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Актуальность. Изучение дикорастущего винограда представляет интерес с точки зрения расширения знании�  о гене-
тическом разнообразии генофонда культуры, поиска новых источников устои� чивости. Одно из основных отличии�  
диких форм от культивируемых заключается в типе репродуктивнои�  системы: дикии�  виноград представлен однопо-
лыми формами и опыляется перекрестно, в то время как культурные лозы являются, за редким исключением, гер-
мафродитами и способны к самоопылению. В настоящее время определен ДНК-маркер, позволяющии�  определять пол 
цветка винограда.
Материалы и методы. Тридцать шесть генотипов дикорастущих лоз винограда, отобранных в 2019–2021 гг. на тер-
ритории Заповедника «Утриш» в окрестностях города Геленджика и в государственном природном заказнике «Крас-
ныи�  лес» (правыи�  берег реки Кубань), изучили с помощью ДНК-маркера VVIB23 к гену Sex, определяющему пол цвет-
ка. Исследование выполнено методом ПЦР с оценкои�  результатов на генетическом анализаторе «Нанофор 05».
Результаты. Установлено, что исследуемые образцы винограда вариабельны по SSR-локусу VVIB23 – обнаружено 
7 типов аллелеи� . В 14 генотипах выявлено наличие аллелеи� , соответствующих мужскому типу цветка, в 21 – женско-
му. ПЦР-фрагмент, размер которого по литературным данным коррелирует с гермафродитизмом, не был обнаружен, 
что характерно для диких генотипов. Методом ДНК-маркерного анализа не удалось определить пол цветка одного 
образца.
Заключение. По данным ДНК-маркерного анализа определено, что изучаемые дикорастущие образцы винограда яв-
ляются двудомными формами.

Ключевые слова: дикии�  виноград, мужскои�  тип цветка, женскии�  тип цветка, ген Sex, ДНК-маркер VVIB23, полимор-
физм
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Allelic diversity of the SSR locus VVIB23 linked to the flower sex 
in wild-growing grapevine genotypes of Krasnodar Territory

Background. studying wild-growing grapevines is of interest because it expands the knowledge on the genetic diversity within 
the gene pool and helps to search for new resistance sources. One of the main differences between wild vines and cultivars is 
the type of their reproductive system: wild grapes are represented by cross-pollinated dioecious vines, while cultivated ones 
are, with rare exceptions, hermaphrodites capable of self-pollination. A DNA marker applicable to determine the grape flower 
sex has been identified.
Materials and methods. The VVIB23 DNA marker to the Sex gene determining the flower sex was used to study 36 genotypes 
of wild-growing grapes selected in 2019–2021 within the Utrish Nature Reserve near Gelendzhik and the Krasny Les state 
Nature Reserve on the right bank of the Kuban River. PCR technique was applied, and the results were evaluated on a Nano-
for 05 genetic analyzer.
Results. The studied grapevine accessions were found to be variable for the VVIB23 SSR locus: 7 types of alleles were identified. 
Alleles corresponding to the male flower type were present in 14 genotypes, and those corresponding to the female type in 21. 
A PCR fragment whose size, according to the published data, correlated with hermaphroditism was not found, which is typical 
for wild genotypes. The DNA marker analysis failed to determine the flower sex of one accession.
Conclusion. The results of the DNA marker analysis showed that the studied wild-growing grapevine genotypes were dioe-
cious forms.
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Введение

Виноград является однои�  из лидирующих культур 
в мировом сельском хозяи� стве. Среди всего биоразнооб-
разия винограднои�  лозы наибольшии�  интерес в эконо-
мическом и социально-историческом аспектах представ-
ляет вид Vitis vinifera L. Принято считать, что данныи�  вид 
появился в Евразии примерно 65 млн лет назад (This 
et al., 2008). По современнои�  номенклатуре V. vinifera 
подразделяют на два подвида: V. vinifera subsp. sylvestris 
(Gmel.) Hegi, объединяющии�  дикие лозы, и V. vinifera 
subsp. sativa (DC.) Hegi (= subsp. vinifera), включающии�  
культивируемые сорта. 

Популяции дикорастущих форм винограда представ-
лены одичалыми культурными лозами и непосредствен-
но дикими формами. Изучение дикого винограда ин-
тересно с точки зрения расширения знании�  о генетиче-
ском разнообразии генофонда, а также может быть по-
лезно для поиска источников ценных признаков (устои� -
чивости к абиотическим и биотическим стрессовым фак-
торам). 

Исследование дикорастущих форм винограда в на-
стоящее время проводится как по ампелографическим 
признакам, так и молекулярно-генетическими методами 
(Popescu et al., 2013; biagini et al., 2014; Karataş et al., 2014; 
Doulati-baneh et al., 2015; benito et al., 2017; Zdunić et al., 
2020; Küpe et al., 2021; Jahnke et al., 2021).

Одно из основных отличии�  диких форм от культиви-
руемых заключается в типе репродуктивнои�  системы: 
дикие формы винограда являются однополыми и опыля-
ются перекрестно, в то время как одомашненные лозы 
являются, за редким исключением, гермафродитами 
и способны к самоопылению. 

Согласно модели A. J. Antcliff (1980), считается, что 
пол цветка винограда определяется одним главным ло-
кусом с тремя возможными аллелями – H (Hermaphrodite, 
гермофродитныи� ), F (Female, женскии� ) и M (Male, муж-
скои� ). Согласно его теории, мужская аллель доминирует 
над гермафродитнои� , которая, в свою очередь, домини-
рует над женскои� . Таким образом, цветки, несущие ал-
лель М, демонстрируют мужскои�  фенотип, и только рас-
тения, имеющие аллель F в гомозиготном состоянии, 
производят женские цветки. 

Локус Sex, определяющии�  пол цветка винограднои�  
лозы, был определен в нескольких исследованиях по ге-
нетическому картированию популяции�  различного гене-
тического происхождения. Так, M. A. Dalbó et al. (2000) 
идентифицировали ген Sex на 2-и�  хромосоме при карти-
ровании популяции от скрещивания Horizon (seyval × 
schuyler) × Illinois 547-1 (V. cinerea B9 × V. rupestris b38). 
В этом исследовании микросателлитныи�  локус VVS3 был 
определен как наиболее сцепленныи�  с локусом пола 
цветка. Позднее, при картировании популяции�  различ-
ного генетического происхождения, S. Riaz et al. (2006) 
и J. Battilana et al. (2013) показали, что маркер пола цвет-
ка VVIB23 имеет наибольшую сцепленность с локусом 
Sex. Кроме того, в ходе изучения полиморфизма маркера 
VVIB23 J. Battilana et al. (2013) установили, что размеры 
фрагментов 284, 288 и 304 пн статистически значимо 
связаны с половыми аллелями H, F и M соответственно. 
В связи с этим маркер VVIB23 был предложен для ДНК- 
маркерного отбора.

Краснодарскии�  краи�  в настоящее время занимает ли-
дирующую позицию в виноградо-винодельческои�  отрас-
ли России� скои�  Федерации. Возделывание винограда на 
территории края велось и в давние исторические време-

на (Fisenko et al., 1979). Однако научнои�  информации об 
изучении дикорастущего винограда в регионе краи� не 
мало. Нами проводятся исследования в данном направ-
лении. 

В процессе экспедиционных исследовании�  террито-
рии Краснодарского края вдоль Черноморского побере-
жья (большои�  Утриш, окрестности Геленджика) и реки 
Кубань (Красныи�  лес) были обнаружены и описаны 
36 экземпляров дикорастущего винограда (Gorbunov 
et al., 2020; Gorbunov et al., 2021; Gorbunov et al., 2022; 
Ilnits kaya et al., 2022). Для части образцов удалось морфо-
логически определить тип цветка, для других образцов 
такои�  возможности не было.

Цель данной работы – с помощью ДНК-маркера VVIB23 
определить пол цветка у наи� денных дикорастущих об-
разцов винограда, сопоставить данные имеющеи� ся мор-
фологическои�  и молекулярно-генетическои�  оценки 
и изучить полиморфизм данного локуса в генотипах ис-
следуемого дикорастущего винограда.

Материалы и методы

Аллельное состояние гена Sex, обуславливающего 
пол цветка, изучалось на 36 генотипах дикорастущих 
форм винограда, отобранных на территории Краснодар-
ского края в 2019–2021 гг. вдоль побережья Черного 
моря – большои�  Утриш (Водопадная щель (В1-В10), Ло-
банова щель (Л1-Л6), окрестности Геленджика (Г1-Г7) 
и реки Кубань (Красныи�  лес) (К1-К5). 

В качестве контроля для аллели гермафродитизма 
использовали ДНК сорта ‘Кишмиш Ваткана’ (размеры ал-
лелеи�  данного сорта по анализируемому локусу извест-
ны) (Riaz et al., 2013), для контроля женского типа цвет-
ка – ДНК сорта ‘Талисман’ (растения данного сорта име-
ют женскии�  тип цветка) (Krasokhina, Kostrikin, 2006).

Экстракцию ДНК производили при помощи метода 
с использованием СТАВ (цетилтриметиламмония бро-
мид) из молодых листьев и верхушек виноградного рас-
тения (Rogers, bendich, 1985).

Аллели гена Sex определяли при помощи наиболее 
информативного тесно сцепленного SSR-маркера VVIB23 
методом полимеразнои�  цепнои�  реакции (ПЦР), реализо-
ваннои�  на амплификаторе MasterCycler nexus GX2 (Eppen-
dorf, Германия), по следующему протоколу: предвари-
тельная денатурация при 95°С – 3 мин, затем 34 цикла, 
состоящих из трех ступенеи� : денатурация при 95°С – 30 с, 
отжиг праи� меров при 55°С – 30 с, элонгация при 72°С – 
45 с; финальная элонгация при 72°С – 4 мин. 

Смесь ПЦР объемом 20 мкл включала следующие 
компоненты: 50–100 нг матрицы ДНК, 1,75 ед. активно-
сти Taq-полимеразы («СибЭнзаи� м», Россия), 1х-буфер 
для Taq-полимеразы с сульфатом аммония и магнием, 
dNTP по 0,2 мМ («СибЭнзаи� м», Россия) и 4 пмоль каждого 
праи� мера («Синтол», Россия).

Продукты амплификации разделяли методом капил-
лярного гель-электрофореза на приборе «Нанофор 05» 
(Институт аналитического приборостроения РАН, Рос-
сия). Полученные первичные данные обрабатывали при 
помощи ПО GenMarker v 3.1.

Статистическую обработку идентифицированных ал-
лелеи�  проводили в программе GenAlEx 6.5.

Молекулярно-генетические анализы выполнены 
с ис пользованием оборудования ЦКП Северо-Кавказско-
го федерального научного центра садоводства, виногра-
дарства, виноделия по направлению «Геномные и пост-
геномные технологии».
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Результаты и обсуждение

Проанализировано ДНК 36 образцов дикорастущего 
винограда с помощью микросателлитного маркера 
VVIB23 к гену пола цветка Sex. Согласно J. Battilana et al. 
(2013), размеры фрагментов 284, 288 и 304 пн связаны 
с половыми аллелями типа цветка H, F и M соответствен-
но. Однако стоит отметить, что размер аллели, коррели-
рующии�  с наличием гермафродитизма у винограда, в ли-
тературных источниках разнится. Так, S. Riaz et al. (2013) 
указывают, что фрагмент 282 пары нуклеотидов (пн) от-
вечает за наличие аллели H. Вероятно, что исследования 
S. Riaz et al. (2013) и J. Battilana et al. (2013) проводили па-
раллельно и представленные различия являются мате-
матическои�  погрешностью, связаннои�  с различными 
условиями постановки экспериментов (оборудование, 
реактивы и т. д.). К сожалению, в данных работах не пред-
ставлены общие аллельные профили контрольных сор-
тов, на которые можно было бы ориентироваться. Одна-
ко в статье S. Riaz et al. (2013) есть ДНК-профиль сорта 
‘Кишмиш Ваткана’, аллельныи�  состав которого мы взяли 
за контроль в нашеи�  работе. Также в работу была вклю-
чена ДНК сорта ‘Талисман’, у которого женскии�  тип цвет-
ка (Krasokhina, Kostrikin, 2006). 

Для удобства определения аллелеи�  пола цветка полу-
ченные аллельные профили по локусу VVIB23 мы пред-
ставили в двух интерпретациях – согласно данным S. Riaz 
et al. (2013) и J. Battilana et al. (2013) (табл. 1). 

В результате генотипирования 36 образцов дикорас-
тущего винограда с помощью маркера VVIb23 было опре-
делено наличие аллели M (303 (304) пн) в 14 генотипах. 
В одном образце (Л1) ни одну известную аллель, корре-
лирующую с полом цветка, не удалось идентифициро-
вать (см. табл. 1). Можно отметить, что аллель 308 пн, ко-
торая определена в Л1, ранее обнаруживалась исключи-
тельно в дикорастущих образцах с мужским типом цвет-
ка из Азербаи� джана и Армении, согласно данным s. Riaz 
et al. (2018), однако данная аллель, согласно литератур-
ным данным, не определена как аллель, размер которои�  
коррелирует с полом цветка. 

В изучаемои�  выборке более чем у трети образцов (Л2, 
Л3, В1-В5, В8, А2, Ш5, Г6, Г7) есть как аллель F, так и ал-
лель M (на рисунке 1 представлен аллельныи�  профиль 
образца В2). В этих случаях мы определили пол цветка 
как мужскои� , основываясь на теории A. J. Antcliff (1980), 
описаннои�  выше. 

В одном образце из Атмачевои�  щели (А1) была опре-
делена аллель 288 (290), на 2 нуклеотида отличающаяся 

Таблица 1. Идентифицированные аллели микросателлитного локуса VVIB23,
сцепленного с геном пола цветка Sex

Table 1. Identified alleles of the microsatellite locus VVIB23 linked to the flower Sex gene

Образец / 
Accession

Аллель 1 / 
Allele 1

Аллель 2 / 
Allele 2 Пол цветка по данным 

ДНК-анализа / 
Flower sex according to 

the DNA analysis

Пол цветка по 
фенотипической 

оценке / 
Flower sex according to 
phenotypic evaluation

Riaz 
(Battilana)

Riaz 
(Battilana)

Кишмиш Ваткана 
(контроль) / 
Kishmish Vatkana (control)

282 (284) 299 (300) H ♂♀

Талисман (контроль) / 
Talisman (control) 288 (290) 307 (309) F ♀

Л1 / L1 308 (310) 308 (310) – –

Л2 / L2 286 (288) 303 (304) M –

Л3 / L3 286 (288) 303 (304) M –

Л4 / L4 286 (288) 286 (288) F –

Л5 / L5 286 (288) 286 (288) F –

Л6 / L6 286 (288) 286 (288) F –

В1 / V1 286 (288) 303 (304) M ♂

В2 / V2 286 (288) 303 (304) M ♂

В3 / V3 286 (288) 303 (304) M ♂

В4 / V4 286 (288) 303 (304) M ♂

В5 / V5 286 (288) 303 (304) M ♂

В6 / V6 286 (288) 294 (296) F –
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Таблица 1. Окончание

Table 1. The end

Образец / 
Accession

Аллель 1 / 
Allele 1

Аллель 2 / 
Allele 2 Пол цветка по данным 

ДНК-анализа / 
Flower sex according to 

the DNA analysis

Пол цветка по 
фенотипической 

оценке / 
Flower sex according to 
phenotypic evaluation

Riaz 
(Battilana)

Riaz 
(Battilana)

В7 / V7 286 (288) 294 (296) F ♀

В8 / V8 286 (288) 303 (304) M –

В9 / V9 286 (288) 286 (288) F ♀

В10 / V10 286 (288) 286 (288) F ♀

А1 288 (290) 294 (296) F –

А2 286 (288) 303 (304) M ♂

А3 286 (288) 308 (310) F ♂

Ш1 / sh1 286 (288) 308 (310) F –

Ш2 / sh2 286 (288) 308 (310) F –

Ш3 / sh3 286 (288) 298 (300) F ♀

Ш4 / sh4 286 (288) 298 (300) F ♀

Ш5 / sh5 286 (288) 303 (304) M ♂

Г1 / G1 286 (288) 286 (288) F –

Г2 / G2 286 (288) 286 (288) F ♀

Г3 / G3 294 (296) 303 (304) M ♂

Г4 / G4 286 (288) 286 (288) F ♀

Г5 / G5 286 (288) 286 (288) F ♀

Г6 / G6 286 (288) 303 (304) M ♂

Г7 / G7 286 (288) 303 (304) M ♂

К1 286 (288) 286 (288) F ♀

К2 286 (288) 308 (310) F ♀

К3 286 (288) 286 (288) F ♀

К4 286 (288) 286 (288) F –

К5 292 (294) 303 (304) M ♂

Примечание: полужирным выделены аллели, коррелирующие с формированием определенного пола цветка; F, ♀ – женскии�  тип 
цветка; M, ♂ – мужскои�  тип цветка; H, ♂♀ – гермафродитныи�  тип цветка
Note: alleles correlating with the formation of a certain flower sex are boldfaced; F, ♀ – female flower type; M, ♂ – male flower type; H, 
♂♀ – hermaphrodite flower type
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Рис. 1. Визуализация идентифицированных аллелей в образце В2 из Водопадной щели (мужской тип цветка)

Fig. 1. Visualization of the identified alleles in accession B2 from Vodopadnaya Shchel (male flower type) 

Рис. 2. Тип цветка у изучаемых образцов: 1, 2 – женский тип цветка у образца Ш3; 
3, 4 – мужской тип цветка у образца Ш5 (Широкая щель, заповедник «Утриш»)

Fig. 2. Flower types in the studied accessions: 1, 2 – female flower type in accession Sh3; 
3, 4 – male flower type in accession Sh5 (Shirokaya Shchel, Utrish Nature Reserve)
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от размера аллели, коррелирующеи�  с женским типом 
цветка у диких форм. Однако данныи�  образец мы отне-
сли к женскому типу цветка в соответствии с контроль-
ным образцом (‘Талисман’), в котором также была опре-
делена аллель 288 (290), – данныи�  сорт имеет цветки 
женского типа. Разницу в 2 нуклеотида можно связать 
с полиморфизмом локуса в культурных и диких формах. 
Этот факт также отмечен в исследованиях J. battilana 
et al. (2013): в образцах сортов с женским типом цветка 
были определены генотипы, которые подтверждают 
связь между фрагментом 290 пн в локусе VVIb23 и поло-
вои�  аллелью F в культурных сортах: ‘Dattier Noir’ (290–
290 пн), ‘Picolit’ (288–290 пн) и ‘Moscato Rosa’ (290–
302 пн) (battilana et al., 2013). Таким образом, аллель раз-
мером 288 (290) пн также коррелирует с аллельным со-
стоянием гена Sex, определяющим формирование жен-
ского пола цветка. Учитывая вышеизложенное, аллель-
ныи�  профиль женского типа цветка определен в 21 ге но-
типе. 

Аллели размером 282 (284) пн, коррелирующие с на-
личием гермафродитизма, в исследуемых генотипах не 
выявлены (см. табл. 1). У ряда анализируемых образцов 
пол цветка удалось определить фенотипически (Gor-
bunov et al., 2022; Ilnitskaya et al., 2022) (см. табл. 1, рис. 2). 

Полученные данные ДНК-анализа соответствуют 
морфологическим наблюдениям, за исключением образ-
ца А3 (см. табл. 1). J. battilana et al. (2013) отмечают, что 
эффективность маркера составляет около 95%. В наших 
исследованиях сопоставление имеющихся фенотипиче-
ских и генетических данных подтверждает эффектив-
ность маркернои�  системы.

Изучаемая выборка генотипов в целом характеризу-
ется относительно высоким полиморфизмом по ssR- 
локусу VVIb23 – идентифицировано 7 типов аллелеи�  
(табл. 2). 

Отмечено, что генотипы из разных мест произраста-
ния отличаются по вариабельности локуса. Так у 6 из 
10 образцов из Водопаднои�  щели ДНК-аллельные про-
фили локуса VVIb23 идентичные (В1–В5, В8), а у образ-

цов из Атмачевои�  щели (А1–А3) все три профиля разли-
чаются, однако данное наблюдение может быть связано 
с различным количеством образцов в выборках из раз-
ных мест (см. табл. 1). 

В превалирующем большинстве генотипов определе-
но гетерозиготное состояние по исследуемым локусам, 
что отразилось на показателях ожидаемои�  (He) и факти-
ческои�  (Ho) гетерозиготности: значения фактическои�  
превышают значения ожидаемои�  (см. табл. 2).

Наиболее часто встречаемои�  аллелью в локусе VVIb23 
является 286 (288) пн (см. рис. 2). К редким (встречаются 
единично) можно отнести аллели 288 (290) и 292 
(294) пн (табл. 3). 

Полученные данные соответствуют имеющимся в ли-
тературе. Например, в работе s. Riaz et al. (2018) также 
наиболее встречаемои�  аллелью в выборке из 403 дико-
растущих образцов винограда бассеи� на Средиземного 
моря и Центральнои�  Азии была аллель 286, редкои�  – ал-
лель 293 пн (значение на один нуклеотид больше, чем 
в нашеи�  выборке, однако данное отличие можно считать 
погрешностью). 

Заключение

Проведен ДНК-анализ 36 генотипов дикорастущих 
образцов винограда, обнаруженных на территории Крас-
нодарского края, при помощи ssR-маркера VVIb23, сцеп-
ленного с геном пола цветка Sex. Изучаемые дикорасту-
щие лозы винограда вариабельны по ssR-локусу VVIb23 – 
обнаружено 7 типов аллелеи� . было определено наличие 
аллелеи� , соответствующих мужскому типу цветка, в 14 
ге нотипах, женскому – в 21. У одного образца пол цветка 
определить не удалось. Данные молекулярно-генетиче-
ского анализа соответствуют морфологическим наблю-
дениям о поле цветка изучаемых форм, за исключением 
одного образца. ПЦР-фрагмент размером 282 (284) пн, 
коррелирующии�  с наличием аллели гермафродитизма, 
не был обнаружен, что является характерным для диких 
генотипов винограда.

Таблица 2. Характеристика микросателлитного локуса VVIB23 
в исследуемых генотипах дикорастущего винограда

Table 2. Characterization of the microsatellite locus VVIB23 in the studied wild grapevine genotypes

Таблица 3. Частота встречаемости выявленных аллелей микросателлитного локуса VVIB23 
в исследуемой выборке

Table 3. Occurrence frequencies for the identified alleles of the microsatellite locus VVIB23 
in the studied set of accessions

N Na Ne Ho He

36 7 2,367 0,639 0,578

Примечание: N – количество образцов; Na – количество выявленных различных аллелеи� ; Ne – эффективное число аллелеи� ; 
Ho – фактическая гетерозиготность; He – ожидаемая гетерозиготность
Note: N – number of accessions; Na – number of different alleles identified; Ne – number of effective alleles; 
Ho – observed heterozygosity; He – expected heterozygosity

Аллель / 
Allele

286 
(288)

288 
(290)

292 
(294)

294 
(296)

298 
(300)

303 
(304)

308 
(310)

Частота встречаемости / 
Allele frequencies 0,611 0,014 0,014 0,056 0,028 0,194 0,083
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