
ISSN 1810-7834. Вісн. Óкр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2010, том 8, № 2218

© ä.î. êèñåëüîâ, Í.â. òðЯПІöèÍà, 2010

óäê 577.21:631.527:634.11

ВИЯВЛЕННЯ АЛЕЛЬНИХ ВАР²АНÒ²В ГЕНА Vf 
ÑÒ²ЙКÎÑÒ² ДÎ ПАРШ² У ÑÎРÒ²В ЯБЛУН²  
(MALUS DOMESTICA BORKH.) Ç ВИКÎРИÑÒАННЯÌ 
ÌÎЛЕКУЛЯРНÎ-ГЕНЕÒИЧНИХ ÌАРКЕР²В

ä.î. êèñåëüîâ, Í.â. òðЯПІöèÍà
Інститут сад³вництва ÍààÍ óкраїни 
óкраїна, 03027, êиїв-27, вул. ñадова, 6 
e-mail: kiselevda@ukr.net

Наведено основні результати досліджень з використання молекулярно-генетичних 
маркерів для оцінки генотипів яблуні за геном стійкості до парші Vf. Проаналізовано 
алельні варіанти вказаного гена в сорока семи сортів та гібридних форм вітчизняної та 
зарубіжної селекції.

Ключові слова: яблуня (Malus domestica Borkh.), стійкість до парші, молекулярно-
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Вñòуп. ñтворення сорт³в яблун³, ³ìунних та високост³йких до найрозповсюд-
жен³ших хвороб ³ шк³дник³в, пос³дає пров³дне ì³сце в селекц³йно-генетич-

н³й робот³. àдже введення таких сорт³в у виробництво в³дкриває нов³ ìожли-
вост³ щодо рац³онального вир³шення проблеìи ³нтегрованого захисту рослин 
на безпестицидн³й основ³, що в к³нцевоìу результат³ дозволить отриìувати 
еколог³чно чисту продукц³ю та знизити забруднення навколишнього середо-
вища.

îдниì ³з захворювань, яке дуже негативно впливає на продуктивн³сть яблу-
н³, є парша, яка спричиняється грибоì Venturia inaequalis (Cocke) Wint. ðезис-
тентн³сть досл³джуваної культури до нього ìоже бути як ìоно-, так ³ пол³генною 
ознакою [2]. âивчення ст³йкост³ до парш³ г³бридних с³янц³в, отриìаних в³д с³бс³в 
схрещування двох форì з г³бридної родини M. floribunda 821 × ðоì Бьют³, по-
казало, що розщеплення за ознакою ст³йкост³ до парш³ в³дбувається у пропорц³ї 
1:1. Подальше досл³дження нащадк³в в³д двох ³ìунних добор³в (26829-2-2, 
26830-2) з ц³єї родини в³д клону M. floribunda 821 продеìонструвало, що ст³й-
к³сть у них контролюється ìоногенно та визначається геноì Vf, який знаходить-
ся в гетерозиготноìу стан³ [3].

Íа сьогодн³ гени ст³йкост³ до парш³ виявлено в багатьох вид³в яблун³. êр³ì 
гена Vf у Malus floribunda 821, ³дентиф³ковано гени Vb в Malus boccata Dolgo, 
Vbj у Malus boccata jackii Dg R 27 T 1, Vm у Malus micromalus 245 – 38 та Vr у 
Russian seedling R 12740 – 7A [2, 3].

ìетодика добору батьк³вських форì та виявлення бажаних генотип³в знач-
но спрощується при наявност³ в рослини ознаки ст³йкост³ за доì³нантниì але-
леì основного гена. ó кожноìу беккросноìу схрещуванн³ таких донор³в ³з спри-
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йнятливиìи сортаìи за допоìогою штуч-
ного ³нф³кування в ìолодоìу в³ц³ (3–4 
роки) ìожна вибрати до 50% ст³йких 
 с³янц³в.

Ìàòåð³àëè òà ìåòодè
Як вих³дний ìатер³ал використовували 

пагони 47 поìолог³чно перев³рених сорт³в 
яблун³, в³д³браних у колекц³йноìу саду се-
лекц³йно-технолог³чного в³дд³лу Інституту 
сад³вництва ÍààÍ óкраїни.

äÍê вид³ляли з ìолодих св³жих листк³в 
³з використанняì гексадецилтриìетил 
аìон³уì броì³ду (öòàБ) [1, 6].

При проведенн³ Пëð застосували пару 
прайìер³в AL-07 [5], що дозволяє виявити 
кодоì³нантний тип успадкування гена Vf. 
àìпл³ф³кац³ю проводили в реакц³йн³й суì³-
ш³ (15 ìкл), що складалася з 10 mM трис-
HCl, 50 mM хлориду кал³ю (KCl), 1,5 mM 
хлориду ìагн³ю (MgCl2), 2 mM кожного з 
чотирьох дезоксинуклеотидтрифосфат³в 
(dNTP), 0,2 ìкì кожного прайìера, 1 
од.акт. Taq äÍê пол³ìерази та 100–120 нг 
геноìної äÍê. óìови Пëð включали пер-
ший цикл 94 оñ – 2,30 хв, 60 оñ – 1 хв, 
72 оñ – 2 хв ³ 35 посл³довних цикл³в: 94 о C – 
30 сек, 60 оC – 1 хв, 72 оC – 2 хв. ê³нцева 
елонгац³я 72 оC – 10 хв.

Продукти аìпл³ф³кац³ї геноìної äÍê 
досл³джуваних сорт³в яблун³ анал³зували 
за допоìогою електрофорезу в агарозно-
ìу 2,0 %-ìу гел³ з додаванняì 0,5 ìкг/ìл 
броìистого етид³ю в òрис-ацетатноìу бу-
фер³ при напруз³ електричного поля 5 â/сì 
протягоì 1 години. îпрацьовували ре-
зультати електрофорезу за допоìогою па-
кета програìного забезпечення TotalLab 
v2.01.

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
â робот³ проанал³зовано 47 сорт³в 

яблун³ в³тчизняної та заруб³жної селекц³ї, в 
тоìу числ³ контрастних за ознакою ст³й-
кост³ до парш³. âикористання вищезгада-

ної пари прайìер³в дає ìожлив³сть ³денти-
ф³кувати 3 алельних стани гена Vf [4, 5, 7, 
8], який локал³зовано в перш³й хроìосоì³. 
Зокреìа, гетерозиготний стан гена визна-
чається за навност³ в спектрах аìпл³ф³кац³ї 
3-х фрагìент³в з ìолекулярною ìасою 
725, 700 ³ 525 пн. Якщо сорт за вказаниì 
геноì є рецесивною або доì³нантною го-
ìозиготою, аìпл³ф³кується по одноìу 
фрагìенту з ìолекулярною ìасою 725 та 
525 пн в³дпов³дно.

Як видно з електрофореграìи (рис.1), 
зразки 1 та 8 (сорти åдера та Ф³алка) є ге-
терозиготниìи за геноì Vf, зразок 3 (сорт 
Інтерпрайз) – доì³нантною гоìозиготою, 
вс³ ³нш³ – рецесивниìи гоìозиготаìи.

      ì       1      2       3       4        5       6       7       8       9

Рèñ. 1. ñпектр аìпл³ф³кац³ї геноìної äÍê сорт³в 
яблун³ з парою прайìер³в AL-07: ì – ìаркер ìолеку-
лярних ìас ñ³бенз³ì 100bp + 1.5kb+3.0 kb; 1– åдера; 
2 – П³нк ëейд³; 3 –Інтерпрайз; 4 – êатерина; 5 – ðед 
×³ф; 6 – Фудж³; 7 – äжонаголд де êоста; 8 – Ф³алка; 
9 –ðуб³нове äуки

äля перев³рки в³дтворюваност³ резуль-
тат³в пол³ìеразну ланцюгову реакц³ю про-
водили трич³. öе дозволило, наприклад, 
уточнити генотип сорту äжонаголд  де 
êоста, в якого в першоìу аìпл³ф³кац³йно-
ìу спектр³ було виявлено ì³норн³ продук-
ти, характерн³ для гетерозиготи (зразок 7 
на рис. 1). Íа рис. 2 наведено електрофо-
реграìу повтор³в аìпл³ф³кац³ї (зразок 10), 
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у першоìу електрофоретичноìу спектр³ 
ìоже бути насл³дкоì контаì³нац³ї.

ó табл. 1 наведено пор³вняльн³ дан³ ì³ж 
результатаìи ìолекулярно-генетичного 
скрин³нгу сорт³в яблун³ на визначення ге-
нотипу за геноì Vf та р³внеì ст³йкост³ сор-
т³в до парш³, взят³ з їх оф³ц³йних опис³в.

â результат³ скрин³нгу виявлено 38 сор-
т³в та г³бридних форì, рецесивних за ге-
ноì vf, 8 гетерозиготних, серед яких 3 – 
заруб³жної селекц³ї, а саìе: àрбат, Флор³-
на, ãр³нсл³вз ³ 5 – селекц³ї Інституту 
сад³вництва ÍààÍ óкраїни – 9-52, 22-46, 
16-15-112, Ф³алка та ñк³фське золото. äо-
ì³нантною гоìозиготою виявився лише 
один сорт – Інтерпрайз, також заруб³жний.

ðезультати ìолекулярно-генетичного 
скрин³нгу повн³стю в³дпов³дають даниì ба-
гатор³чних спостережень сп³вроб³тник³в Ін-
ституту сад³вництва ÍààÍ óкраїни та його 
досл³дних станц³й. Було уточнено алель-
ний стан сорту Інтерпрайз та г³бридних 
форì в³тчизняної селекц³ї, через в³дсут-
н³сть даних про алельний стан цих форì за 
геноì Vf.

ìолекулярн³ ìетоди детекц³ї ген³в ст³й-
кост³ ìожуть бути використан³ при розроб-

Òàбëèöя 1. âизначення р³вня ст³йкост³ сорт³в яблун³ до парш³ за даниìи їх оф³ц³йних опис³в та резуль-
татаìи ìолекулярно-генетичного анал³зу

№ Назва сорту Країна-оригінатор Рівень стійкості до парші Генотип за геном 
vf

1 Арбат (КВ-43) Росія імунний Vfvf
2 Вертикаль Україна середній vfvf
3 16-100-182 (Руслан) Україна вищий за середній vfvf
4 Фламенко Велика Британія середній vfvf
5 Трайдент Велика Британія середній vfvf
6 Болеро Велика Британія середній vfvf
7 Фієста Велика Британія сприйнятливий vfvf
8 Голден Делішес США середній vfvf
9 Ямба Німеччина вищий за середній vfvf
10 Рубінове Дуки Україна сприйнятливий vfvf
11 Антей Білорусь середній vfvf
12 16-101-176 (Едем) Україна середній vfvf
13 Танцівниця Україна середній vfvf
14 16-100-142 Україна середній vfvf

   ì      1        2      3      4        5      6       7      8      9     10

Рèñ. 2. ñпектр аìпл³ф³кац³ї геноìної äÍê сорт³в 
яблун³ з парою прайìер³в AL-07: ì – ìаркер ìолеку-
лярних ìас ñ³бенз³ì 100 bp + 1.5 kb + 3.0 kb; 1– ñк³ф-
ське золото; 2– àскольда; 3 – ìавка; 4 – òереìок; 5 
– ãала; 6 – ðуì’яний àльп³н³ст; 7 – äжонка; 8 – ðуб³н; 
9 – âертикаль; 10 – äжонаголд  де êоста; 11 – ðуб³н 
ñтар; 12 –äжонагоред; 13 – åрл³кв³н; 14 – ê³нгджона-
голд

як³ п³дтвердили що äжонаголд де êоста є 
рецесивною гетерозиготою за геноì ст³й-
кост³ до парш³ Vf. Поява ì³норних продукт³в 
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ц³ та впровадженн³ селекц³йно-генетичних 

програì. Їхнє використання ìоже значно 

скоротити час, необх³дний для оц³нки ге-

нотипу та зб³льшити достов³рн³сть добору 

с³янц³в за конкретниìи генаìи. îтриìан³ 

результати будуть врахован³ при розробц³ 

селекц³йно-генетичної програìи Інституту 

сад³вництва ÍààÍ óкраїни, а також при ìо-

лекулярно-генетичн³й паспортизац³ї сор-
т³в яблун³.

Вèñíовкè
âикористана пара сайт-специф³чних 

прайìер³в àL-07 дозволила отриìати 
3 ìолекулярно-генетичн³ ìаркери, як³ ха-
рактеризуються ко-доì³нантниì типоì 
успадкування ³ дозволяють ³дентиф³кувати 

Продовження табл. 1

№ Назва сорту Країна-оригінатор Рівень стійкості до парші Генотип за геном 
vf

15 Айдаред Америка середній vfvf
16 Макінтош Важек Канада сприйнятливий vfvf
17 16-100-155 Україна середній vfvf
18 Грінслівз Велика Британія імунний Vfvf
19 Флоріна Франція імунний Vfvf
20 9-52 Україна імунний Vfvf
21 22-46 Україна імунний Vfvf
22 Спарта Україна вищий за середній vfvf
23 Гренні Сміт Австралія середній vfvf
24 16-15-112 Україна імунний Vfvf
25 16-15-113 Україна середній vfvf
26 16-15-122 Україна середній vfvf
27 Ася Україна середній vfvf
28 Едера Україна імунний Vfvf
29 Пінк Лейді Австралія сприйнятливий vfvf
30 Інтерпрайз США імунний VfVf
31 Катерина Україна середній vfvf
32 Ред Чіф США середній vfvf
33 Фуджі Японія сприйнятливий vfvf
34 Джонаголд де Коста Бельгія середній vfvf
35 Фіалка Україна імунний Vfvf
36 Скіфське золото Україна імунний Vfvf
37 Аскольда Україна вищий за середній vfvf
38 Мавка Україна вищий за середній vfvf
39 Теремок Україна середній vfvf
40 Гала Нова Зеландія сприйнятливий vfvf
41 Рум’яний Альпініст Молдавія та Україна середній vfvf
42 Джоніка Німеччина та Голландія середній vfvf
43 Рубін Чехія вищий за середній vfvf
44 Рубін Стар Німеччина вищий за середній vfvf
45 Джонагоред Бельгія вищий за середній vfvf
46 Ерліквін Німеччина вищий за середній vfvf
47 Кінг Джонаголд Бельгія вищий за середній vfvf
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в яблун³ р³зн³ алельн³ вар³анти гена Vf. âи-
явлено сорти та г³бридн³ форìи яблун³, як³ 
є нос³яìи бажаного генотипу за геноì ст³й-
кост³ до парш³. äосл³джений наìи ìетод 
дозволив уточнити р³вень ст³йкост³ до пар-
ш³ за геноì Vf дек³лькох сорт³в, як³ були за 
описоì в³днесен³ до ³нших категор³й. ìож-
на рекоìендувати використовувати сорт 
Інтерпрайз як ун³версальний донор гена Vf.

Пåðåë³к ë³òåðàòуðè
1. Использование Пöð-анализа в генетико-

селекционных исследованиях / Íаучно-
ìетодическое руководство / Под. ред. ñиволапа 
Ю.ì. – êиев: àграрна наука. – 1998. – 156 с.

2. Программа и ìетодика селекции плодовых, 
ягодных и орехоплодных культур / Под общ. ред. 
акад. ðàñõÍ ñедова å.Í. – îрел: èзд-во âÍè-
èñПê. – 1995. – 502 с.

3. Crosby J. A., Janick J., Pecknold P. C. et al. 
Breeding apples for scab resistance: 1945–1990 / 
Pecknold Fruit Varieties Journal. – 1992. – Vol. 46, 
№ 3. – P. 145–166.

4. Tartarini S., Gennari F., Pratesi D. et al. Charac-
terization and genetic mapping of a major scab 
resistance gene from the old Italian apple cultivar 
‘Durello di Forli’/ Acta Horticulturae. – 2004. – Vol. 
663. – P. 129–133.

5. Tartarini S., Gianfranceschi L., Sansavini S. et al. 
Development of reliable PCR markers for the se-
lection of the Vf gene conferring scab resistance 
in apple / Plant Breeding. -1999. – Vol. 118. – P. 
183–186.

6. Edwards K., Jonstone C., Thompson C. A simple 
and rapid method for the preparation of plant ge-
nomic DNA for PCR analysis // Nucl. Acids Res. – 
1991. – Vol. 19, № 6. – ð. 1349.

7. Durel C. E., van de Weg. W. E., Venisse J. S. et al. 
Localization of major gene for apple scab resis-
tance on the European genetic map of the Prima × 
Fiesta cross // OILB/WPRS Bull. – 2000. – Vol. 23. 
– P. 245–248.

8. Urbanovich O., Kazlovskaya Z. Identification of 
scab resistance genes in apple trees by molecu-
lar markers // Scientific works of the Lithuanian 
Іnstitute of Íorticulture and Lithuanian Universi-
ty of Agriculture. – 2008. – Vol. 27, № 2. – P.347–
357.

Представлено О.М. Тищенко 
Надійшла 7.09.2010

îПðåäåëåÍèå àëëåëüÍЫõ âàðèàÍòîâ 
ãåÍà óñòîЙ×èâîñòè ê ПàðШå VF 
ó ñîðòîâ ЯБëîÍè (MALUS DOMES-
TICA BORKH.) ñ èñПîëüЗîâàÍèåì 
ìîëåêóëЯðÍЫõ ìàðêåðîâ

Д.А. Киселёв, Н.В. Тряпицына

èнститут садоводства ÍààÍ óкраины 
óкраина, 03027, êиев-27, ул. ñадовая, 5 
e-mail: kiselevda@ukr.net

Приведены основные результаты исследова-
ний по использованию ìолекулярно-генети-
ческих ìаркеров для оценки генотипов яблони 
по гену устойчивости к парше Vf. Проанализи-
рован аллельный состав по гену устойчивости 
к парше Vf у сорока сеìи сортов и гибридных 
форì отечественной и зарубежной селекции.
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Main results of apple genotype assessing for 
scab resistance gene Vf using molecular-ge-
netic markers have been presented. Allelic vari-
ants of the Vf gene in forty-seven cultivars and 
hybrid forms of the Ukrainian and foreign breed-
ing were analyzed.
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