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Аннотация

Томат (Solanum lycopersicum) – одна из важнейших 
овощных культур. Его поражение различными болезня-
ми приводит к снижению урожайности, ухудшению товар-
ного вида продукции, уменьшению количество полезных 
веществ и лежкости товара. Все это приводит к серьез-
ным финансовым потерям. Одно из самых опасных забо-
леваний томата – кладоспориоз, возбудителем которого 
является гриб Cladosporium fulvum Cooke. Основной ме-
тод борьбы с заболеваниями – выведение и возделыва-
ние устойчивых сортов и гибридов томата. Традиционная 
селекция – длительный процесс, а молекулярные марке-
ры, применяемые на различных этапах селекционного 
процесса, способствуют его ускорению и эффективнос-
ти. Устойчивость томата к кладоспориозу наследуется как 
полностью доминантный признак. Генетический механизм 
устойчивости томата к кладоспориозу сложен и контроли-
руется 24 доминантными генами, среди которых один из 
основных – ген Cf-9. Локус Cf-9 был интегрирован в куль-
турный томат от его дикорастущего родственника Solanum 
pimpinellifolium. Методы молекулярного маркирования, на-
правленные на идентификацию аллелей гена Cf-9, находят 
все более широкое применение в селекционных програм-
мах. Предложенная в настоящем исследовании система 
SCAR-маркирования локуса данного гена позволяет иден-
тифицировать устойчивые и восприимчивые к кладос-
пориозу генотипы. Для подтверждения информативнос-
ти метода были проведены полевые испытания на инфек-
ционном фоне и было обнаружено, что результаты балль-
ной оценки поражения полностью совпадают с результа-
тами генотипирования. Эти результаты указывают на то, 
что разработанная система SCAR-маркирования аллелей 
гена Cf-9 может быть рекомендована к использованию в 
MAS-селекции сортов и гибридов томата, устойчивых к C. 
fulvum.
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Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most 
important vegetable crops. The injury by various diseases leads 
to a decrease in yield, deterioration of products, a decrease in 
the amount of useful substances and the storability that are the 
main reasons of the serious fi nancial losses. One of the most 
dangerous diseases of tomato is leaf mould, the causative 
agent of which is the fungus Cladosporium fulvum. The main 
method of disease control is the breeding and growing of 
resistant tomato cultivars and hybrids. Traditional breeding is 
a long process andmolecular markers are eff ective at various 
stages of the breeding process. Tomato resistance to leaf 
mould is inherited as a completely dominant trait. The genetic 
mechanism of leaf mould resistance is controlled by 24 genes, 
among which the Cf-9 gene is one of the main ones. The Cf-9 
locus has been integrated into cultivated tomato from its  wilde 
relative Solanum pimpinellifolium. Molecular labeling methods 
aimed at identifying alleles of the Cf-9 gene are increasingly 
being used in breeding programs. The system of SCAR-
marking used in current investigation make possible to detect 
resistant and susceptible to leaf mold genotypes. To confi rm 
the effi  ciency of the method, tests in place were carried out 
against an infectious background. It was found that the fi eld 
score is fully congruent with the results of genotyping. These 
results shows that the used system of SCAR marking of Cf-9 
gene alleles can be successfully used in MAS and breeding of 
tomato new varieties and hybrids resistant to C. fulvum.

Key words: Cf-9 locus, Cladosporium fulvum, MAS, 
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Патогенные микрооганизмы продолжают ос-
таваться одной из основных причин сни-
жения урожайности культурного томата 

(Solanum lycopersicum), несмотря на то, что су-
ществующие селекционные программы направле-
ны на создание устойчивых сортов и гибридов [1]. 
Типичный пример – гриб Cladosporium fulvum, вы-
зывающий бурую пятнистость, или кладоспориоз.

Патоген имеет высокую внутрипопуляционную 
изменчивость, быстро эволюционирует благодаря 

интенсификации возделывания культуры, что оп-
ределяет наличие множества рас [2]. Наибольший 
вред заболевание наносит томату в защищенном 
грунте во второй половине лета или в южных регио-
нах на неустойчивых сортах и гибридах в весенний 
период. На сортах и гибридах томата, которые не-
устойчивы к кладоспориозу, сначала болезнь про-
является на нижних листьях, а далее захватыва-
ет все растение полностью [3]. Распространение 
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спор гриба происходит за счет потоков воздуха, 
поливной воды и человеческого фактора [4].

Возделывание сортов и гибридов, несущих ал-
лели генов устойчивости к кладоспориозу, стано-
вится на сегодняшний день единственным спосо-
бом реализации потенциальной урожайности и по-
лучения качественной продукции как в защищен-
ном, так и в открытом грунте. В идентификации 
аллелей генов устойчивости к кладоспориозу не-
оценимое значение имеют молекулярные маркеры.

Идентифицировано несколько доминантных ге-
нов устойчивости (R-генов) к Cladosporium fulvum – 
Cf-гены, которые обозначаются от Cf1 до Cf24. Эти 
гены интрогрессированы в коммерческие сор-
та от дикорастущих видов: S. pimpinellifolium, S. 
habrochaites и других. Ген Cf2 от S. pimpinellifolium 
обеспечивает иммунитет к некоторым расам воз-
будителя. Гены Cf4, Cf6 и Cf7 определяющие ус-
тойчивость ко многим расам C. fulvum, расположе-
ны на хромосоме 1 [5]. Ген Cf3 локализован на 11-й 
хромосоме. Cf 5 и Cf 21 расположены на хромосо-
ме 4, Cf 6 и Cf 11 на хромосоме 12, Cf7 и Cf 8 на хро-
мосоме 9, Cf9 на хромосоме 1, Cf10 на хромосо-
ме 7, Cf14 на хромосоме 3, Cf19 и Cf20 на хромо-
соме 2, Cf22 на хромосоме 1 и Cf24 на хромосоме 
5 [6]. Некоторые из них, как, например, Cf1 и Cf3, 
теряют свое практическое значение в современ-
ных коммерческих сортах и гибридах томата, так 
как некоторые расы патогена преодолевают опре-
деляемую ими устойчивость. Для MAS-селекции 
наиболее часто используются линии с генами Cf2, 
Cf4, Cf6, Cf9 [7]. Наличие молекулярно-генетичес-
ких маркеров этих и других генов устойчивости, 
позволяющих различать восприимчивые и устой-
чивые генотипы, способствует реализации селек-
ционных программ без скрининга генотипов на ус-
тойчивость к заболеванию на инфекционном фоне. 
Наиболее перспективным на сегодняшний день 
остается ген Cf9, который длительное время обес-
печивает устойчивость томата к популяции возбу-
дителя кладоспориоза [8].

Ген R томата Cf-9 опосредует распознавание 
штаммов Cladosporium fulvum, несущих ген Avr9. 
У устойчивых растений при таком взаимодейс-
твии активируется реакция гиперчувствитель-

ности. Ген Cf-9 является членом семейства генов 
под названием Hcr9s (гомологи гена устойчивос-
ти Cladosporium fulvum Cf-9), присутствующего на 
коротком плече хромосомы 1 томата. Ген Cf-9 яв-
ляется третьим Hcr9 (Hcr9–9C) кластера из пяти 
гомологов, которые кодируют рецептороподоб-
ные белки с внеклеточными LRR и, как предпола-
гается, закрепляются в плазматической мембране 
[9, 10]. Локус Cf-9 был интрогрессирован в куль-
турный томат от дикорастущего вида Solanum 
pimpinellifolium (рис. 1) [11].

В дополнение к Cf-9, было показано наличие 
в популяции S. pimpinellifolium второго гена, обоз-
наченного как 9DC, который также обеспечивает 
распознавание Avr9. Cf-9, вероятнее всего, эво-
люционировал путем внутригенной рекомбинации 
между 9DC и другим Hcr 9 [12, 13].

Цель настоящего исследования – идентифика-
ция доминантных аллелей генов Cf-9 и 9DC с по-
мощью монолокусного SCAR-маркера. Это, в свою 
очередь, позволит выявить устойчивые и воспри-
имчивые к кладоспориозу генотипы среди изучае-
мых образцов и соотнести результаты молекуляр-
но-генетического маркирования с балльной оцен-
кой генотипов на инфекционном фоне.

Условия, материалы и методы исследований
Материалом для идентификации аллелей ге-

нов Cf-9 и 9DC послужила коллекция семян из 89 
селекционных образцов (40 линий), предоставлен-
ная канд. с.-х. наук, ведущим научным сотрудником 
ВНИИО – филиала ФГБНУ ФНЦО, ведущим селек-
ционером компании «Поиск» Татьяной Аркадьевной 
Терешонковой. В составе коллекции представле-
ны опытные гибриды томата различных товарных 
групп (крупноплодные, кистевые, коктейль, чер-
ри). Молекулярно-генетический анализ представ-
ленной коллекции проведен на базе лаборатории 
маркерной и геномной селекции растений ФГБНУ 
«Всероссийский научно-исследовательский инсти-
тут сельскохозяйственной биотехнологии» (ФГБНУ 
ВНИИСБ). Полевые испытания проведены на базе 
селекцентра ВНИИО «Всероссийский научно-ис-
следовательский институт овощеводства – фили-
ал Федерального государственного бюджетного на-
учного учреждения «Федеральный научный центр 
овощеводства»» (ВНИИО – филиал ФГБНУ ФНЦО). 
Исследования проведены с 2020 по 2022 годы.

Коллекция, включающая 89 образцов, была 
проанализирована с помощью праймеров, синте-
зированных ООО «Синтол» (г. Москва) (табл. 1).

Таблица 1. SCAR-маркеры, использованные в исследовании

Название маркера Последовательность 
(5’->3’)

Температура отжига, 
°С

Размер продукта 
(устойчивость)

Размер продукта 
(восприимчивость) Тип маркера

CS5/ DS1/ CS1 [12]

TTTCCAACTTACAATCCCTTC

60 378 -(Cf-9); 507 - (9DC) отсутствие фрагмента SCARGAGAGCTCAACCTTTACGAA

GCCGTTCAAGTTGGGTGTT

Рис. 1. Кладоспориоз томата на листьях [11]

Рис. 2. Электрофореграмма по результатам анализа 
некоторых линий, праймеры CS5/DS1/CS5 М – маркер 
100bp+ (ООО «Синтол», г. Москва)
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Таблица 2. Результаты молекулярно-генетического анализа и полевых испытаний исследуемых образцов томата, 2020–2022 годы

№ Сf-9 Кладоспориоз Сравнение

Окраска* Тип 
плода*линии 

п/п марки посевной
378 - уст (Cf-9); 507 
- уст (9DC); отсут. 

фрагмента – воспр
фон - Селекцентр 
ВНИИО, 2020 год

совпадение оценки
ПЦР + фон

1 1 149-2 378 0/2,5 Р оранж. чер.

2 86 755-3 378 0 Да желт. чер.

3 3 150-1 0 нет данных – оранж. чер.

4 46 736-1 378 0 Да красн. круп.

5 5 151-1 0 0 Да красн. круп.

6 7 152-1 378 0 Да красн. круп.

7 9 153-1 0 1 Да красн. круп.

.8 11 154-1 0 1 Да красн. круп.

9 13 155-1 0 1 Да красн. чер.

10 15 156-1 378 0 Да оранж. чер.

11 17 157-1 378 нет данных – оранж. чер.

12 44 731-1 378 0/1 Р красн. чер.

13 19 158-1 0 1 Да красн. круп.

14 21 159-1 378 0/1 Р красн. круп.

15 23 160-1 378 1 Нет красн. круп.

16 81 751-1 0 1 Да оранж. чер.

17 24b 161-1 0 1 Да желт. кокт.

18 26 162-4 378 0 Да желт. кокт.

19 30 333-1 378 0 Да желт. чер.

20 28 163-1 378 0 Да желт. кокт.

21 32 334-1 378 0 Да красн. круп.

22 36 336-1 378 0 Да красн. круп.

23 69 352-2 378 0 Да красн. чер.

24 38 337-1 0 1 Да красн. круп.

25 40 338-1 378 1 Нет красн. круп.

26 77 356-1 0 нет данных – красн. чер.

27 42 339-1 0 1 Да красн. круп.

28 48 340-2 378 0 Да оранж. кокт.

29 49 341-1 378 0 Р оранж. кокт.

30 51 342-2 378 0 Да красн. кокт.

31 52 343-1 378 0/2 Р малин. кокт.

32 54 344-1 378 0 Р красн. круп.

33 55 345-1 378 0 Р красн. круп.

34 57 346-1 0 1 Да красн. круп.

35 59 347-1 0 1 Да красн. круп.

36 61 348-1 0 1 Да красн. круп.

37 63 349-1 0 0/1 Р красн. чер.

38 65 350-1 378 0 Р красн. чер.

39 71 353-1 378 0 Да красн. чер.

40 73 354-1 378 0 Р красн. чер.

41 75 355-1 0 0 Р красн. чер.

42 79 357-1 378 0 Да красн. круп.

43 83 752-1 378 0 Да оранж. чер.

Всего, совпадение результатов 
оценки – – 27 –

Всего, несовпадение результа-
тов оценки – – 2 –

Всего, расщепление по 1 или 2 
оценкам – – 11 –

Всего проанализировано – – 40 –

*Окраска: красн.- красный; оранж.-оранжевый; желт.- желтый; малин.-малиновый. Тип плода: круп.- крупноплодный; чер.- черри; кокт.- 
коктейль.
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Выделение ДНК проводили из молодых листьев 
по методике, описанной Dilworth, E. [14] с модифи-
кациями Henry R. [15]. Реакционная смесь для ПЦР 
объемом 25 мкл содержала 50–100 нг ДНК, 2,5 мМ 
dNTP, 3мМ MgSO4, 10пМ каждого праймера, 2 ед. 
Taq-полимеразы (Синтол, г. Москва) и 2х стандар-
тный ПЦР буфер. Реакцию проводили в амплифи-
каторе Termal Cycler Bio-Rad T 100 по программе 
95 °C – 5 мин, 35 циклов 95 °C – 20 с, 60 °C – 30 с, 
72 °C – 30 с, финальная элонгация в течение 5 мин 
при 72 °C. Визуализацию результатов ПЦР про-
водили путем электрофореза в 1,7% -м агароз-
ном геле с 1× ТАЕ буфером, результаты анализи-
ровали с помощью системы Gel Doc 2000 (Bio-Rad 
Laboratories, Inc., США).

Анализ последовательностей на основании 
имеющихся экспериментальных данных и после-
довательности гена Сf-9 посредством биоинфор-
матических ресурсов BLAST NCBI и Unipro UGENE 
показал, что праймеры, представленные в табли-
це 1, позволят выявить полиморфизм между ус-
тойчивыми и восприимчивыми генотипами в попу-
ляции культурного томата Solanum lycopersicum.

Праймеры CS5/DS1/CS1 позволяют амплифи-
цировать продукты 378 пн и 507 пн у устойчивых 
к кладоспориозу генотипов, что указывает на на-
личие аллелей генов Cf-9 и 9DS, соответственно 
(рис. 2). У изучаемых сортообразцов происходила 
амплификация фрагментов только одного разме-
ра – 378 пн. У восприимчивых генотипов амплифи-
кации не происходит.

Для подтверждения результатов молекуляр-
но-генетического маркирования была проведе-
на оценка исходного материала на инфекцион-
ном фоне. Балльную оценку исходного материала 
на устойчивость/восприимчивость к исследуемо-
му заболеванию проводили в теплице (защищен-
ном грунте) согласно «Методическим указаниям 
по селекции сортов и гибридов томата для откры-
того и защищенного грунта» (Москва, ВАСХНИЛ, 
ВНИИССОК, 1986 год). Развитие болезни (балл) 
определяли по общепринятым в фитопатологии 
методикам. Оценка проводилась на естественном 
инфекционном фоне на устойчивость к кладоспо-
риозу. Для оценки развития кладоспориоза поль-
зовались 5 – балльной шкалой: 0 – отсутствие при-
знаков поражения; 4 – полная гибель растения 
[16].

Результаты исследований
Для того чтобы подтвердить эффективность ис-

пользования данного типа маркирования в MAS-
селекции сортов и гибридов томата, была прове-
дена полевая оценка изучаемых генотипов на ин-
фекционном фоне. Результаты молекулярно-гене-
тического анализа и полевых испытаний представ-
лены в таблице 2.

Таким образом, оценка генотипов томата как 
на устойчивость к кладоспориозу, так и по другим 
признакам, часто требует специальных приемов. 
Технологии молекулярного маркирования, осно-
ванные на ПЦР-анализе, позволяют значительно 
сократить длительность селекционного процес-
са, поскольку в данном случае исключается необ-
ходимость проведения полевых испытаний и лабо-
раторных оценок. Молекулярно-генетический ана-
лиз может быть выполнен как на ранних, так и на 
более поздних этапах селекционного процесса. 

Эффективность маркеров различных типов уве-
личивается с каждым годом, так как наблюдает-
ся тесная корреляция результатов маркирования 
с анализируемым хозяйственно ценным призна-
ком. В частности, предложенный в данном иссле-
довании SCAR-маркер гена Cf-9 показал высокую 
информативность и позволил провести анализ се-
лекционных линий культурного томата, прежде 
всего, идентифицировать восприимчивые к кла-
доспориозу генотипы. Из проанализированных со-
рока линий томата совпадение данных молекуляр-
но-генетического анализа и полевых испытаний 
выявлено в 68% случаев – у двадцати семи линий 
из сорока, что указывает на высокую эффектив-
ность применяемого SCAR-маркера.

В селекционных программах томата на ус-
тойчивость к кладоспориозу применяются раз-
личные системы маркирования [9, 12]. В боль-
шинстве случаев молекулярно-генетический ана-
лиз позволяет выявить гомозиготные устойчивые 
и гетерозиготные генотипы культурного томата. 
Предложенная в данном исследовании система 
SCAR-маркирования, кроме того, позволяет иден-
тифицировать аллели генов Cf-9 и 9DC, что делает 
ее еще более перспективной при использовании 
в селекции. У образцов изучаемой коллекции иден-
тифицирован только аллель Cf-9. Локус Cf-9, пере-
шедший в генотип культурного томата от дикорас-
тущего S. pimpinellifolium, обеспечивает распозна-
вание AVR9. В некоторых исследованиях иденти-
фицируется также второй ген, обозначенный как 
9DC, который также обеспечивает распознавание 
AVR9 [13]. По сравнению с Cf-9, 9DC полиморф-
нее, встречается чаще и шире распространен сре-
ди популяции S. pimpinellifolium. Анализируя пос-
ледовательности генов Cf-9 и 9DC можно предпо-
ложить, что Cf-9 эволюционировал от 9DC за счет 
внутригенной рекомбинации между 9DC и другим 
Hcr9. Тот факт, что белки 9DC и Cf-9 различаются 
по 61 аминокислотному остатку, и оба опосредуют 
распознавание AVR9, показывает, что в природ-
ные белки Hcr9 с той же специфичностью распоз-
навания могут значительно различаться.

Выводы
Применяемая в данном исследовании система 

маркирования оказалась информативна с точки 
зрения идентификации гомологов гена Cf-9 и поз-
волила выявить восприимчивые генотипы, кото-
рые необходимо исключить из селекционной ра-
боты. Из 89 проанализированных образцов томата 
различных товарных групп 60 оказались устойчи-
выми к кладоспориозу, у них подтверждено нали-
чие аллеля Cf-9. Образцы с аллелем 9DC в резуль-
тате проведенного анализа не выявлены.

Образцы, идентифицированные в данном ис-
следовании как восприимчивые к кладоспорио-
зу, могут быть исключены из селекционного про-
цесса, что также позволит сократить объем ана-
лизируемого материала на последующих этапах 
выведения гибридов и сортов томата. Поскольку 
традиционная селекция является длительным 
процессом, то применение молекулярного мар-
кирования, в том числе и SCAR-маркирования ус-
тойчивости к кладоспориозу на различных этапах 
селекционного процесса, способствует его уско-
рению и эффективности.
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