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Monogenic scab resistance and columnar growth 
habit are important breeding traits of apple. The use 
of molecular markers very accurately determines 
the presence of necessary genes in the genome early 
during ontogenesis and reduces the time of selection. 
The purpose of this study was molecular genetic 
testing of initial forms of apple and hybrid seedlings 
of apple to identify carriers of the target alleles of genes 
for monogenic scab resistance (Rvi6) and columnar 
growth habit (Co) and the clarific tion of the pattern 
of inheritance of the Co and Rvi6 genes in hybrid 
progeny populations. This paper presents the results 
of molecular genetic analysis of varieties Valuta, 
Uspenskoe, Belarusskoe sladkoe and seedlings of the 
Valuta × Uspenskoe and Valuta × Belarusskoe sladkoe 
hybrid families for genes controlling columnar growth 
habit (Co) and scab resistance (Rvi6). The presence 
of the dominant allele of the Co gene was diagnosed 
with primers 29f1 and JWI1r flan ing the 5’-end 
of the insert at the Co locus controlling columnar 
genotypes. Allelic status of the Rvi6 gene was deter-
mined with the AL07-SCAR marker mapping at about 
0.2 cM from the Rvi6 locus. The correlation frequency 
of inheritance of the allelic states of these genes has 
been determined. Valuta × Uspenskoe crosse yielded 
48.1 % columnar genotypes and 77.8 % scab-immune 
genotypes; Valuta × Belarusskoe sladkoe crosses, 46.8 % 
and 68.0 %, respectively. The observed segregation 
conforms to the expected Mendelian ratios: 1 : 1 for 
columnar habit and 3 : 1 for scab resistance. The joint 
inheritance of columnar growth habit and monogenic 
resistance to scab has been analyzed. The hybrid 
seedlings that had the dominant Co allele together 
with the Rvi6 gene in the homozygous dominant state 
(Rvi6 Rvi6) in their genome have been identifie , which 
can significa tly intensify the selection process and 
run it into 100 % of hybrid seedlings with monogenic 
scab resistance and up to 50 % of genotypes with 
columnar growth habit.
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Моногенная устойчивость к парше и колонновидный габитус 
кроны являются важными селекционными признаками яблони. 
Использование молекулярных маркеров позволяет с высокой 
надежностью на ранних этапах онтогенеза определить присут-
ствие необходимых генов в геноме и сократить время селекцион-
ного процесса. Целью настоящего исследования являлось моле-
кулярно-генетическое тестирование исходных форм и гибридных 
сеянцев яблони для идентификации носителей целевых аллелей 
генов моногенной устойчивости к парше (Rvi6) и колонновидного 
габитуса кроны (Co), а также уточнение характера наследования 
генов Со и Rvi6 в гибридном потомстве. Представлены результаты 
молекулярно-генетического анализа сортов Валюта, Успенское, 
Белорусское сладкое и сеянцев гибридных семей Валюта × Успен-
ское, Валюта × Белорусское сладкое по генам колонновидного 
габитуса кроны (Co) и устойчивости к парше (Rvi6). Присутствие 
доминантного аллеля гена Co диагностировали с помощью прай-
меров 29f1 и JWI1r, фланкирующих с 5’-конца инсерцию в около-
генной области локуса Co колонновидных генотипов, аллельное 
состояние гена Rvi6 определяли с помощью диагностического 
ДНК-маркера AL07-SCAR, картированного на расстоянии около 
0,2 сМ от гена. Определено соотношение частот наследования 
аллельных состояний указанных генов. В комбинации скрещива-
ния Валюта × Успенское количество колон новидных генотипов 
составило 48,1 %, обладающих иммунитетом к парше – 77,8 %; 
в комбинации скрещивания Валюта × Белорус ское сладкое – 46,8 
и 68,0 % соответственно, что согласуется с теоретически ожидае-
мым расщеплением по признаку колонно видности 1 : 1, по устой-
чивости к парше – 3 : 1. Проанализировано совместное наследо-
вание признаков колонновидного габитуса кроны и моногенной 
устойчивости к парше. Идентифицированы гибридные сеянцы, 
совмещающие в геноме доминантный аллель гена Co с геном Rvi6 
в доминантном гомозиготном состоянии (Rvi6Rvi6), что позво лит 
значительно интенсифицировать селек ционный процесс, обеспе-
чивая получение 100 % сеянцев с моно генной устойчивостью 
к парше и до 50 % – с колонновидным габитусом кроны.

Ключевые слова: яблоня; маркер-опосредованная селекция; 
молекулярные маркеры; колонновидность; устойчивость к парше.
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Создание сортов яблони колонновидного габитуса 
кроны с моногенно детерминированной устойчи-
востью к парше является важной селекционной 

задачей. Колонновидные формы яблони, обладающие ком-
пактной формой кроны вследствие отсутствия бокового 
ветвления, позволяют размещать 10–20 тыс. саженцев на 
гектар сада при продуктивности 80–100 т/га, а иммунитет 
к парше обеспечивает снижение пестицидной нагрузки 
на садовые агроценозы и повышение рентабельности 
товарного производства (Кичина, 2002; Савельева, 2014).

К настоящему времени известно 17 генов, контроли-
рующих устойчивость яблони к парше (Bus et al., 2011), 
из которых наибольшее распространение в селекционной 
работе получил ген Rvi6 (Vf ), локализованный в группе 
сцепления 1 в локусе гомологичных рецептор-подобных 
генов HcrVf 1, HcrVf 2, HcrVf 3, HcrVf 4, из которых моно-
генную устойчивость к парше детерминирует паралог 
HcrVf 4 (Vinatzer et al., 2001; Afunian et al., 2004).

Колонновидный габитус кроны контролируется доми-
нантным геном Co, картированным в группе сцепления 10 
(Tian et al., 2005; Moriya et al., 2009). На хромосоме локус 
Co расположен в диапазоне 18,76–18,92 Мб (Moriya et al., 
2012; Baldi et al., 2013; Morimoto, Banno, 2015). Потенци-
альными кандидатами гена Co являются AP2/ERF, bHLH, 
MYB и NAM факторы транскрипции (Baldi et al., 2013), 
а также ген MdCo31, регулирующий экспрессию 2OG-Fe 
(II) оксигеназы (Wolters et al., 2013).

Вместе с тем полевая идентификация носителей це-
левых аллелей генов Rvi6 и Co базируется на анализе 
фенотипических показателей проявлений признаков 
и не всегда позволяет надежно выявить нужные генотипы 
в молодом возрасте (Савельев, 1998; Urbanovich, Kazlovs-
kaya, 2008; Moriya et al., 2009). Поэтому все большее 
значение в селекции приобретают современные молеку-
лярно-генетические методы анализа генома растений на 
основе ДНК-маркеров (Shupert et al., 2004; Boudichevskaia 
et al., 2006; Patrascu et al., 2006). Использование методов 
молекулярного маркирования обеспечивает эффектив-
ный отбор носителей хозяйственно ценных признаков 
на ранних этапах развития непосредственно по наличию 
целевых генов в генотипе, что позволяет значительно 
ускорить процесс создания новых сортов. К настоящему 
времени достигнуты определенные успехи по использо-
ванию ДНК-маркерных технологий в селекции яблони: 
так, например, О.Ю. Урбанович с коллегами получены 
генотипы, содержащие в составе генома гены устойчиво-
сти к парше (Rvi6), красногалловой яблонной тле (Sd1), 
QTL устойчивости к бактериальному ожогу и аллель 2 
гена Md- ACS1 в гомозиготной форме, определяющий 
сниженный уровень биосинтеза этилена в плодах (Урба-
нович и др., 2010). I.O. Baumgartner с коллегами получили 
генотипы, совмещающие в геноме три гена устойчивости 
к парше (Rvi6, Rvi2, Rvi4) в доминантном гомозиготном 
состоянии (Baumgartner et al., 2015).

Цель настоящего исследования – молекулярно-генети-
ческое тестирование исходных форм и гибридных сеянцев 
яблони для идентификации носителей доминантных алле-
лей генов моногенной устойчивости к парше (Rvi6) и колон-
новидного габитуса кроны (Co), а также уточнение харак-
тера наследования генов Со и Rvi6 в гибридном потомстве.

Материалы и методы
В качестве биологических объектов исследования исполь-
зованы сорта яблони, а также сеянцы гибридных семей 
Валюта × Успенское, Валюта × Белорусское сладкое.

Экстракция геномной ДНК была проведена по методу 
Diversity Arrays Technology P/L (DArT) (www.Diversity 
Arrays.com) с модификациями. Амплификацию прово-
дили в приборе T100 Thermal Cycler производства фирмы 
«BIO-RAD». 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.

Для молекулярной идентификации гена колонно-
видного габитуса кроны (Co) использовали маркер 
29f1-JWI1r. Амплификацию проводили с праймерами 
(5ʹCCTGGATCTAAAAGCCCCATA3ʹ) и JWI1r (5ʹAACC 
AAACACCCACCCATTA3ʹ), фланкирующими с 5ʹ-конца 
инсерцию в окологенной области локуса Co колонновид-
ных генотипов (Wolters et al., 2013). Амплификацию про-
водили в режиме: 95 ºC – 10 мин, 35 циклов: 95 ºC – 30 с, 
59 ºC – 1 мин, 72 ºC – 30 с; 72 ºC – 10 мин.

Для идентификации в геноплазме яблони аллель-
ного состояния гена Rvi6, детерминирующего моно-
генную устойчивость к парше, использовали кодо-
минантный маркер AL07-SCAR, расположенный на 
расстоянии 0,2 cM от гена (Xu, Korban, 2000). Прай-
мерные пары имели следующую последовательность: 
AL07F 5ʹTGGAAGAGAGATCCAGAAAGTG3ʹ, AL07R 
5ʹCATCCCTCCACAAATGCC3ʹ (Tartarini et al., 1999). Амп-
лификацию проводили в режиме: 94 ºC – 4 мин, 35 цик-
лов: 94 ºC – 30 с, 60 ºC – 1 мин, 72 ºC – 2 мин; 72 ºC – 8 мин.

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

Разделение продуктов амплификации осуществляли 
методом электрофореза в 2 % агарозном геле при напря-
женности электрического поля 3,9–4,5 В/см. Для опреде-
ления длины амплифицированных фрагментов использо-
вали маркер молекулярной массы GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Результаты
В результате амплификации геномной ДНК с праймера-
ми 29f1 и JWI1r нами получены электрофоретические 
спектры исходных форм и гибридных сеянцев яблони для 
гена Co, определяющего колонновидный габитус кроны. 
Примеры электрофоретических спектров приведены на 
рисунке (а, б).

Установлено, что в результате амплификации геномной 
ДНК сорта Валюта, обладающего колонновидным фе-
нотипом, выявляется фрагмент 5′CR размером 586 п. н., 
характерный для колонновидных форм. Сорта Успенское 
и Белорусское сладкое, характеризующиеся обычным га-
битусом кроны, идентифицированы как неколонновидные 
(фрагмент 5′CR, на электрофореграммах отсутствует).

На основании анализа полученных электрофоретиче-
ских спектров маркера 29f1-JWI1r гибридное потомство 
указанных сортов дифференцировано по габитусу кроны. 
В комбинации скрещивания Валюта × Успенское из 52 
сеянцев 25 генотипов идентифицированы как колонно-
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видные и 27 – с обычным габитусом 
кроны; в комбинации Валюта × Бело-
русское сладкое из 47 сеянцев – 22 
и 25 генотипов соответственно. 

Для выявления аллельного со-
стояния гена Rvi6 была проведена 
амплификация геномной ДНК ис-
ходных форм и гибридных сеянцев 
яблони с праймером AL07-SCAR. 
Доминантному аллелю гена соответ-
ствует фрагмент размером 570 п. н., 
рецессивному – 823 п. н. Присутствие 
обоих фрагментов свидетельствует 
о гетерозиготном состоянии гена 
(Patrascu et al., 2006).

Сорта Валюта, Успенское, Бело-
русское сладкое несут ген Rvi6 в ге-
терозиготном состоянии (Rvi6rvi6). 
В гибридном потомстве идентифици-
ровано три комбинации аллелей гена 
Rvi6 – Rvi6Rvi6, Rvi6rvi6, rvi6rvi6. 

В комбинации скрещивания Ва-
люта × Успенское выделен 41 сеянец, 
несущий доминантный аллель гена 
Rvi6, из которых 12 являются до-
минантными гомозиготами по гену 
Rvi6, а 30 сеянцев несут ген Rvi6 в ге-
терозиготном состоянии. 12 геноти-
пов не имеют доминантного алеля 
гена Rvi6 и являются рецессивными 
гомозиготами. Пример идентифи-
кации представлен на рисунке (в).

В комбинации скрещивания Валю-
та × Белорусское сладкое доминант-
ный аллель гена Rvi6 идентифициро-
ван у 34 генотипов. Из них семь несут 
ген Rvi6 в доминантном гомозиготном 
состоянии, а 27 являются гетерози-
готами. Рецессивным гомозиготным 
состоянием гена Rvi6 обладают 16 
генотипов. Пример идентификации 
представлен на рисунке (г).

Обсуждение
К настоящему времени выявлено 
большое количество ДНК-маркеров, 
сцепленных с геном Co (Tian et al., 
2005; Bai et al., 2012; Moriya et al., 
2012; Baldi et al., 2013), однако их 
использование не всегда позволяет 
с высокой надежностью выявить ко-
лонновидные генотипы (Moriya et al., 
2009; Пикунова и др., 2013). В связи 
с этим подбор высокоинформативных 
маркеров гена Co является важной 
задачей в селекции яблони на колон-
новидность.

Согласно современным представ-
лениям, колонновидный габитус 
кроны яблони обусловлен мутацией 

Electrophoretic profiles of ma kers in hybrid progenies.
(a) marker 29f1-JWI1r, Valuta × Uspenskoe; (b) marker 29f1-JWI1r, Valuta × Belorusskoe sladkoe; 
(c) marker AL07-SCAR, Valuta × Uspenskoe; (d) marker AL07-SCAR, Valuta × Belorusskoe sladkoe. 
V, Valuta; U, Uspenskoe; Bs, Belorusskoe sladkoe; M, DNA ladder. Enumerated are hybrid seedlings. 

(инсерция размером 1 956 п. н.) в окологенной области локуса Co, приводя-
щей к увеличению экспрессии 2OG-Fe (II) оксигеназы в пазушных почках. 
Праймеры 29f1 и JWI1r детектируют наличие в геноме данной инсерции, 
позволяя дифференцировать колонновидные и неколонновидные формы 
(Wolters et al., 2013).

Проведенные нами ранее исследования (Савельев и др., 2015) на сортах 
яблони с обычным и колонновидным габитусом кроны подтвердили высокую 
надежность и информативность маркера 29f1-JWI1r, что позволяет использо-
вать его для массовой оценки гибридного потомства.

В анализируемых комбинациях скрещивания донором доминантного аллеля 
гена Co является используемый в качестве материнской формы сорт Валюта. 
Отцовские формы Успенское и Белорусское сладкое характеризуются обычным 
типом кроны и являются рецессивными гомозиготами по гену Co. 

Статистический анализ результатов амплификации геномной ДНК гибрид-
ных сеянцев яблони с праймерами 29f1 и JWI1r показал, что в комбинации 
скрещивания Валюта × Успенское количество колонновидных генотипов со-
ставило 48,1 %, а в потомстве от скрещивания Валюта × Белорусское сладкое – 
46,8 %. Доля генотипов с обычным габитусом кроны в указанных комбинациях 
составила 51,9 и 53,2 %. Фактическое расщепление между колонновидными и 
неколонновидными генотипами соответствует теоретически ожидаемому 1 : 1 
(χ2 = 0,076 и 0,191, что значительно меньше критического 3,84).

Использованные в гибридизации исходные формы являются гетерозигота-
ми по гену Rvi6, что теоретически позволяет получить до 75 % устойчивых 
сеянцев. Математическая обработка электрофоретических спектров маркера 
AL07-SCAR показала, что в комбинации скрещивания Валюта × Успенское 
доля иммунных к парше генотипов составила 77,8 %. При этом 55,6 % 
сеянцев характеризуются гетерозиготным сочетанием аллелей, а 22,2 % (се-
янцы № 3-10-9; 3-10-11; 3-10-12; 3-10-16; 3-10- 19; 3-10-21; 3-10-26; 3-10-36; 
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и устойчивость к парше с помощью диагностических ДНК-маркеров

3-10-40; 3-10-44; 3-10- 49; 3-10- 50) – доминантные гомо-
зиготы по гену Rvi6.

В гибридном потомстве семьи Валюта × Белорусское 
сладкое выделено 68,0 % устойчивых к парше сеянцев, 
из которых 20,6 (сеянцы № 7-12-3; 7-12-16; 7-12-24; 
7-12-2; 7-12-32; 7-12-3; 7-12-39) обладают гомозиготным 
доминантным, а 79,4 % – гетерозиготным сочетанием 
аллелей гена Rvi6.

Полученные результаты наследования моногенной 
устойчивости к парше по гену Rvi6 соответствуют тео-
ретически ожидаемому расщеплению по фенотипу 3 : 1, 
а соотношение аллельных состояний гена Rvi6 – теорети-
ческому 1 : 2 : 1. Значения критерия χ2 для фенотипического 
проявления признака составили 0,222 для гибридной 
семьи Валюта × Успенское и 1,306 для комбинации Валю-
та × Белорусское сладкое при уровне значимости 0,05. При 
оценке расщепления по генотипу значения критерия χ2 

составили 0,666 и 3,560 соответственно при критическом 
значении 5,99 для уровня значимости 0,05.

Важным направлением селекции яблони является 
совмещение в одном генотипе комплекса хозяйственно 
ценных признаков. Гены Rvi6 и Co локализованы в разных 
группах сцепления (1 и 10 соответственно) и наследуются 
независимо друг от друга. Оценка совмещения в генотипе 
обоих генов на основе молекулярно-генетического анали-
за позволила идентифицировать генотипы, сочетающие 
колонновидный габитус кроны с устойчивостью к парше 
по гену Rvi6.

В комбинации скрещивания Валюта × Успенское вы-
делено 40,4 % колонновидных сеянцев с доминантным 
аллелем гена Rvi6. Из них 71,4 % – несут ген Rvi6 в гете-
розиготном состоянии, а 28,6 % (сеянцы № 3-10-9; 3-10- 12; 
3-10-19; 3-10-26; 3-10-36; 3-10-48) сочетают в своем 
генотипе колонновидный габитус кроны (ген Co) и ген 
Rvi6 в доминантном гомозиготном состоянии (Rvi6Rvi6).

В комбинации скрещивания Валюта × Белорусское 
сладкое доля иммунных к парше сеянцев яблони с колон-
новидным габитусом кроны составила 33,3 % от общего 
количества генотипов, из которых 88,2 % – с гетерозигот-
ным сочетанием аллелей гена Rvi6. В данной комбинации 
скрещивания сочетание колонновидного габитуса кроны 
с доминантным гомозиготным состоянием гена Rvi6 вы-
явлено у сеянцев № 7-12-32 и № 7-12-33.

Таким образом, использование методов молекуляр-
ного ДНК-маркирования для анализа наличия в геноме 
гибридного потомства яблони функциональных аллелей 
целевых генов позволяет с высокой эффективностью 
выявлять перспективные генотипы с заданными параме-
трами признаков.
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