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Аннотация

Одним из условий создания современного высокотех-
нологичного гибрида сладкого перца является наличие в 
нём устойчивости к вирусу бронзовости (TSWV). Данный 
вирус относится к роду Orthotospovirus и приводит к боль-
шим потерям товарных плодов по всему миру. На сегод-
няшний день единственным доступным источником устой-
чивости сладкого перца к некоторым патотипам TSWV (па-
тотип P0) является аллель гена Tsw, который был обнару-
жен в двух образцах вида Capsicum chinense L. (PI152225 и 
PI159236).  Растения, несущие аллель Tsw показывают ус-
тойчивость в полевых условиях, которая обеспечивается 
механизмом реакции гиперчувствительности. Несмотря 
на то, что данная аллель не дает устойчивости против ряда 
патотипов TSWV (объединены в группу патотипов P1), она 
по-прежнему широко применяется в селекционных про-
граммах по всему миру. Однако, до сих пор не существу-
ет эффективных инструментов молекулярной диагностики 
для ведения селекционных программ на внедрение алели 
Tsw в генетический фон родительских линий сладкого пер-
ца.  В статье мы приводим данные о разработке точного и 
рентабельного молекулярного маркера F195 для маркер-
опосредованной селекции сладкого перца, основанного 
на гибридизационных зондах и платформе real-time PCR. 
Данная диагностическая система была валидирована на 
референсных образцах гермплазмы из международных 
генетических банков. Валидность маркера подтверждена 
в независмой лаборатории AgBiotech (США). Также, с по-
мощью данного молекулярного маркера был проведен ск-
рининг селекционного материала разных поколений, вы-
явлены устойчивые линии и на их базе получены гибриды 
первого поколения, которые прошли испытания в произ-
водственных условиях.
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Abstract

One of the conditions for creating a modern high-tech hybrid 
of sweet pepper is the presence of resistance to the Tomato 
spotted wilt virus (PMMoV). This virus belongs to the genus 
Orthotospovirus and leads to large losses of marketable fruits 
around the world. To date, the only universal source of sweet 
pepper resistance to some of TSWV pathotypes (pathotype P0) 
strains is the Tsw gene allele, which was found in Capsicum 
chinense L. (PI152225 и PI159236). Plants which contain 
Tsw allele show fi eld resistance supported by hypersensitive 
reaction mechanism. Many other pathotypes (common named 
as pathotype P1), which break Tsw-resistance, exists, but Tsw 
allele is still used in the breeding programs the wide world over. 
However, there are still no eff ective molecular diagnostic tools 
for conducting breeding programs for the introduction of the 
Tsw allele into the genetic background of parental lines of sweet 
pepper. Here we report on the development of an accurate and 
cost-eff ective molecular marker for marker-assisted selection 
(MAS) sweet pepper selection based on hybridization probes 
and a real-time PCR platform. This diagnostic system has 
been validated on reference germplasm accessions from 
international genetic banks. The F195 marker's validity has 
been confi rmed by the independent laboratory AgBiotech 
(USA). Also, using this molecular marker, screening of breeding 
material of diff erent generations was conducted, stable lines 
were identifi ed and fi rst-generation hybrids were obtained on 
their basis, which were tested in production conditions.
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Вирус бронзовости томата (Tomato spotted 
wilt orthotospovirus) относится к роду 
Orthotospovirus, семейству Tospoviridae, по-

рядку Bunyavirale [1]. 
TSWV поражает более 900 видов растений, 

среди которых культурные и сорные растения. 

Поражаемые виды растений-хозяев относят-
ся преимущественно к семействам Пасленовых 
и Астровых. Среди наиболее распространенных 
симптомов хлоротические и некротические пятна, 
круги на листьях и плодах (рис. 1). Остановка рос-
та и развития растения с последующей гибелью. 
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Потери урожая могут составлять до 100% в защи-
щенном грунте [2]. 

Впервые вирус бронзовости был зафиксирован 
на томате в Австралии в 1915 году [3]. В настоящее 
время тосповирусы зафиксированы на всех обита-
емых континентах [4].

Процессу способствовало распростране-
ние крайне эффективного вектора-переносчи-
ка - западного цветочного трипса (Frankliniella 
occidentalis), а также широкий круг растений-хозя-
ев. Вирус бронзовости переносится 9 видами трип-
сов (Frankliniella occidentalis, F. fusca, F. schultzei, F. 
intonsa, F. bispinosa, F. cephalica, F. gemina, Thrips 
setosus, T. tabaci) [5, 6]. Перенос осуществляется 
персистентным способом. Природными резервуа-
рами вируса бронзовости служат сорные растения. 
Они чаще всего не проявляют симптомов заболе-
вания и служат очагами сохранения и распростра-
нения вируса. Наиболее важными для распростра-
нения вируса являются Stellaria media, Galinsoga 
parvifl ora, Amarathus sp., Chenopodium sp., на кото-
рых эффективно размножается трипс [2].

В настоящее время научной литературе описа-
ны различные штаммы TSWV отличающиеся сим-
птомами поражения и их интенсивностью, спо-
собностью распространяться с помощью трип-
сов, патологическими особенностями ([7–10]. 
Вариабельность генома подтверждена методами 
молекулярной биологии [10]. 

На данный момент в литературе нет данных о 
распространении TSWV с семенами. Поэтому ис-
пользование чистого семенного материала и свое-
временная борьба с сорными растениями являют-
ся первоочередными способами борьбы с распро-
странением вируса. Поскольку различные виды 
трипсов имеют различные параметры жизнен-
ного цикла, то борьба с ними крайне затруднена. 
Эффективным считается использование трансген-
ных растений или генов устойчивости, интрогрес-
сированных из дикорастущих видов [2].

Только два доминантных гена устойчивости к 
вирусу бронзовости используются в коммерческих 
сортаx в настоящее время — Tsw (перец) и Sw-5b 
(томат).

Ген Tsw был обнаружен в двух образцах вида 
Capsicum chinense — PI152225 и PI159236 [11] и 
интрогрессирован в культурные сорта перца. Но 
уже через несколько лет после начала выращива-
ния этих сортов появились штаммы способные по-
ражать устойчивые растения [8, 12–16]. 

Устойчивость растений с геном Tsw обеспечи-
вается через механизм гиперчувствительной ре-
акции (HR). Поэтому в настоящее время все штам-
мы вируса делят на два патотипа: вызывающие ре-
акцию гиперчувствительности (патотип P0, час-
то обозначают как TSWV: 0) и поражающие устой-
чивые растения с геном Tsw (патотип P1). Работа 
механизма гиперчувствительной реакции сильно 
зависит от факторов внешней среды. Отдельные 
штаммы вируса бронзовости способны поражать 
устойчивые растения при температуре выше 28-30 
°C [17, 18]. 

В отличие от аллеля Sw-5b (аллель генного клас-
тера Sw-5) у томата, который обеспечивает доволь-
но широкую и относительно стабильную устойчи-
вость даже против отдаленных тосповирусов, ген 
Tsw у перца обеспечивает устойчивость только про-
тив ряда штаммов вируса бронзовости томата [19]. 

Штаммы, способные поражать устойчивые растения 
перца, не поражают томаты с Sw-5 [20]. 

Локус Tsw был картирован на хромосоме 10 при 
помощи близко расположенного (0.9 cM) маркера 
SCAC568 [20]. Позже, для определения более точ-
ного расположения гена Tsw в одноименном ло-
кусе была разработана карта сцепления высокой 
плотности, основанная на гомологии геномов то-
мата и перца [21]. Тесная связь была обнаружена с 
маркерами TG420 и TG408. В 2016 году ген Tsw был 
обнаружен в одном локусе с геном Pvr4 и клониро-
ван (GenBank accession number KT751527) [21].

Однако, несмотря на то что ген Tsw был клони-
рован и хорошо изучен, на данный момент, в от-
крытом доступе нет упоминаний о молекулярном 
маркер, который мог бы быть использован в MAS 
для эффективного контроля интрогрессии данно-
го гена в коммерческих F1 гибридах перца. 

Условия, материалы и методы исследований
Растительный материал
Валидация маркерных систем проводилась 

на селекционном материале, полученном селек-
ционерами селекционно-семеноводческой ком-
пании «Гавриш». Статус устойчивых и неустой-
чивых контролей и линий-дифферециаторов был 
подтвержден при помощи фенотипического ана-
лиза в ходе многократного искусственного зара-
жения штаммом вируса бронзовости томата PV-
0393 (DSMZ) на базе Иорданского селекционно-
го центра. Линии C. chinense PI152225 и PI159236 
(Netherlands Centre of Genetic Resource, CGN) ис-
пользовали в качестве устойчивого контроля Tsw/
Tsw. Линии Л-Бутуз и С-1411 («Гавриш») использо-
вали в качестве неустойчивого контроля с tsw/tsw 
в гомозиготном состоянии. Для скрининга исполь-
зовали селекционные сортопопуляции различных 
поколений (F3-F6 и линии), расщепляющиеся по 
аллели Tsw. До момента анализа отбор проводили 
только по основным морфологическим признакам 
без учета состояния аллелей гена Tsw.

В каждом селекционном образце тестирова-
ли 96 растений. Каждое растение тестировали 
индивидуально.

Выделение ДНК
ДНК выделяли при помощи усовершенство-

ванных методик (Hong Y et al., 1995, Foissac X. et 
al., 2001). 0.2 г образца было гомогенизировано с 
300 мкл экстракционного буфера (0.4 М LiCl, 25mM 

а б

Рис. 1. Симтомы поражения растения перца вирусом TSWV: 
а) на листовой пластинке; б) на плоде (Крымск, 2024)



34 №7/2024 Картофель и овощи

Ñåëåêöèÿ è ñåìåíîâîäñòâî

EDTA, 0.2 M  Tris–HCL (pH 9),2.5 % PVP-40) на гомо-
генизаторе Tissue Lyser II (Qiagen, Germany). Затем 
следовала очистка хлороформ/изоамилом 24/1 и 
улавливание ДНК при помощи диоксида кремния 
(силика) с добавлением этанола и 6M NaI. Потом 
силику осаждали, промывали 70% спиртом и элю-
ировали ДНК в MQ воду. 

Генерация молекулярных маркеров
В силу того, что последовательность гена Tsw 

уже известны и находится в свободном досту-
пе (GenBank accession number KT751527), мы ис-
пользовали ее как исходные данные для генера-
ции маркерной системы. Сложность создания до-
статочно чувствительного маркера заключалась в 

том, что аллели Tsw и tsw отличаются между друг 
другом только количеством LRR постов. В то же 
время ген Tsw расположен в одном и том же локу-
се вместе с геном Pvr4. В результате биоинфор-
матического анализа нам удалось обнаружить не-
сколько SNP мутаций, которые позволяли иденти-
фицировать именно аллель Tsw от всех дуплика-
ций, представленных в локусе. В дальнейшем, мо-
лекулярные маркеры, созданные на основе этих 
SNP были подвергнуты валидации на расщепляю-
щейся популяции и контролях.

ПЦР амплификация
ПЦР реакционная смесь была рассчитана на 

10 мкл 1× буфер, 2 mM MgCl2, 0.1 mM dNTPs, 0.5 

Результаты тестирования маркера F195 на селекционном материале, 2019 год

Название образца Поколение Предполагаемое аллельное 
состояние гена Tsw

Число проанализированных 
образцов

Результат скрининга, аллельное 
состояние гена/число растений

Capsicum chinense Jacq. 
PI152225 Поп. Tsw/Tsw 96 Tsw/Tsw – 96

Capsicum chinense Jacq. 
PI159236 Поп. Tsw/Tsw 96 Tsw/Tsw – 96

Katriona (EZ) F1 Tsw/tsw 96 Tsw/tsw – 96

Л-Бутуз Лин. tsw/tsw – tsw/tsw – 96

С-1411 Лин. ? – tsw/tsw – 96

Э-911 Лин. ? 96 Tsw/Tsw – 94
Tsw/tsw – 2

Э-911 х С-1411 F1 Tsw/tsw – Tsw/Tsw – 90
Tsw/tsw – 6

GV-8 F3 ? 2880 (30 семей)
Tsw/Tsw – 757
Tsw/tsw – 1311
tsw/tsw – 812

Burch F3 ? 2880 (30 семей)
Tsw/Tsw – 688
Tsw/tsw – 1250
tsw/tsw – 942

Kapia F4 ? 960 (10 линий)
Tsw/Tsw – 3

Tsw/tsw – 501
tsw/tsw – 456

26-01 F5 ? 960 (10 линий)
Tsw/Tsw – 10
Tsw/tsw – 280
tsw/tsw – 670

Рис. 2. Melting curve analysis с маркерной системой Fret195 на F2 поколении C. аnnuum. Пик расплава для аллели 
Tsw располагается на 68 °C (зеленый цвет), пик расплава аллели tsw расположен на 62° C (красный цвет), сочета-
ние обоих пиков расплава на 62 °C и 68 °C (синий цвет) соответствует гетерозиготе между аллелями Tsw/tsw.
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U Taq полимераза (Fermentas, Waltham, MA, USA) 
3–10 μM праймеров и 10 нг ДНК. Условия реакции 
были следующие: первичная денатурация 95 °C 5 
мин, с последующими 40 циклов 95 °C 10 сек, 62 
°C 15 сек, и 72 °C 5 сек. Затем проводилось плав-
ление ПЦР продукта при следующих условиях 95 
°C 1 мин, 42 °C 2 с поднятием температуры 0,04 °C 
/ сек, до 95 °C, проводя снятие флуоресценции по 
5 раз/°C. Амплификация проводилась на прибо-
ре LightCycler 480 II. Обработка результатов про-
водилась при помощи программного обеспечения 
LightCycler® 480 SW 1.5.1.

Результаты исследований
В результате этой работы нами был разработан 

маркер F195 (рис. 2). Результаты его тестирова-
ния приведены в таблице. Тестирование контро-
лей PI152225, PI159236, F1 Katriona (EZ), Л-Бутуз, 
С-1411 показало высокую стабильность работы. 

Результаты тестирования селекционного мате-
риала поколений F3-F5  GV-8, Burch, Kapia и 26-01 по-
казывают, что вероятность получить устойчивые ли-
нии с гомозиготным состоянием гена Tsw не приме-
няя молекулярные маркеры довольно низкие. При 
отборе в каждом последующем поколении число ус-
тойчивых генотипов постепенно снижается, т. е. от-
бирая растения по основным важным фенотипичес-
ким признакам, соответствующим модели гибри-
да, селекционер неизбежно выбраковывает расте-
ния с гомозиготным состоянием аллелей Tsw/Tsw. 
Похожую закономерность мы наблюдали и по дру-
гим генам устойчивости. Объяснить это можно тем, 
что гены устойчивости, которые интрогрессируются 
из диких видов в культурные сорта, зачастую сцеп-
лены с рядом отрицательных с хозяйственной точ-
ки зрения фенотипических признаков. В случае вы-
сокой степени гетерозиготности генотипа в целом и 
гена Tsw, в том числе отрицательные признаки час-
тично нивелируются, но при повышении степени го-
мозиготности их отрицательное влияние на фено-
тип сказывается все сильнее (низкая урожайность и 
качество плода, генеративность и др.). В результа-
те устойчивые растения выбраковываются при ви-
зуальной оценке. Использование систематическо-
го скрининга селекционного материала на каждом 
этапе отбора позволяет более точно позициониро-
вать каждый генотип и принимать взвешенный комп-
ромиссный выбор между устойчивостью и наличием 
отрицательных признаков. При этом идет отбор от-
носительно визуально лучших растений в группе го-
мозиготных по гену Tsw. 

Из приведенных выше результатов видно, что 
статус устойчивости/восприимчивости, получен-
ный при использовании молекулярного маркера 
F195 полностью соответствует фенотипическо-

му анализу. Данный маркер подтвердил свою при-
емлемость для использования в MAS, как надеж-
ный инструмент отбора. В силу того, что молеку-
лярный маркер был создан на основе кодирующей 
последовательности гена Tsw, его сцепление с ус-
тойчивостью к вирусу бронзовости томата являет-
ся 100%.

Устойчивые линии, полученные с помощью 
F195, были проверены на наличие устойчивого ал-
леля Tsw в гомозиготном состоянии в независи-
мой лаборатории AgBiotech (США) в 2021 году.  

После предварительного тестирования марке-
ра был проведен массовый скрининг селекционно-
го материала разных поколений, в том числе более 
100 линий (данные не приведены). По результатам 
скрининга были обнаружены линия Э-911 (сорто-
тип Капия) и линия Emberyo (сортотип Блочный) с 
преимущественно гомозиготным состоянием ал-
лелей Tsw/Tsw (выше 90%).

На базе этих линий созданы гибриды F1 c-670 
(сортотип Блочный), F1 c-94 (сортотип Капия) и 
ряд других, которые в 2019-2021 году проходи-
ли испытания в Иорданском селекционном цент-
ре (Иорданская долина, Иордания) и в 2019-2023 
году в Крымском селекционном центре компании 
«Гавриш». Эти гибриды рекомендованы для про-
мышленного выращивания в пленочных теплицах 
Турции и Иордании. 

Также в 2019-2020 нами была начата селекци-
онная программа по получению устойчивых ли-
ний Венгерского сортотипа (конусовидная фор-
ма плода), который занимает наибольшие площа-
ди в промышленном овощеводстве. В качестве до-
нора устойчивой аллели Tsw был использован гиб-
рид F1 Спрингбок (Clause). В 2024 году был получен 
ряд линий, значительная часть которых имеет ал-
лель Tsw в гетерозиготном состоянии и одну ли-
нию с гомозиготным состоянием F6 (Спрингбок х 
Сноувайт)-137. 

Выводы
В результате был разработан надежный инс-

трумент молекулярной диагностики для исполь-
зования в MAS. Маркер F195 был успешно вали-
дирован на контрольных образцах и внедрен в се-
лекционную программу перца компании Гавриш. 
Данный маркер показал свою эффективность в ус-
ловиях лаборатории высокой пропускной способ-
ности. В то же время, технология генотипирова-
ния при помощи анализа кривых плавления, на ос-
нове которой был создан маркер F195 подтверди-
ла свою экономическую эффективность и просто-
ту использования.
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