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В селекции яблони одной из приоритетных 

задач является создание сортов  

с моногенно детерминированным  

иммунитетом к парше.  

Целью настоящего исследования являлось 

молекулярно- генетическое тестирование 

исходных форм и гибридных сеянцев  

Яблони для идентификации  

носителей целевых аллелей генов  

моногенной устойчивости  

к парше Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8, а также  

уточнение характера их наследования  

в гибридном потомстве. Биологическими 

объектами исследования являлись сорта  

яблони различного эколого- 

географического происхождения, а также 

сеянцы гибридного фонда академика  

Российской академии наук,  

доктора с.-х. наук Н.И. Савельева.  

В материалах данной статьи приведены  

результаты ДНК анализа сортов  

и гибридных сеянцев яблони по локусам 

моногенной устойчивости к парше  

(ген Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8). На основании 

проведённого молекулярно-генетического 

анализа уточнена генотипическая  

структура исходных форм. Молекулярно-

генетический анализ исходных форм  

яблони с использованием маркеров VfC и 
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In the apple breeding the one of the priority 

tasks is the creation of varieties  

with monogenic determining immunity  

to scab. The purpose of this study  

was the molecular-genetic testing  

of the original forms and hybrid seedlings  

of the apple-tree to identify the carriers  

of the target alleles of the monogenic  

resistance genes to scab – Rvi6, Rvi4, 

Rvi2, Rvi8, and also to clarify the nature  

of their inheritance in the hybrid progeny. 

Biological objects of the study  

were the apple varieties of different  

ecological and geographical origin,  

as well as seedlings of the hybrid fund  

of the academician of the Russian  

Academy of Sciences, doctor  

of agricultural sciences N.I. Saveliev.  

The materials of this article show  

the results of DNA analysis of apple  

varieties and hybrid seedlings at loci  

of monogenic resistance to scab  

(gene Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8).  

Based on the molecular-genetic analysis 

performed, the genotypic structure  

of the initial forms was refined. Molecular 

genetic analysis of the initial apple forms 

using the VfC and AL07-SCAR markers 

showed the presence of the Rvi6 gene  
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AL07-SCAR показал присутствие в геноме 

гена Rvi6 в гетерозиготном состоянии 

(Rvi6rvi6) у сортов Былина, Кандиль  

орловский, Академик Казаков, Имант,  

Валюта, Белорусское сладкое, Успенское, 

Prima. Сорт Golden Delicious  

и форма NR12740-7A имеют рецессивный 

гомозиготный генотип. В результате  

проведенного исследования и на основании 

молекулярно-генетического анализа  

уточнена генотипическая структура  

исходных форм и проанализировано  

совместное наследование в гибридном 

потомстве яблони локусов моногенной 

устойчивости к парше. Идентифицированы  

перспективные для селекции яблони  

источники генов Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8. 

 

in the geterozis state (Rvi6rvi6)  

in the genomes of the Bylina, Kandil  

Orlovski, Akademik Kazakov, Imant,  

Valuta, Belarusskoe Sladkoe, Uspenskoe, 

Prima. The Golden Delicious variety  

and the NR12740-7A form have  

a recessive homozygous genotype.  

As a result of research carried out  

and on the molecular genetic analysis,  

the genotypic structure of the initial forms 

was refined and joint inheritance  

in the hybrid progeny of the apple-tree  

of loci of monogenic resistance to scab 

was analyzed. The sources of the genes 

Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8, which are  

promising for apple-tree breeding,  

have been identified. 
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Введение. В селекции яблони одной из приоритетных задач является 

создание сортов с моногенно детерминированным иммунитетом к парше. К 

настоящему времени идентифицировано 20 неаллельных генов, детермини-

рующих устойчивость яблони к различным расам Venturia inaequalis 

(Cooke), ко многим из которых подобраны высокоинформативные ДНК-

маркеры [1]. В селекционной практике наиболее широкое распространение 

получил ген Rvi6 (Vf), контролирующий устойчивость к пяти расам патогена 

[2]. Большинство других моногенных факторов устойчивости в селекцион-

ной работе используется редко [3]. 

Вместе с тем отмечены случаи преодоления отдельными расами 

парши (шестая, седьмая расы) устойчивости, индуцируемой геном Rvi6 [4]. 

В связи с этим актуальной задачей, позволяющей повысить стабильность 

устойчивости, является вовлечение в селекционный процесс других генов 

устойчивости и их пирамидирование, то есть объединение в одном генотипе 

нескольких моногенных факторов иммунитета к парше, причём желательно 

совмещение функционально отличающихся генов устойчивости [5]. Также, 
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по некоторым данным, устойчивость растений яблони к парше усиливает 

доминантный гомозиготный статус гена Rvi6 [6].  

Определённые успехи по пирамидированию генов устойчивости яб-

лони к V. inaequalis уже достигнуты: I.O. Baumgartneretal получены формы, 

совмещающие в генотипе три локуса моногенной устойчивости к парше 

(Rvi6, Rvi2, Rvi4) [7], M. Kellerhalsetal – сеянцы, совмещающие в генотипе 

локусы Rvi6 и Rvi2 [8], в России во ВНИИСПК получены формы яблони, 

имеющие генотип Rvi6+Rvi5 [9]. Работа по совмещению в одном генотипе 

нескольких локусов селекционно значимых признаков также ведётся в ФНЦ 

им. И.В. Мичурина [10, 11]. 

Целью настоящего исследования являлось молекулярно-генетическое 

тестирование исходных форм и гибридных сеянцев яблони для идентифи-

кации носителей целевых аллелей генов моногенной устойчивости к парше 

Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8, а также уточнение характера их наследования в ги-

бридном потомстве. 

 

Объекты и методы исследований. Биологическими объектами иссле-

дования являлись сорта яблони различного эколого-географического проис-

хождения, а также сеянцы гибридного фонда академика РАН, доктора с.-х. 

наук Н.И. Савельева. Для выявления гена Rvi6 использовали внутригенный 

маркер VfC [12] и кодоминантный маркер AL07-SCAR [13], гена Rvi4 – мар-

кер AD13-SCAR [14], генов Rvi2 и Rvi8 – маркер OPL19-SCAR [15, 16]. Кон-

тролем присутствия в геноме аллелей устойчивости к парше являлись сорт 

Prima (Rvi6) и исходная форма NR12740-7A (Rvi4, Rvi2, Rvi8). Отрицательным 

контролем по изучаемым локусам являлся сорт Golden Delicious. 

Нуклеотидная последовательность праймеров и размер целевых фраг-

ментов приведены в табл. 1. Использованные в работе праймеры синтезиро-

ваны ЗАО «Синтол» (Москва). Экстракция геномной ДНК была проведена 
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согласно протоколу компании Diversity Arrays Technology P/L [17] с моди-

фикациями. 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. 

 

Таблица 1 – Характеристика использованных в работе праймеров 
 

Ген Маркер 
Нуклеотидная последовательность  

праймеров 

Размер целевых 

фрагментов, п.н. 

Rvi6 

VfC 
F 5’-GGTTTCCAAAGTCCAATTCC-3’ 

R 5’-CGTTAGCATTTTGAGTTGAC-3’ 
286, 484, 646 

AL07-

SCAR 

F 5’-TGGAAGAGAGATCCAGAAAGTG-3’ 

R 5’-CATCCCTCCACAAATGCC-3’ 
570, 823 

Rvi4 
AD13-

SCAR 

F 5’-GGTTCCTCTGTAAAGCTAG-3’ 

R 5’-GGTTCCTCTGCCCAACAA-3’ 
950 

Rvi2/

Rvi8 

OPL19-

SCAR 

F 5’-ACCTGCACTACAATCTTCACTAATC-3’ 

R 5’-GACTCGTTTCCACTGAGGATATTTG-3’ 
433 

 

Амплификацию проводили в термоциклере T100 производства фирмы 

«BIO-RAD» (США) по следующим программам: 

– маркер VfC: 94 ºC – 4 мин, 30 циклов: 94 ºC – 1 мин, 58 ºC – 1 мин,  

72 ºC – 1 мин; 72 ºC – 7 мин; 

– маркер AL07-SCAR: 95 ºC – 10 мин, 35 циклов: 95 ºC – 30 с, 59 ºC –  

1 мин, 72 ºC – 2 мин; 72 ºC – 10 мин; 

– маркер AD13-SCAR: 94 ºC – 2 мин, 30 циклов: 94 ºC – 1 мин, 58 ºC – 

3 мин, 72 ºC – 2 мин; 94 ºC – 1 мин, 58 ºC – 3 мин, 72 ºC – 10 мин; 

– маркер OPL19-SCAR: 94 ºC – 2 мин 45 с, 40 циклов: 94 ºC – 55 с,  

55 ºC – 55 с, 72 ºC – 1 мин 39 с; 72 ºC – 10 мин. 
 

Разделение целевых продуктов маркеров осуществляли методом элек-

трофореза в 2 % агарозном геле. Для определения длины амплифицирован-

ных фрагментов использовали маркер молекулярной массы Gene Ruler 100 

bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

Обсуждение результатов. Для идентификации в геноплазме яблони 

гена Rvi6 использовали маркеры VfC и AL07-SCAR. Маркер VfC, разрабо-
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танный на основании консервативных последовательностей HcrVf парало-

гов, является внутригенным, следовательно, надёжность отбора составляет 

100 % (рекомбинация между геном и маркером отсутствует). На электрофо-

реграмме маркер VfC представлен продуктами размером 286, 484 и 646 п.н. 

Фрагменты размером 646 и 484 п.н. амплифицируются как у устойчивых, 

так и у восприимчивых генотипов яблони. Фрагмент размером 286 п.н. ха-

рактерен только для иммунных к парше по гену Rvi6 форм [12]. SCAR-

маркер AL07, расположенный на расстоянии 0,2 cM от гена Rvi6 [18], явля-

ется кодоминантным. Аллель Rvi6 определяется по наличию на электрофо-

реграмме фрагмента размером 570 п.н., rvi6 – 823 п.н. Присутствие обоих 

фрагментов свидетельствует о гетерозиготном состоянии гена [19].  

В некоторых случаях у форм с гетерозиготным генотипом может 

наблюдаться образование дополнительного третьего фрагмента, располо-

женного на электрофореграмме между фрагментами 570 и 823 п.н. По мне-

нию Shupertetal, данный фрагмент является гетеродуплексом между ампли-

конами известного размера [20]. Молекулярно-генетический анализ исход-

ных форм яблони с использованием маркеров VfC и AL07-SCAR показал 

присутствие в геноме гена Rvi6 в гетерозиготном состоянии (Rvi6rvi6) у сор-

тов Былина, Кандиль орловский, Академик Казаков, Имант, Валюта, Бело-

русское сладкое, Успенское, Prima. Сорт Golden Delicious и форма NR12740-

7A имеют рецессивный гомозиготный генотип (табл. 2). 

Ген Rvi4 идентифицировали с использованием мультиаллельного мар-

кера AD13-SCAR. На электрофореграмме маркер AD13-SCAR может быть 

представлен фрагментами размером 1300, 1100, 950 и 750 п.н. Фрагмент 950 

п.н. свидетельствует о наличии в геноме доминантного аллеля гена Rvi4 

[14]. Среди изучаемых исходных форм аллель 950 п.н. маркер AD13-SCAR 

выявлен у сортов Кандиль орловский, Валюта и исходной формы NR12740-

7A. Присутствие гена Rvi4 у данных форм подтверждается также литератур-
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ными данными [14, 21]. Сорта Былина, Академик Казаков, Имант, Белорус-

ское сладкое, Успенское, Prima, Golden Delicious характеризуются рецессив-

ным гомозиготным состоянием гена Rvi4 (см. табл. 2). 

 

Таблица 2 – Результаты ПЦР-анализа сортов яблони по локусам  

моногенной устойчивости к парше 
 

Сорт  

Rvi6 Rvi4 Rvi2/Rvi8 

VfC AL07-SCAR AD13-SCAR 
OPL19-

SCAR 

286 п.н. 570 п.н. 823 п.н. 950 п.н. 433п.н. 

Былина + + + - + 

Кандиль орловский + + + + + 

Академик Казаков + + + - + 

Имант + + + - + 

Валюта + + + + - 

Белорусское сладкое + + + - + 

Успенское + + + - + 

Prima + + + - + 

NR 12740-7A - - + + + 

Golden Delicious - - + - - 

 

Маркер OPL19-SCAR первоначально использовался для идентифика-

ции в геноме яблони гена Rvi2 [15]. Однако впоследствии в непосредствен-

ной близости от гена Rvi2 был идентифицирован отдельный фактор устой-

чивости к парше – ген Rvi8. При этом было установлено, что целевой про-

дукт маркера OPL19-SCAR – фрагмент 433 п.н. – амплифицируется как у 

носителей гена Rvi2, так и гена Rvi8, демонстрирующих различную степень 

устойчивости при искусственном заражении отдельными расами парши. 

Полученные данные позволили достоверно установить существование двух 

независимо наследуемых факторов устойчивости [16].  

Таким образом, фрагмент 433 п.н. маркера OPL19-SCAR одновре-

менно свидетельствует о наличии в геноме доминантных аллелей генов Rvi2 

и (или) Rvi8. В анализируемой коллекции маркер OPL19-SCAR выявлен у 

сортов Былина, Кандиль орловский, Академик Казаков, Имант, Белорусское 

сладкое, Успенское, Prima и формы NR12740-7A. Присутствие маркера 
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OPL19-SCAR в геноме сортов Белорусское сладкое, Имант, Кандиль орлов-

ский, Prima подтверждается также другими исследователями [21, 22]. Сорта 

Валюта и Golden Delicious характеризуются рецессивным гомозиготным со-

стоянием генов Rvi2 и Rvi8 (генотип rvi2rvi2+rvi8rvi8) (см. табл. 2). 

Использованные в гибридизации исходные формы характеризуются 

гетерозиготным состоянием гена Rvi6. В гибридном потомстве идентифи-

цировано 3 комбинации аллелей гена Rvi6 – Rvi6Rvi6, Rvi6rvi6, rvi6rvi6. При-

мер идентификации приведён на рис. 1. 

 

 
 

В – Валюта, И – Имант, 15-31 – гибридные сеянцы, 

М – маркер молекулярного веса 
 

Рис. 1. Электрофоретический спектр маркера AL07-SCAR  

гибридной семьи Валюта x Имант 

 

Использованные в гибридизации исходные формы имеют гетерози-

готный генотип по гену Rvi6, что теоретически позволяет получить до 75 % 

устойчивых сеянцев. Статистический анализ результатов амплификации 

маркеров VfC и AL07-SCAR показал соответствие фактического расщепле-

ния теоретически ожидаемому: по фенотипу – 3:1 (маркер VfC), по генотипу 

– 1:2:1 (маркер AL07-SCAR) при уровне значимости 0,05. 

В комбинации скрещивания Валюта ×Успенское доля иммунных к 

парше генотипов составила 77,8 %. При этом 55,6 % сеянцев характеризу-

ются гетерозиготным сочетанием аллелей, а 22,2 % – имеет доминантный 

гомозиготный генотип (Rvi6Rvi6). В гибридном потомстве семьи Валюта × 
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Белорусское сладкое выделено 68,0 % устойчивых к парше сеянцев (гено-

типы Rvi6Rvi6 и Rvi6rvi6), из которых 20,6 % обладают гомозиготным доми-

нантным, а 79,4 % – гетерозиготным сочетанием аллелей гена Rvi6. В ком-

бинации скрещивания Валюта ×Имант генотип Rvi6rvi6 имеет 55,3 % про-

анализированных сеянцев, генотип Rvi6Rvi6 – 29,8 % сеянцев. В комбина-

ции скрещивания Кандиль орловский × Былина выделено 79,2 % сеянцев с 

геном Rvi6, из которых доминантный гомозиготный генотип имеет 28,9 % 

форм. В среднем по анализируемым комбинациям доминантный аллель гена 

Rvi6 присутствовал у 79,2 % сеянцев, из которых 28,0 % имело доминантный 

гомозиготный генотип (Rvi6rvi6).  

Идентификация гомозиготных по гену Rvi6 форм имеет важное прак-

тическое значение в селекции яблони на иммунитет к парше, позволяя при 

использовании их в гибридизации получать до 100 % устойчивого потом-

ства. Как отмечает Baumgartneretal, использование в скрещивании гомози-

готных форм теоретически позволит избежать необходимости проведения 

фенотипического или генотипического анализа гибридного потомства по 

селектируемому признаку, тем самым сократив время анализа, трудовые и 

финансовые затраты [7]. 

 

 
 

В – Валюта, Бс – Белорусское сладкое, 1-14 – гибридные сеянцы, 

М – маркер молекулярного веса 

 

Рис. 2. Электрофоретический спектр маркера AD13-SCAR  

гибридной семьи Валюта x Белорусское сладкое 
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В анализируемых комбинациях скрещивания донорами сцепленного с 

геном Rvi4 аллеля маркера AD13-SCAR являются сорта Кандиль орловский и 

Валюта. В результате молекулярно-генетического анализа в гибридном потом-

стве идентифицированы формы, у которых данный аллель присутствует (пред-

полагаемый генотип Rvi4rvi4), а также сеянцы с рецессивным гомозиготным 

(rvi4rvi4) состоянием гена. Пример идентификации приведён на рис. 2. 

Статистический анализ расщепления гибридного потомства яблони 

по маркеру AD13-SCAR показал соответствие полученных результатов 

наследования теоретически ожидаемому расщеплению 1:1 при уровне зна-

чимости 0,05. 

На основании полученных данных генотип исходных форм Кандиль ор-

ловский и Валюта по гену Rvi4 предположительно определён как гетерозигот-

ный (Rvi4rvi4). Количество сеянцев с геном Rvi4 (предполагаемый генотип 

Rvi4rvi4) в среднем по комбинациям составило 49,3 % Максимальное количе-

ство выявлено в комбинации скрещивания Валюта × Имант – 63,3 %, мини-

мальное – в комбинации скрещивания Валюта × Академик Казаков (35,3 %).  

С использованием маркера OPL19-SCAR в гибридном потомстве 

идентифицированы носители доминантного аллеля генов Rvi2/Rvi8 и формы 

с рецессивным гомозиготным генотипом (rvi2rvi2+rvi8rvi8). Пример иден-

тификации приведён на рис. 3 и 4. 

 

 
 

К – Кандиль орловский, Б – Былина, 1-19 – гибридные сеянцы, 

М – маркер молекулярного веса 
 

Рис. 3. Электрофоретический спектр маркера OPL19-SCAR  

гибридной семьи Кандиль орловский x Былина 
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В комбинации скрещивания Кандиль орловский x Былина родительские 

формы характеризуются присутствием маркера OPL19-SCAR. Анализ ги-

бридных сеянцев данной комбинации показал присутствие целевого фраг-

мента размером 433 п.н. у 100 % проанализированных генотипов. Однако в 

реципрокном скрещивании Былина × Кандиль орловский отмечено расщеп-

ление по данному признаку: фрагмент 433 п.н. идентифицирован у 39 (90,7 %) 

из 43 сеянцев, что соответствует теоретически ожидаемому расщеплению 

15:1 (χ2=0,683). Полученные результаты позволяют определить генотип ис-

ходных форм Кандиль орловский и Былина как гетерозиготный по обоим ло-

кусам (Rvi2rvi2+Rvi8rvi8). Маркер OPL19-SCAR является кодоминантным, 

что позволяет идентифицировать аллельное состояние гена [23].  

Для большинства сеянцев на электрофореграмме характерно наличие 

двух продуктов (433 п.н., сцепленного с доминантным аллелем генов Rvi2 и 

Rvi8 и фрагмента около 1200 п.н., соответствующего рецессивным аллелям), 

что свидетельствует о гетерозиготном статусе изучаемых генотипов (см. 

рис. 3, 4). Однако у образца №2 (селекционный номер 31-11-2) гибридной 

комбинации Кандиль орловский x Былина на электрофореграммме присут-

ствует только фрагмент 433 п.н. (рис. 4), что позволяет сделать предполо-

жение о доминантном гомозиготном состоянии генов Rvi2 и Rvi8 (генотип 

Rvi2Rvi2+Rvi8Rvi8). Данный сеянец также характеризуется наличием гена 

Rvi6 (в гетерозиготной форме) и отсутствием гена Rvi4. 

 

 
 

В – Валюта, Бс – Белорусское сладкое, 1-13 – гибридные сеянцы, 

М – маркер молекулярного веса 
 

Рис.4. Электрофоретический спектр маркера OPL19-SCAR  

гибридной семьи Валюта x Белорусское сладкое 
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В комбинациях скрещивания Валюта × Успенское, Валюта × Имант, 

Валюта × Академик Казаков целевой фрагмент маркера OPL19-SCAR раз-

мером 433 п.н. идентифицирован у 86,3 %, 76,1 % и 71,4 % проанализиро-

ванных гибридных форм, соответственно. 

Анализ результатов расщепления по критерию χ2 показал соответ-

ствие фактических данных наследования маркера OPL19-SCAR теоретиче-

ски ожидаемому расщеплению 3:1, что свидетельствует о гетерозиготности 

по обоим генам родительских форм Успенское, Имант, Академик Казаков 

(Rvi2rvi2+Rvi8rvi8). 

В комбинации скрещивания Валюта (rvi2rvi2+rvi8rvi8) × Белорусское 

сладкое (Rvi2/Rvi8) маркер OPL19-SCAR присутствует у 46,7 % генотипов, 

что соответствует теоретически ожидаемому расщеплению 1:1 (χ2=0,201). 

Полученные результаты соответствуют дигибридному анализирующему 

скрещиванию вида Aabbxaabb, следовательно, сорт Белорусское сладкое ха-

рактеризуется гетерозиготным состоянием одного и рецессивным гомози-

готным – второго гена (генотип Rvi2rvi2+rvi8rvi8 или rvi2rvi2+Rvi8rvi8). 

 

Заключение. Таким образом, на основании молекулярно-генетиче-

ского анализа уточнена генотипическая структура исходных форм и проана-

лизировано совместное наследование в гибридном потомстве яблони локу-

сов моногенной устойчивости к парше. Идентифицированы перспективные 

для селекции источники генов Rvi6, Rvi4, Rvi2, Rvi8. 
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