-
графической коллекции.

Материалы и методы

В исследования были включены бессемянные сорта 
винограда Анапской ампелографической коллекции, 
которые, согласно анализу их родословных, могли 
бы нести ген устойчивости, поскольку в исходных 
родительских формах присутствуют североамерикан-
ские виды (Таблица). В качестве положительного кон-
троля использовали формы, несущие референсные 
аллели, а именно сорта Дунавски лазур и Сейв Виллар 
12-375 (СВ 12-375) (Di Gaspero et al, 2012). Также вклю-
чили в работу два древних аборигенных бессемянных 
сорта (Кишмиш чёрный, Кишмиш розовый). В качестве 
условно отрицательного контроля использовали рас-
тения вида V. vinifera.

Образцы ДНК выделяли из молодых верхушек побе-
гов растений, экстракцию ДНК осуществляли с помо-
щью буфера на основе ЦТАБ (цетилтриметиламмоний 
бромида) (Rogers, Bendich, 1985). Полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) проводили в конечном объеме 25  мкл 
по ранее отработанному протоколу (Ilnitskaya et al., 
2018). В исследовании использовали микросателлитные 
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ДНК-маркеры UDV305 и UDV737, позволяющие иденти-
фицировать аллельное состояние гена Rpv3. Последова-
тельность праймерных олигонуклеотидов синтезирована 
согласно литературным данным (Di Gaspero et al, 2012). 
Прямые праймеры были синтезированы с флуоресцент-
ной меткой TAMRA («Синтол», Россия). Амплификацию 
осуществляли с использованием прибора BioRad. Образ-
цы-контроли были использованы для корректировки раз-
меров фрагментов, полученных в ходе ПЦР анализа. Раз-
деление продуктов реакции методом капиллярного элек-
трофореза и оценка результатов проведены с использо-
ванием автоматического генетического анализатора ABI 
Prism 3130 и специального программного обеспечения 
GeneMapper и PeakScanner.

Результаты и обсуждение

По результатам ДНК-маркерного анализа во всех 
сортах, которые предположительно могли нести ген 

устойчивости, выявлен гаплотип Rpv3299-279 (Таблица). 
Аллели локусов UDV305 (299, 361) и UDV737 (279, 299), 
коррелирующие с наличием функциональных аллелей 
устойчивости гена, выделены в таблице полужирным 
шрифтом. Следует отметить, что в генотипах Кишмиш 
розовый и Кишмиш чёрный выявлены аллели в локусе 
UDV737, размером 279 пар нуклеотидов; это не противо-
речит уже известным данным о возможном существова-
нии указанной аллели в генотипах V. vinifera (Di Gaspero 
et al, 2012). На наличие гаплотипа, определяющего 
устойчивость, указывает одновременное присутствие 
целевых аллелей в локусах UDV305 и UDV737 (рисунок).

Анализ родословной сортов Кишмиш запорожский, 
Леди Патриция, Ремейли сидлесс, Памяти Смирнова и 
Шаян позволил установить, что донорами гена являются 
гибриды Сейв Виллар (СВ) и Зейбель. Данные гибриды, 
так называемые гибриды-прямые производители, созда-
вались как комплексные источники устойчивости для 
селекции винограда путём сложных межвидовых скре-
щиваний, включающих в себя гибридизацию несколь-
ких североамериканских видов и V. vinifera.

Таблица. Результаты ДНК-маркерного анализа сортов винограда
Table. The results of DNA marker analysis of grape varieties

Сорт
Variety

Происхождение
Pedigree

Идентифицированные аллели, пн*
Identified alleles, bp

UDV305 UDV737

Дунавски Лазур Ркацители х СВ 12-375 299 326 279 295

СВ 12-375 Зейбель 6468 х Зейбель 6905 299 361 279 299
Кишмиш 
запорожский

Виктория ((V. vinifera x V. amurensis) x СВ 12-304) x Русбол 
(СВ 12-375 x Сверхранний бессемянный) 299 - 279 -

Леди Патриция Зейбель 14665 x СВ 20-365 299 - 279 -

Ремейли сидлесс Леди Патриция (Зейбель 14665 x СВ 20-365) x NY 33979 299 343 279

Памяти Смирнова СВ 12-375 x Кишмиш таировский розовый 299 343 279

Шаян Шамбурсен (СВ 12-417 x Зейбель 7053) x Янги Ер (Мадлен 
Анжевин x Аскери) 299 - 279 -

Кишмиш розовый Аборигенный армянский сорт V. vinifera 342 349 279 287

Кишмиш чёрный Древний средне-азиатский сорт V. vinifera 301 279

Примечание: *- размер фрагментов ДНК приведён с учетом корректировки (см. Материал и методы)

По данным среднемноголетних наблюдений рас-
тения сортов Кишмиш запорожский, Леди Патриция, 
Ремейли сидлесс, Памяти Смирнова и Шаян характери-
зуются повышенной устойчивостью к милдью (Egorov et 
al., 2018; Maistrenko et al., 2017).

Если рассматривать данные сорта в качестве роди-

тельских форм для селекции бессемянных сортов, 
то следует отметить, что ягоды винограда геноти-
пов Кишмиш запорожский, Памяти Смирнова и Шаян 
имеют достаточно крупные рудименты семян (Ilnitskaya 
et al., 2019a; Maistrenko et al., 2017). По признаку «класс 
бессемянности» выделяется сорт Ремейли сидлесс 
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Рисунок. Профили локусов UDV305 и UDV737 сорта Памяти Смирнова при фрагментном ана-
лизе. По оси абсцисс отложена длина фрагментов ДНК, пн, по оси ординат - интенсивность 

соответствующего сигнала. В скобках указано значение с учётом корректировки относительно 
образца-контроля.

Fig. Profiles of UDV305 and UDV737 loci of “Pamjati Smirnova” variety in fragment analysis. Figures 
correspond to the fragment sizes of detected alleles; DNA fragment sizes are plotted on the X axis (bp), 
and the intensity of the corresponding signal on the Y axis. The value corrected according to the con-

trol sample is given in parentheses.

280(279)

UDV305 UDV737

длина  
фрагмента 
ДНК (пн)

(Remaily Seedless), характеризующийся практически 
полным отсутствием рудиментов семян в ягодах, что 
делает его наиболее привлекательным в качестве источ-
ника ценных признаков именно для селекции бессемян-
ных сортов (Ilnitskaya et al., 2019a; Pool et al., 1981).

Так как сорта винограда являются диплоидами, 
за редким исключением, в одном генотипе методами 
традиционной селекции для усиления фенотипиче-
ского эффекта гена можно объединить только два гапло-
типа гена Rpv3 из семи известных. Эффективным для 
создания высокоустойчивых форм будет гибридиза-
ция сортов, несущих ген Rpv3 с сортами, унаследо-
вавшими гены устойчивости к милдью Rpv10 и Rpv12 
от V. amurensis (Foria et al., 2019). Так например, Rpv10 
детектирован в ДНК бессемянного сорта Коринка рус-
ская (Ilnitskaya et al., 2019b). Анализ происхождения 
сорта Кишмиш запорожский говорит о присутствии 
V. amurensis в его родословной, и есть вероятность, что 
данный сорт также может обладать генами устойчи-
вости амурского винограда к милдью от родительской 
формы – сорта Виктория ((V. vinifera x V. amurensis) x СВ 
12-304). Однако сорт Кишмиш запорожский на наличие 
указанных генов нами ещё не проверен и информация 
в литературе не найдена. Работа в данном направлении 
будет продолжена.

В образцах аборигенного армянского сорта Кишмиш 

розовый и древнего среднеазиатского сорта Кишмиш чёр-
ный гаплотипы гена Rpv3, определяющие устойчивость 
к милдью, не обнаружены, что и ожидалось.

Заключение

Методами ДНК-маркерного анализа в образцах вино-
града Кишмиш запорожский, Леди Патриция, Ремейли 
сидлесс, Памяти Смирнова и Шаян выявлено нали-
чие функциональной аллели гена устойчивости к мил-
дью Rpv3, определён один гаплотип Rpv3299-279. Указанный 
гаплотип по литературным данным происходит изна-
чально от североамериканского вида V. rupestris. Анализ 
родословных сортов подтвердил, что источником гена 
явились сложные межвидовые гибриды винограда Сейв 
Виллар и Зейбель. Исследованные нами сорта винограда 
могут быть использованы в селекции бессемянных сортов 
как доноры устойчивости к милдью.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 

(грант № 19-416-230051 р_а) и Администрации 
Краснодарского края. 
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