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Strawberry (Fragaria × ananassa Duch.) varieties are 
susceptible to many fungal diseases. Identification of 
forms, carrying resistance genes, is an important stage 
in breeding programs leading to resistant varieties. 
The use of molecular markers allows to determine with 
high reliability the presence of the necessary genes in 
the genome and to identify promising forms. Some of 
the common strawberry’s diseases, causing significant 
damage to strawberry plantations, are anthracnose 
(Colletotrichum acutatum Simmonds) and red stele 
root rot (Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman). 
Dominant Rca2 gene is involved in monogenic resis­
tance to C. acutatum pathogenicity group 2. Rpf1, Rpf2, 
Rpf3 genes are determined in monogenic resistance to 
red stele root rot. The purpose of this study was mole­
cular genetic testing genotypes of genus Fragaria L. to 
identify carriers of Rca2 allele anthracnose resistance 
and Rpf1 allele red stele root rot resistance. The objects 
of study were the wild species of the genus Fragaria L. 
and strawberry varieties (Fragaria × ananassa Duch.) of 
different ecological and geographic origin. To assess 
allelic state Rca2 anthracnose resistance gene the 
dominant SCAR marker STS-Rca2_240 was used, was 
linked to the resistance gene Rca2 with a genetic dis­
tance of 2.8 cM. Rpf1 gene red stele root rot resistance 
was identified with the dominant SCAR marker R1A, 
was linked to the resistance gene Rpf1 with a genetic 
distance of 3.0 cM. The resistant allele of the marker 
STS-Rca2_240 was identified in the Laetitia variety 
(Rca2Rca2 or Rca2rca2 genotype), which allows us 
to recommend it as a promising source in breeding 
for anthracnose resistance. The other studied forms 
have homozygous recessive state of the marker STS-
Rca2_240 (putative genotype rca2rca2). The resistant 
allele of the marker SCAR-R1A in the varieties and wild 
species of strawberry under study is absent, which 
presumably indicates their homozygous recessive 
genotype of Rpf1 gene (rpf1rpf1).

Key words: strawberry; molecular markers; resistance; 
anthracnose; red stele root rot; Rca2 and Rpf1 genes.

Сорта земляники садовой (Fragaria × ananassa Duch.) восприим­
чивы ко многим грибным заболеваниям. Идентификация форм, 
несущих гены устойчивости, является важным этапом селекцион­
ных программ по созданию устойчивых сортов. Использование 
молекулярных маркеров позволяет с высокой надежностью опре­
делить присутствие в геноме необходимых генов и идентифици­
ровать перспективные формы. К числу распространенных заболе­
ваний земляники, наносящих значительный ущерб насаждениям, 
относятся антракнозная гниль (Colletotrichum acutatum Simmonds) 
и фитофторозное увядание (Phytophthora fragariae var. fragariae 
Hickman). Моногенная устойчивость к C. acutatum второй группы 
патогенности контролируется доминантным геном Rca2. Моноген­
ная устойчивость земляники к фитофторозной корневой гнили 
детерминирована несколькими олигогенами – Rpf1, Rpf2, Rpf3. 
Целью настоящего исследования было молекулярно-генетическое 
тестирование генотипов рода Fragaria L. для идентификации носи­
телей аллелей Rca2 устойчивости к антракнозу и Rpf1 устойчиво­
сти к фитофторозной корневой гнили. Объектами исследования 
являлись дикорастущие виды рода Fragaria L. и сорта земляники 
ананасной (Fragaria × ananassa Duch.) различного эколого-геогра­
фического происхождения. Для оценки аллельного состояния 
гена Rca2 устойчивости к антракнозу использовали доминантный 
SCAR-маркер STS-Rca2_240, локализованный на расстоянии 2.8 cM 
от гена. Для выявления гена Rpf1 устойчивости к фитофторозной 
корневой гнили использовали доминантный SCAR-маркер R1A, 
находящийся на расстоянии 3.0 cM от гена. Доминантный аллель 
маркера STS-Rca2_240 идентифицирован у сорта Laetitia (гено­
тип Rca2Rca2 или Rca2rca2), что позволяет рекомендовать его в 
качестве перспективного источника устойчивости к антракнозу 
для селекции. Остальные изученные формы характеризуются 
рецессивным гомозиготным состоянием маркера STS-Rca2_240 
(предполагаемый генотип rca2rca2). Доминантный аллель маркера 
SCAR-R1A у изучаемых сортов и дикорастущих видов земляники 
не выявлен, что предположительно свидетельствует об их рецес­
сивном гомозиготном генотипе по гену Rpf1 (rpf1rpf1). 

Ключевые слова: земляника; молекулярные маркеры; 
устойчивость; антракноз; фитофтороз; гены Rca2; Rpf1.
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Земляника садовая (Fragaria × ananassa Duch.) – наи-
более популярная и экономически выгодная ягодная 
культура (Hummer, Hancock, 2009). В промышленных 

масштабах земляника садовая возделывается в 75 странах 
мира, и на ее долю приходится свыше 2/3 объема мирового 
производства ягод (FAOStat, 2018). При этом земляника 
восприимчива ко многим заболеваниям, массовое разви-
тие которых способно приводить к 100 % гибели урожая 
(Folta, Davis, 2006).

К числу важнейших заболеваний земляники относятся 
антракнозная гниль (Colletotrichum acutatum Simmonds) и 
фитофторозная корневая гниль (фитофторозное увядание) 
(Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman), нанося­
щие значительный ущерб насаждениям в Европе и Аме­
рике (Smith, 2008; Newton et al., 2010). Большинство 
коммерческих сортов земляники зарубежной селекции 
восприимчивы к фитофторозному увяданию и антракно­
зу (Van de Weg, 1997a; Denoyes-Rothan et al., 2005). В по-
следние годы возбудители антракноза и фитофтороза 
тестируются и на насаждениях земляники в России, при­
чем P. fragariae var. fragariae включен в Перечень вреди­
телей, болезней растений и сорняков, имеющих каран- 
тинное значение для РФ (Александров и др., 2007; Голо-
вин, 2014; Дудченко и др., 2015).

Антракноз поражает надземную часть земляники: пло-
ды, цветки, черешки, листья, столоны, вызывая значитель-
ное угнетение, а в некоторых случаях приводя к гибели 
растений. Патоген способен долгое время находиться на 
растении в латентном состоянии, что значительно ослож-
няет надежную идентификацию и проведение защитных 
мероприятий (Leandro et al., 2001). Потери товарного уро­
жая земляники от антракноза могут достигать 80 % (Дуд-
ченко и др., 2015).

P. fragariae var. fragariae поражает корневую систему, 
вызывая угнетение роста, увядание и впоследствии гибель 
растений. Визуальная диагностика патогена затруднена 
сходством симптомов поражения с воздействием стрессо-
вых факторов абиотической природы (de los Santos et al., 
2004; Александров и др., 2007). Распространение возбу-
дителя происходит в основном с зараженным посадочным 
материалом, при этом ооспоры могут сохраняться в почве 
при отсутствии растения-хозяина, по разным данным, от 
3 до 17 лет (Duncan, Cowan, 1980; Szkuta, 2006).

В этой связи создание новых высокоустойчивых к па-
тогенам сортов земляники является важной селекционной 
задачей. Возделывание сортов с генетической устойчиво-
стью к заболеваниям позволит повысить рентабельность 
насаждений, а также положительно скажется на экологи-
ческом состоянии земляничных агроценозов вследствие 
снижения пестицидной нагрузки (Korbin, 2011). 

К важным факторам совершенствования сортимента 
земляники садовой относятся углубление генетических ис-
следований, определение закономерностей наследования 
локусов хозяйственно ценных признаков и идентификация 
доноров. Одним из перспективных направлений повы-
шения эффективности генетических исследований зем-
ляники является применение современных методов моле-
кулярно-генетического анализа генома с использованием 
ДНК-маркеров. В настоящее время молекулярные марке-
ры находят широкое применение при анализе генетиче-

ского разнообразия, картировании, сортовой идентифика- 
ции генотипов земляники. В меньшей степени молекуляр- 
ные маркеры используются в селекции (Whitaker, 2011).

Цель настоящего исследования заключалась в молеку­
лярно-генетическом тестировании генотипов рода  Fra­
garia  L. для идентификации носителей генов Rca2  ус- 
тойчивости к антракнозу и Rpf1 устойчивости к  фито­
фторозной корневой гнили.

Материалы и методы
Биологическими объектами исследования служили дико-
растущие виды рода Fragaria L. (F. orientalis Los., F. mos- 
chata Duch., F. ovalis Rydb., F. virginiana Rydb. ssp. pla­
typetala) и сорта земляники ананасной (Fragaria × ana­
nassa  Duch.) различного эколого-географического  про- 
исхождения из генетической коллекции ФГБНУ «Феде- 
ральный научный центр им.  И.В.  Мичурина» (ФНЦ 
им.  И.В.  Мичурина): Ласточка, Привлекательная, Уро-
жайная ЦГЛ, Фейерверк, Флора, Яркая (селекция ФНЦ 
им. И.В. Мичурина, Россия); Барон Солемахер (Герма-
ния); Elsanta, Korona, Kimberly, Vicoda, Vima Tarda, Vima 
Xima, Vima Zanta (Нидерланды); Florence (Англия); Kent 
(Канада); Laetitia (Италия); Red Gauntlet (Шотландия).

Для оценки аллельного состояния гена Rca2 устой-
чивости к антракнозу использовали SCAR-маркер STS-
Rca2_240. Контроль протекания ПЦР осуществляли с 
помощью SSR-маркера EMFv020 (Lerceteau-Kohler et al., 
2005). Для оценки аллельного состояния гена Rpf1 устой-
чивости к фитофторозной корневой гнили использовали 
SCAR-маркер R1A (Haymes et al., 2000). 

Нуклеотидная последовательность праймеров и размер 
целевых фрагментов приведены в табл. 1. Использован-
ные в работе праймеры синтезированы ЗАО «Синтол» 
(Москва).

Экстракция геномной ДНК проведена по методу Di­
versity Arrays Technology P/L (DArT) (www.DiversityAr-
rays.com). Однако использование базового протокола не 
позволило получить экстракт ДНК с необходимой для 
ПЦР-анализа степенью чистоты (несмотря на высокую 
концентрацию ДНК в растворе, наблюдалось ингиби-
рование тестовой ПЦР). Для снижения содержания в 
растворе ДНК ингибирующих примесей была использо-
вана дополнительная двойная очистка ДНК 5 M NaCl с 
последующим переосаждением 70 % этанолом, для чего 
к раствору ДНК добавляли 100 мкл 5 М NaCl и 400 мкл 
70 % этилового спирта, центрифугировали на скорости 
13 000 об/мин в течение 5 мин, удаляли супернатант, оса-
док дважды промывали 80 % этанолом, подсушивали при 
комнатной температуре и растворяли в деионизированной 
воде. В результате получен экстракт ДНК необходимой 
для постановки ПЦР концентрации и чистоты.

Реакционная смесь для ПЦР объемом 15 мкл содержала: 
20 нг ДНК, 1.5 мМ dNTPs, 2.5 мМ MgCl2, 0.2 мМ каждого 
праймера, 0.2 U Taq-полимеразы (0.8 U для мультиплекс-
ной ПЦР STS-Rca2_240+EMFv020) и 2.5 мМ Taq-буфера 
(+(NH4)2SO4, –KCl). Все компоненты произведены фир-
мой Thermo Fisher Scientific.

Амплификацию проводили в термоциклере T100 про-
изводства фирмы BIO-RAD (США) по следующим про­
граммам:
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STS-Rca2_240+EMFv020: денатурация: 95 °C – 3 мин, 
35 циклов: 95 °C – 50 с, 64 °C – 50 с, 72 °C – 1 мин; фи-
нальная элонгация: 72 °C – 5 мин;

SCAR-R1A: денатурация: 94  °C  – 3 мин, 25  циклов: 
94 °C – 30 с, 60 °C – 45 с, 72 °C – 1 мин; финальная элон-
гация: 72 °C – 7 мин.

Разделение ампликонов осуществляли методом элект­
рофореза в 2 % агарозном геле. Для определения длины 
амплифицированных фрагментов использовали маркер 
молекулярной массы Gene Ruler 100  bp DNA Ladder 
(Thermo Fisher Scientific).

Результаты и обсуждение
Fragaria × ananassa Duch. – сложный для молекулярно-
генетического анализа объект. Высокий уровень плоид-
ности  (8x), совмещение в генотипе различных базовых 
геномов, сложные генные взаимодействия и полигенный 
контроль признаков затрудняют изучение генетики земля-
ники. Устойчивость земляники к возбудителям различных 
заболеваний в большинстве случаев также контролируется 
полигенно. Однако в настоящее время к некоторым пато-
генам (C. acutatum, P. fragariae var. fragariae) выявлены 
моногенные факторы устойчивости (Van de Weg, 1997a, b; 
Lerceteau-Kohler et al., 2002), что позволяет вести эффек-
тивный скрининг устойчивых генотипов с использовани-
ем молекулярных маркеров.

К антракнозной гнили у земляники выявлено два типа 
устойчивости: полигенная и моногенная. Полигенно на­
следуется устойчивость к C.  acutatum первой группы 
патогенности (Denoyes-Rothan et al., 2004). Моногенно 
контролируется устойчивость к C. acutatum второй группы 

патогенности (доминантный ген Rca2) (Lerceteau-Kohler 
et al., 2002).

SCAR-маркер STS-Rca2_240 локализован на расстоя-
нии 2.8 cM от гена Rca2. Доминантный аллель маркера 
идентифицируется по наличию на электрофореграмме 
фрагмента размером 240 п. н. Сцепленное наследование 
аллелей маркера и гена Rca2 позволяет на основании при-
сутствия (или отсутствия) аллелей маркера предсказать 
аллельное состояние гена Rca2 (Lerceteau-Kohler et al., 
2005).

В анализируемой коллекции генотипов земляники 
доминантный аллель маркера, сцепленного с геном 
Rca2, выявлен у сорта Laetitia (предполагаемый генотип 
Rca2 Rca2 или Rca2rca2). Остальные изученные формы 
характеризуются рецессивным гомозиготным состоянием 
маркера, сцепленного с геном Rca2 (предполагаемый ге­
нотип rca2rca2) (пример идентификации представлен на 
рис. 1, результаты – в табл. 2). 

Отсутствие доминантного аллеля маркера STS-Rca2_ 
240 у считающегося устойчивым к антракнозу сорта 
Vicoda предположительно может быть обусловлено двумя 
факторами: произошедшей у сорта (или его родитель-
ских форм) рекомбинацией между геном устойчивости 
и маркером (подобная рекомбинация отмечена в работе 
(Lerceteau-Kohler et al., 2005) для генотипа US292 и его 
родительской формы Arking) или наличием других гене-
тических факторов устойчивости.

Рецессивное состояние маркера STS-Rca2_240 у вида 
F.  virginiana ssp. platipetala и сорта земляники садовой 
Elsanta подтверждается также литературными данными 
(Njuguna, 2010; Sturzeanu et al., 2016). При этом необходи-

Таблица 1. Характеристика использованных в работе праймеров

Ген Маркер Нуклеотидная последовательность праймеров Размер целевых 
фрагментов, п. н.

Rca2 STS-Rca2_240 F 5’-GCCACGTCACTAGTCAAATTCAA-3’
R 5’-TCATGGACAGTGGTCTCAGC-3’

240

EMFv020 (контроль ПЦР) F 5’-CAGGCGCCAACGGCGTGCTCTTGT-3’
R 5’-CAGCGCCGCCAGCTCATCCCTAGG-3’

~170

Rpf1 SCAR-R1A F 5’-TGCATCATTAATGTAGAAGTCTTT-3’
R 5’-TGATGCGACATACAAAAATATTAG-3’

285

STS-Rca2_240
Контроль ПЦР

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 М

Рис. 1. Электрофоретический профиль маркера STS-Rca2_240 генотипов земляники.
1 – Elsanta, 2 – Kent, 3 – Red Gauntlet, 4 – Florence, 5 – Laetitia, 6 – Vima Tarda, 7 – Урожайная ЦГЛ, 8 – Vicoda, 9 – Фейерверк, 10 – При­
влекательная, 11 – Kimberly, 12 – Vima Zanta, 13 – Korona, 14 – Яркая, 15 – Флора, 16 – Ласточка, 17 – Vima Xima, М – маркер молеку­
лярного веса.
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мо отметить, что, по данным (Njuguna, 2010), доминант­
ный аллель маркера STS-Rca2_240, сцепленного с геном 
Rca2, присутствует у сорта Red Gauntlet, у которого, со­
гласно нашим исследованиям, ген Rca2 предположительно 
представлен рецессивным аллелем. Подобное расхож-
дение результатов может быть обусловлено ошибкой 
идентификации и требует дополнительного исследования. 
Вместе с тем, согласно результатам искусственного за-
ражения, сорт Red Gauntlet восприимчив к C. acutatum 
(Simpson et al., 1994), что косвенно подтверждает полу-
ченные нами результаты.

Моногенная устойчивость земляники к фитофторозной 
корневой гнили детерминирована несколькими олигогена-

ми. W.E. Van de Weg (1997b), анализируя модель взаимо-
действия сортов земляники и различных рас P. fragariae 
var. fragariae по типу «ген на ген», выделил пять факторов 
устойчивости (R1–R5), соответствующих определенному 
гену авирулентности патогена (Avr1–Avr5). В настоящее 
время считается, что основная роль в формировании ус­
тойчивости принадлежит трем генам – Rpf1, Rpf2, Rpf3 
(Whitaker, 2011). Ген Rpf1 обеспечивает устойчивость 
генотипов земляники к 16 расам P. fragariae var. fragariae 
(Sasnauskas et al., 2007).

Маркер SCAR-R1A локализован на расстоянии 3.0 cM 
от гена Rpf1. С доминантным аллелем гена Rpf1 сцеплен 
фрагмент размером 285 п. н. У генотипов с рецессивным 

Таблица 2. Наличие (1) или отсутствие (0) ПЦР-продукта, зарегистрированное при анализе указанных маркеров,  
сцепленных с локусами устойчивости к антракнозу (Rca2) и фитофторозу (Rpf1) у различных образцов земляники

Вид/сорт Rca2 Rpf1 Предполагаемый 
генотип

STS-Rca2_240 SCAR-R1A

F. orientalis Los. 0 0 rca2rca2rpf1rpf1

F. moschata Duch. 0 0

F. ovalis Rydb. 0 0

F. virginiana Rydb. ssp. platypetala 0 0

Барон Солемахер (F. vesca L.) 0 0

Ласточка (922-67 × Привлекательная) 0 0

Привлекательная (Рубиновый кулон × Allbritton) 0 0

Урожайная ЦГЛ (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Фейерверк (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Флора (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Яркая (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Elsanta (Gorella × Holiday) 0 0

Florence (Tioga × (Red Gauntlet × (Wiltguard × Gorella))) × (Providence × Providence) 0 0

Kent ((Red Gauntlet × Tioga) × Raritan) 0 0

Kimberly (Gorella × Chandler) 0 0

Korona (Tamella × Induka) 0 0

Laetitia (сеянец неизвестного происхождения) 1 0 Rca2rca2rpf1rpf1

Red Gauntlet ((NJ New Jersey 1051 × Climax) × (Climax × 1051)) 0 0 rca2rca2rpf1rpf1

Vicoda (сеянец неизвестного происхождения) 0 0

Vima Tarda (Vima Zanta × Vicoda) 0 0

Vima Xima (сеянец неизвестного происхождения) 0 0

Vima Zanta (Elsanta × Korona) 0 0

SCAR-R1A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 МK

Рис. 2. Электрофоретический профиль маркера SCAR-R1A генотипов земляники.
К – Tristar (контроль), 1 – Elsanta, 2 – Kent, 3 – Red Gauntlet, 4 – Florence, 5 – Laetitia, 6 – Vima Tarda, 7 – Урожайная ЦГЛ, 8 – Vicoda,  
9 – Фейерверк, 10 – Привлекательная, 11 – Kimberly, 12 – Vima Zanta, 13 – Korona, 14 – Яркая, 15 – Флора, 16 – Ласточка, 17 – Vima 
Xima, М – маркер молекулярного веса.
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Анализ генетической коллекции земляники (Fragaria L.)  
по генам Rca2 и Rpf1 с использованием молекулярных маркеров

гомозиготным состоянием гена (rpf1rpf1) данный продукт 
не амплифицируется (Haymes et al., 2000). Молекулярно-
генетический анализ генотипов земляники на  присут- 
ствие маркера SCAR-R1A показал отсутствие у представи-
телей изучаемой коллекции целевого фрагмента 285 п. н.  
(пример идентификации представлен на рис. 2), что пред-
положительно свидетельствует о рецессивном гомози-
готном состоянии гена Rpf1 у изучаемых форм – rpf1rpf1 
(см. табл. 2).

Рецессивное состояние маркера SCAR-R1A у сортов 
Elsanta и Kent подтверждается литературными данными 
(Haymes et al., 2000; Sturzeanu et al., 2016). Согласно 
(Njuguna, 2010), в популяциях F. virginiana ssp. platipetala 
различных мест произрастания также не был обнаружен 
доминантный аллель маркера, сцепленного с геном Rpf1.

Таким образом, по результатам молекулярно-генетиче-
ского анализа изучаемые генотипы земляники идентифи-
цированы как восприимчивые к фитофторозной корневой 
гнили по оценке аллельного состояния гена Rpf1. Устой-
чивостью к антракнозу по оценке аллельного состояния 
гена Rca2 характеризуется сорт Laetitia, что позволяет 
рекомендовать его в качестве перспективного источника 
устойчивости к C. acutatum второй группы патогенности 
для селекции.
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