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МОЛЕКУЛЯРНЫЙ СКРИНИНГ АЛЛЕЛЯ УСТОЙЧИВОСТИ К АНТРАКНОЗУ 
RCA2 У СОРТОВ И СЕЛЕКЦИОННЫХ ФОРМ ЗЕМЛЯНИКИ

Аннотация. Антракноз (Colletotrichum acutatum) – опасное заболевание земляники. На территории Евразийского 
экономического союза C. acutatum является карантинным патогеном. Поэтому важной задачей является идентифи-
кация и создание новых форм земляники с генетически детерминированной устойчивостью. Применение диагно-
стических ДНК-маркеров аллелей резистентности целевых генов повысит надежность идентификации и эффек- 
тивность селекционного процесса. Целью исследования являлся молекулярный скрининг аллеля резистентности  
к антракнозу Rca2 у сортов и отборных сеянцев земляники для выявления форм с генетически детерминированной 
устойчивостью к C. acutatum. Объектами исследования являлись 1-й сорт земклуники (F. × anashata Kantor.) и 53 ге-
нотипа земляники садовой (F. × ananassa Duch.): 38 сортов и 16 отборных форм. Молекулярный скрининг аллеля 
резистентности Rca2 проводили с использованием ДНК-маркера STS-Rca2_240. Для контроля протекания ПЦР мар-
кер STS-Rca2_240 мультиплексировали с маркером EMFv020. В результате проведенного анализа маркерный фраг-
мент гена Rca2 идентифицирован у 14 (25,9 %) из 54 проанализированных образцов. Среди сортов он присутствует 
у 8 форм (21,1 %), а среди отборных форм – у 6 (37,5 %). У остальных проанализированных образцов ген Rca2 пред-
ставлен аллелем rca2 в гомозиготном состоянии. Из сортов российской селекции ген Rca2 присутствует у земклуни-
ки Дар (гетерозиготное сочетание аллелей). Среди форм зарубежной селекции ген Rca2 выявлен у сортов Aprica, 
Florence, Laetitia, Malwina, Monterey, Portola и Selva (гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное сочетание алле-
лей). Среди проанализированных отборных форм земляники ген Rca2 в гетерозиготной форме идентифицирован 
у гибридов 2/1-24 (Quicky × Olympia), 3/9-28 (Florence × Faith), 4/7-10, 4/7-19 (Asia × Aprica), 5/2-26, 5/2-32 (San Andreas ×  
Monterey). Указанные генотипы являются генетическими источниками устойчивости к антракнозной черной гнили 
и могут использоваться в программах маркер-опосредованной селекции. 
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MOLECULAR SCREENING OF ANTHRACNOSE RESISTANCE ALLELE  
RCA2 IN STRAWBERRY VARIETIES AND SELECTED FORMS

Abstract. Anthracnose (Colletotrichum acutatum) is a dangerous strawberry disease. In the Eurasian Economic Union, 
C. acutatum is a quarantine pathogen. Therefore, an important aim is identification and creation of new strawberry forms with 
genetically determined resistance. Use of diagnostic DNA markers of target genes’ resistance alleles will increase reliability 
of identification and effectiveness of breeding process. The purpose of this study was molecular screening of anthracnose re-
sistance allele Rca2 in strawberry varieties and selected seedlings to identify forms with genetically determined resistance to  
C. acutatum. The objects of the study were 1st variety of strawberry hybrids (F. × anashata Kantor.) and 53 genotypes of 
garden strawberry (F. × ananassa Duch.): 38 varieties and 16 selected forms. Molecular screening of Rca2 resistance allele 
was carried out using the DNA marker STS-Rca2_240. To control the PCR progress, the marker STS-Rca2_240 was multi-
plexed with the marker EMFv020. As a result of the analysis, the marker fragment of the Rca2 gene was identified in 14 (25.9 %) 
of the 54 analyzed strawberry samples. Among the strawberry varieties, the marker is present in 8 forms (21.1 %), and among 
the selected forms – in 6 samples (37.5 %). In the remaining analyzed strawberry samples, Rca2 gene is represented by the 
rca2 allele in homozygous state. Among the Russian strawberry varieties, the Rca2 gene is present in the variety of Dar (het-
erozygous combination of alleles). Among the foreign strawberry forms, Rca2 gene was identified in the varieties of Aprica, 
Florence, Laetitia, Malwina, Monterey, Portola and Selva (homozygous (Rca2 allele) or heterozygous combination of alleles). 
Among the analyzed strawberry selected forms, Rca2 gene in heterozygous form was identified in hybrids 2/1-24 (Quicky × 
Olympia), 3/9-28 (Florence × Faith), 4/7-10, 4/7-19 (Asia × Aprica), and 5/2-26, 5/2-32 (San Andreas × Monterey). These gen-
otypes are genetic sources of resistance to anthracnose and can be used in marker-assisted breeding.
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Введение. Земляника садовая (Fragaria × ananassa Duch.) – одна из наиболее распространен-
ных и экономически значимых ягодных культур. Являясь экологически пластичной культурой, 
в то же время она весьма чувствительна к условиям произрастания и степени инфекционной на-
грузки. Эпифитотии грибных болезней при отсутствии защитных мероприятий способны унич-
тожить до 100 % урожая [1]. К числу заболеваний, широко распространенных во всех регионах 
возделывания земляники, относятся антракноз, фитофтороз, мучнистая роса, серая гниль, пят-
нистости листьев, вертициллез [2–5].

Возбудителями антракноза земляники являются фитопатогенные грибы рода Colletotrichum [6]. 
В умеренном климатическом поясе наиболее опасен видовой комплекс Colletotrichum acutatum  
J. H. Simmonds [7, 8], который в странах Евразийского экономического союза (Республика Армения, 
Республика Беларусь, Республика Казахстан, Кыргызская Республика, Российская Федерация) 
с 2017 г. внесен в перечень карантинных патогенов [9].

C. acutatum способен поражать все органы растения: корни, листья, стебли плоды и т. д. 
Сильное инфицирование приводит к гибели растений [10, 11]. По различным оценкам, потери 
товарного урожая от поражения плодов антракнозом могут превышать 50 % [12, 13]. Распро-
странение C. acutatum в насаждениях земляники может осуществляться через бессимптомный 
зараженный посадочный материал, орудия труда, транспорт, насекомых и др., что осложняет 
своевременную диагностику и проведение защитных мероприятий [14]. 

Для контроля распространения и борьбы с C. acutatum в промышленных насаждениях зем-
ляники используются синтетические фунгициды, в первую очередь – на основе стробилурина 
(Abound, Cabrio, Switch и др.). Однако с 2013 г. начала проявляться неэффективность химических 
методов защиты вследствие появления высокорезистентных к фунгицидам стробилуринового 
ряда популяций C. acutatum [11, 15]. Кроме того, широкое применение в сельскохозяйственном 
производстве химических средств защиты растений неблагоприятно сказывается на состоянии 
окружающей среды, может оказывать негативное влияние на здоровье человека, а также требует 
значительных финансовых затрат [16, 17]. В связи с этим важным фактором эффективного сель-
скохозяйственного производства является использование сортов растений с генетически детер-
минированной устойчивостью к патогенам [11, 18].

Для земляники описаны полигенные и моногенные факторы устойчивости к антракнозу. 
К числу моногенных детерминант устойчивости земляники относятся локусы Rca2 [19] и FaRCa1 [11]. 
К настоящему времени для указанных генов разработаны информативные ДНК-маркеры [11, 19], 
что позволяет проводить оценку устойчивости генотипов не по фенотипическому проявлению 
признака, а непосредственно по наличию генетических детерминант, а также направленно под-
бирать исходные формы для гибридизации и прогнозировать наследование целевых аллелей 
в гибридном потомстве. 

ДНК-маркеры, сцепленные с геном Rca2, активно используются для оценки устойчивости 
генотипов земляники как при изучении генетических коллекций, так и в программах маркер- 
опосредованной селекции. С использованием маркера STS-Rca2_240 аллель резистентности Rca2 
идентифицирован у сортов Capitola, Chandler, Dover, Oso Grande, Seascape, Selva [20], Benton, 
Real [21]. Также носители гена Rca2 выявлены в гибридных комбинациях: Benton × Cambridge 
Favourite – 17 отборных форм [22], Alba × Росинка, Росинка × Darselect – 136 гибридов [23], 
Florence × Faith, Malwina × Tea, Quicky × Olympia, Roxana × Kimberly – 52 сеянца [24]. Однако для 
многих современных сортов земляники, как российской, так и зарубежной селекции, генетиче-
ские основы детерминации устойчивости к C. acutatum изучены недостаточно, что затрудняет 
направленный подбор исходных форм и снижает эффективность селекционного процесса.

Цель исследования – молекулярный скрининг аллеля резистентности к антракнозу Rca2 у сор-
тов и отборных сеянцев земляники для выявления форм генетически детерминированной устой-
чивостью к C. acutatum.
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Материалы и методы исследования. Биологическими объектами исследования являлись  
54 генотипа земляники (Fragaria L.) генетической коллекции Федерального научного центра 
имени И. В. Мичурина: 1-й сорт земклуники (F. × anashata Kantor.) и 53 генотипа земляники са-
довой (F. × ananassa Duch.): 38 сортов и 16 отборных форм (табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Анализируемые сорта и отборные формы земляники 

T a b l e  1.  Analyzed strawberry varieties and selected forms 

Генотип Происхождение Оригинатор

Айдарина Sunrise × Darselect Никитский ботанический сад – Национальный 
научный центр РАН, КрымСаника Sunrise × Заря

Ласточка
922-67 × Привлекательная

Федеральный научный центр им. И. В. Мичурина, 
Россия

Рубиновый каскад

Памяти Зубова [Фейерверк × (Belrubi × F. ovalis 
Rydb.)] × Holiday

Фейерверк
Zenga Zengana × Redcoat

Яркая
1/6-41 Vima Zanta × Polka
2/1-24 Quicky × Olympia
2/2-8-16 Привлекательная × Polka
3/2-3

Vima Zanta × Привлекательная
3/2-62
3/9-28 Florence × Faith
4/7-10

Asia × Aprica
4/7-19
5/1-105 Polka × Vima Zanta
5/2-26

San Andreas × Monterey
5/2-32
6/3-6 Kimberly × 9/2-2
7/2-16 Asia × Maya
9/2-7

Kimberly × Honeoye
9/2-41
56-19 Gigantella Maxim × Привлекательная
Дар F. × ananassa × F. moschata Россия
Лебедушка Нет доступной информации Украина
Antea FB6L-3 × Onebor

CIV, Италия

Aprica Нет доступной информации
Arosa Marmolada × Chandler
Clery Sweet Charlie × Onebor
Laetitia Нет доступной информации
Murano R6R1-26 × A030-12
Quicky CIVN251
Rubino CIV Нет доступной информации
Asia NF421 NEW FRUITS, Италия
Brilla FC 04.256.32 CRA-Unità di Ricerca per la Frutticoltura, Италия
Verona Нет доступной информации Fragolà, Италия
Cory P241102 VISSERS AMERICA BV, Нидерланды
Kimberly Gorella × Chandler GEBR.VISSERS, Нидерланды
Korona Tamella × Induka

PRI, Нидерланды
Ostara Red Gauntlet × Masherahs Daurernte
Rumba Нет доступной информации

Fresh Forward B. V., Нидерланды
Salsa Нет доступной информации
Vicoda Нет доступной информации Vissers Aardbeiplanten B. V., Нидерланды
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Генотип Происхождение Оригинатор

Cabrillo Cal 3.149-8 × Cal 5.206-5.

University of California Davis, США
Monterey Cal. 27−85.06 × Albion
Portola Cal 97.93-7 × Cal 97.209-1
San Andreas Albion × Cal 97.86-1
Selva Cal 70.3-117 × Cal 71.98-605
Driscoll Jubilee 50C130 × 19A331 Driscollʹs, Великобритания
Flamenco Evita × EMR77 East Malling Research Station, Великобритания

Florence [Tioga × (Red Gauntlet × (Wiltguard × 
Gorella))] × (Providence × self) MEIOSIS LTD, Великобритания

Malwina Sophie × clone Schimmelpfeng, 
Weihenstefan Peter Stoppel, Германия

Chamora Turusi Нет доступной информации ЯпонияTsunaki Нет доступной информации

Геномную ДНК выделяли из молодых листьев, экстракция проводилась CTAB-методом, мо-
дифицированным для культуры земляники [25].

Для идентификации гена Rca2 использовали маркер STS-Rca2_240 (целевой продукт – ампли-
кон размером 240 п. н., сцепленный с аллелем резистентности). SCAR маркер STS-Rca2_240 раз-
работан на основании анализа полиморфизма AFLP последовательностей сортов Capitola (гете-
розиготный генотип – Rca2rca2), Pajaro (рецессивный гомозиготный генотип – rca2rca2) и 179 
гибридных сеянцев комбинации скрещивания Capitola × Pajaro [20]. Для контроля протекания 
ПЦР и исключения ложноотрицательных результатов применяли маркер EMFv020. Целевой 
продукт маркера EMFv020 амплифицируется у всех генотипов земляники в независимости от 
аллельного состояния гена Rca2 [26]. Маркеры STS-Rca2_240 и EMFv020 применялись в мульти-
плексной реакции [20]. В качестве положительного контроля – носителя аллеля Rca2 использо-
вался сорт Elianny [27]. 

Полимеразную цепную реакцию проводили в термоциклере T100 (Bio-Rad, США) с исполь-
зованием описанных ранее набора реактивов и программы амплификации [25, 27].

Разделение продуктов амплификации осуществляли методом электрофореза в 2%-м агароз-
ном геле с использованием трис-боратного буфера (ТБЕ). Определение размера амплифициро-
ванных продуктов поводили с использованием ДНК-маркера Step100 (Биолабмикс, Россия). 
Визуализацию результатов проводили с использованием системы гель-документации ChemiDoc 
XRS+ (Bio-Rad, США).

Результаты и их обсуждение. В результате проведенного молекулярно-генетического анализа 
маркер STS-Rca2_240, сцепленный с аллелем резистентности к антракнозной черной гнили Rca2, 
выявлен у 14 (25,9 %) из 54 проанализированных образцов. Среди сортов он присутствует у 8 форм 
(21,1 %), а среди отборных форм – у 6 (37,5 %). У остальных изучаемых образцов маркерный  

Окончание табл. 1

Рис. 1. Электрофоретический спектр маркерных фрагментов гена Rca2 у сортов земляники: 1 – Elianny (контроль); 
2 – San Andreas; 3 – Дар; 4 – Clery; 5 – Selva; 6 – Portola; 7 – Antea; 8 – Monterey; 9 – Vicoda; 10 – Rubino CIV;  

11 – Cory; 12 – Brilla; 13 – Rumba; 14 – Tsunaki; М – маркер молекулярного веса ДНК Step100 

Fig. 1. Electrophoretic profile of the Rca2 gene marker fragments in strawberry varieties: 1 – Elianny (control);  
2 – San Andreas; 3 – Dar; 4 – Clery; 5 – Selva; 6 – Portola; 7 – Antea; 8 – Monterey; 9 – Vicoda; 10 – Rubino CIV; 

11 – Cory; 12 – Brilla; 13 – Rumba; 14 – Tsunaki; М – DNA molecular weight marker Step100
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фрагмент отсутствует, что свидетельствует о гомозиготном состоянии аллеля rca2 (не связан 
с детерминацией устойчивости к C. acutatum). Пример полученных электрофоретических спек-
тров маркера STS-Rca2_240 показан на рис. 1 (сорта земляники) и 2 (отборные формы), результа-
ты идентификации представлены в табл. 2.

Рис. 2. Электрофоретический спектр маркерных фрагментов гена Rca2 у отборных форм земляники: 1 – Elianny 
(контроль); 2 – 7/2-16; 3 – 56-19; 4 – 6/3-6; 5 – 3/9-28; 6 – 2/1-24; 7 – 9/2-7; 8 – 1/6-41; 9 – 4/7-10; 10 – 4/7-19; 11 – 9/2-41; 

12 – 3/2-62; 13 – 5/1-105; 14 – 2/2-8-16; М – маркер молекулярного веса ДНК Step100 

Fig. 2. Electrophoretic profile of the Rca2 gene marker fragments in strawberry selected forms: 1 – Elianny (control);  
2 – 7/2-16; 3 – 56-19; 4 – 6/3-6; 5 – 3/9-28; 6 – 2/1-24; 7 – 9/2-7; 8 – 1/6-41; 9 – 4/7-10; 10 – 4/7-19; 11 – 9/2-41; 12 – 3/2-62; 

13 – 5/1-105; 14 – 2/2-8-16; М – DNA molecular weight marker Step100

Т а б л и ц а  2.  Аллельный полиморфизм локуса устойчивости к антракнозной черной гнили Rca2 
у сортов  и форм земляники садовой

T a b l e  2.  Allelic polymorphism of Rca2 anthracnose resistance locus in garden strawberry varieties 
and selected forms

Сорт Маркер STS-Rca2_240 Сочетание аллелей гена Rca2

Айдарина – Гомозиготное (аллель rca2) 
Дар + Гетерозиготное
Ласточка –

Гомозиготное (аллель rca2)

Лебедушка –
Памяти Зубова –
Рубиновый каскад –
Саника –
Фейерверк –
Яркая –
Antea –
Aprica + Гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное
Arosa –

Гомозиготное (аллель rca2)

Asia –
Brilla –
Cabrillo –
Chamora Turusi –
Clery –
Cory –
Driscoll Jubilee –
Flamenco –
Florence + Гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное
Kimberly – Гомозиготное (аллель rca2)Korona –
Laetitia +

Гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготноеMalwina +
Monterey +
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Сорт Маркер STS-Rca2_240 Сочетание аллелей гена Rca2

Murano – Гомозиготное (аллель rca2)Ostara –
Portola + Гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное
Quicky –

Гомозиготное (аллель rca2)
Rubino CIV –
Rumba –
Salsa –
San Andreas –
Selva + Гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное
Tsunaki –

Гомозиготное (аллель rca2)Verona –
Vicoda –
1/6-41 –
2/1-24 + Гетерозиготное
2/2-8-16 –

Гомозиготное (аллель rca2)3/2-3 –
3/2-62 –
3/9-28 +

Гетерозиготное4/7-10 +
4/7-19 +
5/1-105 – Гомозиготное (аллель rca2)
5/2-26 + Гетерозиготное5/2-32 +
6/3-6 –

Гомозиготное (аллель rca2)
7/2-16 –
9/2-7 –
9/2-41 –
56-19 –

П р и м е ч а н и е.  Символы «+» и «–» показывают присутствие или отсутствие маркерного фрагмента гена Rca2.
N o t e. Symbols “+” and “–” indicate presence or absence of the marker fragment of Rca2 gene.

Необходимо отметить, что у проанализированных сортов отечественной селекции (8 геноти-
пов) маркер STS-Rca2_240 выявлен у сорта земклуники Дар (12,5 %). Редкая встречаемость гена 
Rca2 в геноплазме отечественных сортов земляники подтверждается исследованиями, проведен-
ными нами ранее [27, 28], а также литературными данными [23].

Среди сортов зарубежной селекции (30 генотипов) ген Rca2 выявлен у 7 форм (Aprica, Flo ren-
ce, Laetitia, Malwina, Monterey, Portola, Selva), что составляет 23,3 %. В проведенных ранее иссле-
дованиях сортов земляники садовой зарубежной селекции по гену Rca2 маркер STS-Rca2_240 
выявлен у 21 генотипа (48,8 %) из 43 [20], 1 сорта (16,7 %) из 6 [29] и 22 образцов (70,9 %) из 31 [30]. 
Значительный разброс в количестве идентифицированных носителей аллеля резистентности 
Rca2, предположительно, обусловлен различиями в формировании анализируемых выборок. 
Результаты оценки аллельного состояния Rca2 у сортов Asia, Clery, Kimberly, Malwina, Portola, 
Rubino CIV, Rumba и Selva подтверждаются также данными молекулярного скрининга из лите-
ратурных источников [20, 23, 30, 31]. Кроме того, устойчивость к антракнозу сортов земляники 
садовой Selva и Florence подтверждается данными искусственного заражения [32, 33].

Так как маркер STS-Rca2_240 является доминантным, то для выявления аллельных комби-
наций гена Rca2 у форм с идентифицированным маркерным фрагментом был проведен анализ 
их происхождения. 

Сорт земклуники Дар получен интрогрессией геноплазмы дикорастущего вида земляника 
мускатная (F. moschata Duch.) в геном земляники садовой. Так как для F. moschata характерно 
гомозиготное состояние аллеля rca2 [25], то аллель резистентности Rca2 данный сорт, предполо-
жительно, наследовал от используемых в гибридизации форм земляники садовой и, следователь-
но, характеризуется гетерозиготным сочетанием аллелей гена Rca2.

Окончание табл. 2
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Сорт земляники Portola выделен в гибридной комбинации Cal 97.93-7 × Cal 97.209-1, сорт 
Monterey – в комбинации Cal. 27−85.06 × Albion, Selva – в комбинации Cal 70.3-117 × Cal 71.98-
605, Malwina – в комбинации Sophie × clone Schimmelpfeng, Weihenstefan, Florence – в комбина-
ции [Tioga × (Red Gauntlet × (Wiltguard × Gorella))] × (Providence × self), для которых сведения об 
аллельном состоянии гена Rca2 в исходных родительских формах отсутствуют. Для сортов 
Aprica и Laetitia использованные родительские генотипы неизвестны. В связи с этим для уточне-
ния аллельного состояния гена Rca2 у указанных сортов необходимо проведение дополнитель-
ных исследований. 

Среди проанализированных отборных форм земляники маркерный фрагмент гена Rca2 
идентифицирован у гибридов 2/1-24 (Quicky × Olympia), 3/9-28 (Florence × Faith), 4/7-10, 4/7-19 
(Asia × Aprica), 5/2-26, 5/2-32 (San Andreas × Monterey).

В комбинации скрещивания Quicky × Olympia источником аллеля Rca2, предположительно, 
является сорт Olympia (сорт Quicky характеризуется гомозиготным состоянием аллеля rca2), 
в комбинации Florence × Faith – сорт Florence (сорт Faith характеризуется гомозиготным состоя-
нием аллеля rca2 [28]), в комбинации Asia × Aprica – сорт Aprica, в комбинации San Andreas ×  
Monterey – сорт Monterey (сорта Asia и San Andreas характеризуются гомозиготным состоянием 
аллеля rca2 (см. табл. 2)). Поэтому отборные формы 2/1-24 (Quicky × Olympia), 3/9-28 (Florence × 
Faith), 4/7-10, 4/7-19 (Asia × Aprica), 5/2-26, 5/2-32 (San Andreas × Monterey) характеризуются гете-
розиготным сочетанием аллелей гена Rca2.

Заключение. Согласно результатам молекулярно-генетического анализа устойчивостью 
к антракнозной черной гнили, детерминируемой геном Rca2, характеризуются сорт земклуники 
Дар (гетерозиготное сочетание аллелей), сорта земляники садовой Aprica, Florence, Laetitia, 
Malwina, Monterey, Portola, Selva (гомозиготное (аллель Rca2) или гетерозиготное сочетание 
аллелей) и перспективные отборные формы 2/1-24 (Quicky × Olympia), 3/9-28 (Florence × Faith), 
4/7-10, 4/7-19 (Asia × Aprica), 5/2-26, 5/2-32 (San Andreas × Monterey) (гетерозиготное сочетание 
аллелей). Отмеченные формы являются генетическими источниками и донорами аллеля рези-
стент ности Rca2 и перспективны для использования в программах маркер-опосредованной се-
лекции земляники. У остальных проанализированных образцов ген Rca2 представлен аллелем 
rca2 в гомозиготном состоянии.
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