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изучение агробиологических свойств сортов в при-
вязке к их генетике имеет важное значение как 
для прикладных, так и для фундаментальных ис-
следований. одним из наиболее ярко выраженных 
признаков у виноградного растения является на-
личие или отсутствие антоциановой окраски ягод, 
которая, в свою очередь, контролируется кластером 
генов MYB, расположенных во второй хромосоме 
кариотипа. особенный интерес для научного со-
общества представляют клоны сортов, являющих-
ся референсными при сравнении для изучения 
генетического разнообразия рода Vitaceae. таким 
образом, в статье представлены результаты изуче-
ния строения аллелей гена VvMyba1 у 32 клонов 
известных распространенных сортов винограда: 
Мерло, каберне-совиньон, Рислинг, алиготе, Пино 
белый и совиньон блан. В результате, у всех клонов 
были выявлены аллели гена VvMyba1, характерные 
для окрашенных и неокрашенных сортов. Это же 
подтверждается  результатом сравнения секвениро-
ванных последовательностей с базой данных ncBi, 
при помощи сервиса ncBi BlaSt. для всех клонов 
неокрашенных сортов было установлено наличие 
аллели с ретротранспозонной вставкой, блокирую-
щей нормальную экспрессию гена и, следовательно, 
детерминирующего отсутствие антоцианинов в 
ягодах. также были обнаружены одно- и динуклео-
тидные замены, являющиеся общими для групп и 
некоторых отдельных клонов и в целом характерные 
для белоягодных и красноягодных сортов. Помимо 
этого, были выявлены мутационные различия, 
характерные для конкретных клонов, которые, в 
свою очередь, выражены в двоении нуклеотидных 
пиков при секвенировании и объясняются гетеро-
генностью изученных генотипов, то есть их проис-
хождением. таким образом, при изучении клонов 
шести сортов было подтверждено наличие в них 
характерных аллелей, выявлены уникальные для 
окрашенных и неокрашенных сортов изменения, а 
также созданы референсные последовательности 
генов сортов, содержащихся на ампелографическом 
участке анапской зональной опытной станции, ко-
торые могут использоваться в дальнейшей работе 
по изучению данного признака.
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research into agrobiological characteristics of grape varieties in connection 
with their genetics is important both for applied and fundametal studies.
the presence or absence of anthocyanin color of the berries is one of the 
best expressed traits of grape plant. this trait is controled by the cluster of 
MYB genes located in the second chromosome of the caryotype. Some grape 
varieties serve as references in comparative studies aimed to investigate 
the Vitaceae genetic diversity, and clones of such varieties are of special 
interest. the paper reports findings regarding the structure of alleles of 
VvMyba1 gene in 32 clones of popular grape varieties: ‘Merlot’, ‘aligoté’, 
‘cabernet Sauvignon’, ‘Pinot blanc’, ‘riesling’ and ‘Sauvignon blanc’. alleles 
of  VvMyba1 gene that are typical of varieties with colored or noncolored 
berries were detected in all study clones, and this was confirmed by compar-
ing the sequenated sequences to the ncBi database with the aid of the ncBi 
BlaSt service. it was established that all study clones of varieties with 
noncolored berries had an allele with a retrotransposon insertion blocking 
normal expression of the gene which, therefore, determines the absence of 
anthocyanins in the berries. one- and di-nucleotide replacements common 
to groups of the study clones and to some individual study clones were 
also detected. these replacements are, on the whole, typical of white-and 
red-berried grape vartieties. in addition, mutation-related differences typical 
of  definite clones were revealed. these differences manifest themselves by 
double nucleotide peaks in sequencing and can be ascribed to heterogene-
ity of the study genotypes, i. e. their origin. thus, the presence of typical 
alleles in the study clones of six grape varieties was confirmed, changes 
unique to varieties with colored and noncolored berries were revealed, 
and reference sequences of genes maintained in the collection plot of the 
anapa Zonal Experiment Station were developed, for further research into 
the trait of interest.
Key words: Vitis vinifera l.; grapevine; wine varieties; VvMyba1; 
gene; allele; clone; heterogeneity.
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Введение.
Vitis vinifera L. – одна из наиболее древних и распро-

страненных растительных культур, издавна выращива-
емых человеком. Как известно, чаще всего данная культура 
используется для дальнейшей переработки урожая в вино. 
А хорошее вино – это продукт, обладающий балансом мно-
жества различных характеристик, например, кислотность, 
сахаристость, наличие различных аминокислот и т.д. В свою 
очередь, такие общие показатели как качество и количество 
вина зависят от еще большего числа факторов, таких как по-
чвенно-климатические условия, наличие полива и наличие 
вредителей [1, 2]. тем более, установлено, что цены на вино, 
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произведенное на одной и той же территории, могут варьировать 
различное количество раз из года в год только из-за годовых по-
годных условий [1]. с другой стороны, стоимость вина, произве-
денного в один год, может варьировать из-за области, где оно про-
изведено [1, 3].

Помимо этого, климат и агротехнология выращивания в со-
вокупности с внутренними факторами сильно влияют на про-
должительность жизни вина, и после откупоривания бутылки со 
временем его вкус и качество могут сильно изменяться, поэтому  
возможность сохранения продукта создает еще более высокий и 
желанный для потребителя класс вин [13, 14, 21, 26].

очевидным фактом является то, что цвет играет важную роль 
в представлении потребителем возможного вкуса выбранного 
вина и других его достоинств [18, 24, 29]. наличие пигментных 
компонентов влияет на состав вина, например, наличие антиокси-
дантов в красных винах [25, 32]. В частности, в молодых красных 
винах окраска усиливается также за счет содержания полифеноль-
ных соединений, присутствующих в кожице ягод, наиболее рас-
пространенными из которых являются антоцианины [5].

Как было установлено, антоциановая окраска ягод винограда 
контролируется кластером генов, расположенных в хромосоме 
2 [4, 15, 22]. Этот локус близкородственен к R2R3-MYB генам и 
псевдогенам, среди которых функциональны MYBA1 и MYBA2, 
являющиеся двумя смежными транскрипционными факторами, 
регулирующими окраску ягод. Помимо них существуют MYBA3 
и MYBA4, при этом они не показали наличие значительного 
(MYBA3) или какого-либо (MYBA4) влияния на синтез антоци-
анинов [10, 31]. таким образом, в настоящее время научным со-
обществом в основном изучаются строение и экспрессия именно 
двух генов VvMybA1 и VvMybA2, у которых было открыто нали-
чие аллелей, различных по своему строению, детерминированию 
признака и экспрессии, в том числе и возникающих при соматиче-
ских мутациях [10, 11, 19]. 

на данный момент описаны различные варианты строения 
аллелей данных генов как для окрашенных сортов, так и для не-
окрашенных [17, 19]. При этом важно отметить, что была вы-
явлена не только потеря окраски у мутантных форм [31], но и ее 
восстановление [4], что, конечно же, является интересным для 
конечного потребителя. Поэтому в нашем исследовании мы по-
ставили целью изучение строения аллелей гена VvMybA1 у ранее 
отобранных клоновых форм для сравнения с результатами, полу-
ченными ранее, и накопление данных о референсных сортах для 
их последующего использования в исследованиях.

Материалы и методы.
В качестве растительного материалы для изучения были взяты 

32 клоновые формы различных близкородственных западно-ев-
ропейских сортов: Мерло, Каберне-совиньон, Рислинг, Алиготе, 
Пино белый и совиньон блан (табл.). 

Выделение днК из свежих листьев, отобранных на ампе-
лографическом участке Анапской зональной опытной станции, 
проводили модифицированным ЦтАБ-методом с добавлением 
меркаптоэтанола [20] для выделения днК из высушенных рас-
тительных тканей – набором QIAGEN [9]. для амплификации 
специфических областей из изученных геномов применяли прай-
меры и параметры ПЦР, описанные Azuma и др. [4]. Разделение 
продуктов амплификации проводилось в 2%-ном агарозном геле, 
после чего фрагменты вырезались и очищались при помощи набо-
ра Cleanup Standart компании ЗАо «евроген Ру» (http:.evrogen.
ru/kit-user-manuals/BC022.pdf ). секвенирование проводилось 
по методу сенгера компанией ЗАо «евроген Ру» с использова-
нием прямого и обратного праймеров (http:.evrogen.ru/services/

sequencing/service-sequencing.shtml).
обзор сиквенсов производился с по-

мощью программы Unipro UGENE [23]. 
сходство выявленных последователь-
ностей с ранее изученными проводили с 
использованием базы данных NCBI, ис-
пользуя BLAST, blastx и CD-search [16]. 
Выравнивание последовательностей 
проводилось при помощи ClustalO [28]. 
Анализ на наличие мутационных измене-
ний выполняли при помощи интерфейса 
MView  [8].

Результаты.
В результате работы было изучено 

строение последовательностей аллелей 
гена VvMybA1 у 32 клонов, принадлежа-
щих к 6 распространенным сортам вино-
града. для определения принадлежности 
аллелей и установления особенности их 
строения, в сравнении  с уже известными 
генотипами, мы провели поиск данных 
сиквенсов в базе данных NCBI. В резуль-
тате анализа было выявлено, что сорта 
имеют аллели, характерные для крас-
ноягодных и белоягодных генотипов. В 

Таблица. список клонов, 
использованных в работе
Table.  list of clones used in the 
study

№ Название
1 Каберне-Совиньон 15 КМ
2 Каберне-Совиньон 15 КМ 2
3 Совиньон блан 2
4 Рислинг 3-14-9-9-1
5 Рислинг 3-14-11-11-1
6 Мерло 14МГ
7 Пино белый 31
8 Рислинг 2-19-6-1
9 Пино белый 6
10 Совиньон блан
11 Рислинг 7-15-107-7р
12 Каберне-Совиньон 337
13 Рислинг 7-12-201-15-1
14 Рислинг 3-14-4-11-1
15 Совиньон блан 3
16 Алиготе
17 Каберне-Совиньон 169
18 Каберне-Совиньон 5A
19 Каберне-Совиньон 217
20 Рислинг Алькадар 34а
21 Рислинг 9-9-1
22 Рислинг 7-11-18-9-1
23 Совиньон блан 3
24 Рислинг K-830
25 Совиньон блан 4
26 Пино белый 32
27 Пино белый 46
28 Рислинг
29 Мерло клон Громатенко
30 Рислинг 9-6-4
31 Рислинг 3-14-20-9-2
32 Рислинг 34г
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целом и общем, для клоновых генотипов, относящих-
ся к сортам Рислинг, Пино белый, совиньон белый и 
Алиготе, не было обнаружено изменений или гетеро-
генности в строении их аллелей, а строение их было 
характерным для белоягодных сортов [27, 33]. В это 
же время в последовательностях клонов сортов Кабер-
не-совиньон и Мерло были выявлены как изменения, 
так и гетерогенность, что само по себе интересно.

таким образом, мы можем увидеть, что у некото-
рых генотипов имеются отличия, выраженные в моно- 
и динуклеотидных заменах. При этом  отличия пока-
зали парные клоны, например, Каберне-совиньон 
15КМ, что повышает вероятность достоверности. ин-
тересно также отметить, что клон Мерло 14МГ также 
показал отличия, схожие с другими красноягодными 

генотипами, имеющими такие же мутации. несмотря 
на это, мы провели поиск данных мест в сиквенах при 
помощи программы Unipro UGENE.

изученные окрашенные генотипы имеют отли-
чия в строении последовательности их аллелей (рис. 
2). основное отличие заключается в раздвоении «пи-
ков» при секвенировании, что говорит о наличии сра-
зу двух аллелей, характерных для окрашенных и нео-
крашенных сортов. данный вывод можно сделать при 
поиске того же участка у сорта Рислинг, где аденин 
заменен на цитозин, в то время как окрашенные со-
рта имеют обе аллели, что  выражается в «двоении» 
нуклеотидов.

Был выявлен еще один сайт двоения последова-
тельности при секвенировании, что отмечено стрел-

Рис. 1. сравнение последовательностей изученных генотипов с выявленными различиями в программе clustalo
Figure 1. comparison of sequences of the study genotypes with the differences revealed using the program clustalo 

Рис. 2. сравнение последовательностей окрашенных и неокрашенных генотипов
Figure 2. comparison of  sequences of the study genotypes with colored and noncolored berries
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кой на рисунке. интересным является то, что имеется 
замена последующего нуклеотида: у окрашенных со-
ртов – тимин, в то время как у неокрашенных – ци-
тозин. следует отметить, что такие же различия были 
выявлены и в 298, 299 и 398 нуклеотидах, где обнару-
жено раздвоение сиквенса. тем не менее, у клонов Ка-
берне-совиньон было выявлено наличие аллели, име-
ющей ретротранспозонную вставку, характерную для 
сорта совиньон блан и ответственную за отсутствие 
окраски. очевидно, что она могла быть получена им 
от одного из предков и также была обнаружена по-
средством секвенирования, которое показало раздво-
ение некоторых нуклеотидов [7, 30]. для клонов сорта 
Мерло установлено, что он является непосредствен-
ным родственником сорта Каберне-совиньон, так как 
одним из его предполагаемых родителей является Ка-
берне фран [6]. 

Выводы.
таким образом, проведенные исследования пока-

зали, что изученные генотипы имеют аллели, харак-
терные для групп сортов, обладающих и не обладаю-
щих окраской ягод. В то же время исследованные со-
рта имеют отличия, которые характерны для разных 
агробиологических групп. например, для всех бело-
ягодных сортов выявлена схожесть с сортами и клона-
ми, изученными ранее, что говорит о возможности их 
использования в дальнейшей сравнительной геноми-
ке. то же можно сказать  об окрашенных сортах, так 
как  у них было подтверждено наличие искомых ал-
лелей, позволяющих экспрессировать антоциановую 
окраску. тем не менее, для поиска различий между 
клонами рекомендуется использовать более вариа-
бельные участки. если говорить о генах, контролиру-
ющих антоциановую окраску, то наиболее вероятным 
представляется промотерная последовательность гена 
VvMybA2, в котором было выявлено наличие 19 по-
лиморфных сайтов [15].  Можно сделать вывод о том, 
что, хотя клоны не имеют между собой отличия в из-
ученных генах, но обладают аллелями, характерными 
для сортов, имеющих и не имеющих окраску. Это по-
зволяет их использовать в дальнейших исследованиях 
как референсные сорта.
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