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с использованием проростков семян И ДНК-МАРКерОВ
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Приведены результаты изучения устойчивости к антракнозу разных форм фасоли обыкновенной (Phaseolus vul-
garis L.) с использованием проростков и молекулярного тестирования по генам Co-14 и Phg-1. Выявлена разная 
реакция образцов на воздействие патогена. Выделены мутантные линии, содержащие в геноме гены Co-14 и Phg-1.
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The results of study of various forms of common bean (Phaseolus vulgaris L.) to anthracnose resistance using 
seedlings and molecular testing for the Co-14 and Phg-1 genes were presented. The different responses of the samples 
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to the influence of the pathogen were revealed. The lines from mutant forms that had the Co-14 and Phg-1 genes in their 
genomes were selected. 
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Введение
Фасоль обыкновенная широко распространена в мировом земледелии, ее возделывают более чем 

в 70 странах в различных почвенно-климатических зонах. В мире общая площадь посевов культуры 
составляет около 27 млн га, из них 4,8 тыс. га находится в России. В [1] приведены данные о площадях 
возделывания фасоли на семена и на бобы технической спелости на территории Европейского союза 
в 2005–2007 гг. Максимальные площади под этой культурой заняты (соответственно направлению ис-
пользования) в Румынии (более 60 тыс. га) и Италии (25 тыс. га). Снижение посевных площадей в ряде 
стран связано с отсутствием в  генофонде зернобобовых культур генотипов, устойчивых к болезням 
и вредителям, а также форм с высоким адаптивным потенциалом. В связи с этим актуальность рас-
ширения генофонда фасоли и  поиска доноров и  источников устойчивости к  стрессорам вполне за-
кономерна, ибо прекращение возделывания бобовых культур может привести к серьезному дефициту 
растительного белка во многих странах мира [2].

Широкому распространению фасоли овощной препятствуют различные болезни и  абиотические 
стрессоры, существенно снижающие (до 40  % и  более) продуктивность растений и  качество зерна. 
Наличием доноров и источников устойчивости определяется успех селекции. В повышении эффектив-
ности последней существенными являются подходы, при которых используются генетические маркеры 
в качестве критериев для отбора ценных генотипов. Поэтому для теоретического обоснования выделе-
ния генотипов с генами устойчивости к болезням и разработки новой стратегии селекции необходимо 
молекулярно-генетическое тестирование геномов. 

Для фасоли характерны многие заболевания, в том числе связанные с действием разных патогенных 
грибов. Антракноз фасоли – широко распространенное вредоносное заболевание, вызываемое грибом 
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Br.  & Cav. Он повреждает все надземные части гороха, 
фасоли, чечевицы. При инфекции на листьях появляются пятна неправильной формы, желто-бурые, 
с темно-коричневой каймой. На бобах пятна темно-бурые, на стеблях – удлиненные, опоясывающие. 
В центре пятен образуется конидиальное спороношение гриба в виде оранжево-розовых или красно-

ватых подушечек с многочисленными щетинками. Конидии – бес
цветные, одноклеточные, прямые или слегка изогнутые (рис. 1).

Распространение патогена осуществляется конидиями в дожд
ливую ветреную погоду. Оптимальная температура для развития 
заболевания 14–16  °С. Повышенная влажность воздуха и частые 
обильные осадки обусловливают сильное поражение растений ан-
тракнозом. Его развитию способствуют кислые почвы и загущен-
ные посевы. При антракнозе у растений снижается урожайность 
и всхожесть семян, ухудшаются качественные характеристики зе-
леной массы и зерна [3].

У  возбудителя антракноза фасоли известно 8  рас. Образцов, 
которые обладают устойчивостью ко всем расам, не обнаружено, 
но среди коммерческих сортов зарубежной селекции есть сорта, 
иммунные к  2–5  расам одновременно [4]. Установлено наличие 
около 40 генов устойчивости к антракнозу у культуры фасоли [5]. 
Первоначально было идентифицировано 19  доминантных генов 
устойчивости к  антракнозу среди генофонда мезоамериканской 
фасоли и  фасоли Анд. К  мезоамериканским генам устойчивости 
отнесены Co-2, Co-3 (и его аллели Co-32, Co-34, Co-35), Co-4 (и его 
аллели Co-42, Co-43 ), Co-5 (и его аллель Co-52 ), Co-6, Co-11, Co-16, 
Co-17, Co-u, Co-V, к генам устойчивости Анд – Co-1 (и его аллели 
Co-12, Co-13, Co-14, Co-15), Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-x, Co-w, 
Co-y, и Co-z. Гены устойчивости к антракнозу картированы в 7 из 
11 хромосом фасоли. Некоторые из этих генов сцеплены в группы 
Pv01, Pv04, Pv11, которые содержат гены устойчивости не только  

Рис. 1. Растение фасоли овощной, пора-
женное антракнозом (оригинальное фото)
Fig. 1. The plant of common beans affected 

by anthracnose (original photo)
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к антракнозу, но и к другим болезням. Так, группа сцепления Pv01 содержит кластер генов устойчи-
вости к антракнозу (Co-1, Co-14, Co-x и Co-w), ржавчине (Ur-9) и угловатой пятнистости (Phg-1) [6].

Киргизские сортотипы фасоли изучены на наличие генов устойчивости к антракнозу (Co-2) и к ви-
русу обыкновенной мозаики (BCMV). Их восприимчивость была проверена при инфицировании спо-
рами рас 23 и 102 C. lindemuthianum и подтверждена отсутствием локуса Co-2 при использовании мо-
лекулярных маркеров. Поскольку ген Co-2 является основным ресурсом устойчивости к антракнозу как 
в Северной Америке, так и в Европе, авторами предпринята попытка переноса этого гена в киргизские 
сортотипы фасоли путем скрещивания с устойчивыми сортами Вайллант и Флаграно [7].

Молекулярно-генетическое тестирование коллекционных и селекционных образцов, культивируе-
мых в Республике Беларусь, по указанным генам отсутствует. Ограничена информация по оценке гено-
типов фасоли на устойчивость к антракнозу в лабораторных условиях, прежде всего вновь созданных 
мутантов и интродуцируемых образцов. Наибольший интерес представляет изучение образцов фасоли 
на наличие гена устойчивости к антракнозу Co-14, сцепленного с геном устойчивости к угловатой пят-
нистости Phg-1 [8], а также генов устойчивости к антракнозу Co-2 [9], Co-4 [10], Co-6 [11]. 

Эффективность выделения устойчивых к болезням образцов фасоли овощной зависит от разнообра-
зия генофонда опытного материала, а также от надежных экспресс-методов диагностики перспектив-
ности генотипа у селекционных образцов. Генофонд фасоли увеличивается за счет как гибридизации, 
так и спонтанного и индуцированного мутагенеза. Увеличивается и полиморфизм возбудителя антрак-
ноза. Поэтому актуальны комплексные исследования коллекционных образцов на разных этапах онто-
генеза растений в полевых и лабораторных условиях. 

Цель работы – комплексная оценка по устойчивости к антракнозу различных по происхождению 
образцов фасоли обыкновенной с использованием проростков и молекулярно-генетического маркиро-
вания генотипов и выделение для селекции перспективного исходного материала.

Материалы и методы исследований
В эксперименте изучали проростки 3 сортов фасоли овощной (Паланачка ранняя, Секунда, Триумф 

сахарный) и 13 образцов, ранее отобранных из мутантных популяций разных поколений, полученных 
с использованием предпосевного γ-облучения семян 60Co (мощность 0,36 Гр/с, экспозиция 9 мин, об-
лучение в 2011 г.) указанных выше сортов (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Образцы, использованные в исследовании

Ta b l e  1

List of samples used in the study

Название Происхождение

Пр Паланачка ранняя, исходный сорт сербской селекции
ПрМ3Л2 Паланачка ранняя, мутантное поколение 3, линия 2
ПрМ3Л3 Паланачка ранняя, мутантное поколение 3, линия 3
ПрМ3Л4 Паланачка ранняя, мутантное поколение 3, линия 4
С Секунда, исходный сорт российской селекции
СМ2Л1 Секунда, мутантное поколение 2, линия 1
СМ2Л2 Секунда, мутантное поколение 2, линия 2
СМ2Л3 Секунда, мутантное поколение 2, линия 3
СМ3Л1 Секунда, мутантное поколение 3, линия 1
СМ3Л2 Секунда, мутантное поколение 3, линия 2
Тс Триумф сахарный, исходный сорт российской селекции
ТсМ1Л1 Триумф сахарный, мутантное поколение 1, линия 1
ТсМ3Л3 Триумф сахарный, мутантное поколение 3, линия 3
ТсМ3Л4 Триумф сахарный, мутантное поколение 3, линия 4
ТсМ3Л5 Триумф сахарный, мутантное поколение 3, линия 5
ТсМ3Л6 Триумф сахарный, мутантное поколение 3, линия 6
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Для определения устойчивости к антракнозу использовали лабораторный метод оценки по пророст-
кам [12]. Семена перед закладкой эксперимента дезинфицировали 70 % этиловым спиртом, промывали 
дистиллированной водой. В опытных вариантах семена инокулировали в течение 60 мин суспензией 
спор гриба C. lindemuthianum, споровая нагрузка которого составила 1,8 · 105 спор в 1 мл суспензии, за-
тем промывали дистиллированной водой и закладывали в бумажно-полиэтиленовые рулоны, как и кон-
трольные варианты (без воздействия патогена). Рулоны помещали в стерильные сосуды (растильни) 
с дистиллированной водой слоем 2–3 см, а сосуды – в термостат с температурой 23 °C на 4 сут. Затем 
их переносили на стеллажи и выдерживали еще 5 сут. Анализ проростков проведен на 9-е сутки. Опре-
делены длины корешка и гипокотиля и процент поражения проростков. Данная методика разработана 
для культуры люпина. Нами модифицированы температурный режим и условия стерилизации семян 
для культуры фасоли. Выборка составила по 20 семян в контроле и опыте. Результаты эксперимента 
обработаны с использованием пакета программ Excel. Для различных независимых пар данных рас-
считывали значение t-критерия Стьюдента. Проростки ранжированы по шкале устойчивости, пред-
ставленной в табл. 2 [13].

Т а б л и ц а  2

Шкала устойчивости

Ta b l e  2

Sustainability scale

Устойчивость Поражение проростков, %

1 (очень низкая) Более 50 (очень сильное)

3 (низкая) 26–50 (сильное)

5 (средняя) 11–25 (среднее)

7 (высокая) 2,5–10,0 (слабое)

9 (очень высокая) Менее 2,5 (отсутствует или очень слабое)

Выделение ДНК проведено с помощью набора Plant DNA Preparation Kit (Bioscience, Германия). ПЦР 
выполняли с использованием праймеров CV542014 и TGA (табл. 3), синтезированных ОДО «Праймтех» 
(Беларусь). Продукты амплификации разделяли в 2 % агарозе при одновременном окрашивании броми-
стым этидием. Гели визуализировали в УФ-трансиллюминаторе. В работе применяли DNA-маркер моле-
кулярного веса Ladder (Fermentas, Литва) и ДНК-маркер молекулярного веса 100 bp ОДО «Праймтех».

Т а б л и ц а  3

Характеристика праймеров для исследования

Ta b l e  3

Characterization of primers for research

Ген Праймер Последовательность нуклеотидов 5′ → 3′

Co-14 CV542014 F: cactttccactgacggatttgaacc
R: gcacaaggacaagtggatttgg

Phg-1 TGA F: cagaggatgcttctcacggt
R: aagccatggatcccatttg

Результаты и их обсуждение
Из мутантных популяций сортов Паланачка ранняя, Секунда, Триумф сахарный были отобраны 

перспективные по продуктивности и морфотипу растений формы для оценки их устойчивости к ан-
тракнозу в лабораторных условиях по проросткам. Контролем служили проростки семян исходных 
сортов (Паланачка ранняя, Секунда и  Триумф сахарный) и  их отобранные мутантные линии раз-
ных поколений без обработки патогеном. Данные учтенных параметров представлены на рис. 2, 3 
и  в  табл.  4, 5. На рис.  2 изображена неустойчивая форма ПрМ3Л4, на рис.  3 – устойчивая форма 
ТсМ3Л4.
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Т а б л и ц а  4

Прорастание семян экспериментальных образцов фасоли

Ta b l e  4

Characteristics of the experimental samples of beans for germination of seeds

Наименование 
образца

Количество проросших семян, шт. Прорастание, %

Контроль Опыт Контроль Опыт

ПрМ3Л4 15 14 75 70

ПрМ3Л2 14 14 70 70

ПрМ3Л3 12 20 60 100

С 19 14 95 70

СМ2Л1 17 12 85 60

СМ2Л2 17 19 85 95

Рис. 2. Проростки семян мутантной линии ПрM3Л4 без воздействия патогена (а)  
и после воздействия суспензии спор C. lindemuthianum (б)

Fig. 2. Seedlings of the mutant line PrM3L4 without (a)  
and after (b) influence of spore suspension of C. lindemuthianum

Рис. 3. Проростки семян мутантной линии ТсМ3Л4 без патогена (а)  
и после воздействия суспензии спор C. lindemuthianum (б)

Fig. 3. Seedlings of the mutant line TsM3L4 without (a)  
and after (b) influence of spore suspension of C. lindemuthianum 
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Наименование 
образца

Количество проросших семян, шт. Прорастание, %

Контроль Опыт Контроль Опыт

СМ2Л3 19 18 95 90
СМ3Л1 18 20 90 100
СМ3Л2 20 14 100 70
Тссорт 17 19 85 95
ТсМ1Л1 15 15 75 75
ТсМ3Л3 14 20 70 100
ТсМ3Л4 18 20 90 100
ТсМ3Л5 6 10 30 50
ТсМ3Л6 3 7 15 35

П р и м еч а н и е. Контроль – без воздействия патогена, опыт – с воздействием патогена. Для про-
растания взяты по 20 семян в контроле и опыте.

Используемые в опыте сорта и мутантные формы обладали хорошей всхожестью семян (от 30 до 
100 %), за исключением линии ТсМ3Л6, у которой всхожесть была всего 15 %. В опытном варианте 
проявилась разная реакция семян на воздействие патогена среди изученных форм (от снижения всхо-
жести в сравнении с контролем до 100 % прорастания). Причина такой разной реакции на обработку 
патогеном пока не выяснена. Дальнейший анализ полученных проростков по их поражаемости ан-
тракнозом выявил, что образцы опытных вариантов с 100 % всхожестью семян имели самый высокий 
балл устойчивости и, соответственно, самый низкий процент их поражаемости. Сорт Паланачка ранняя 
в табл. 4 не приведен, так как не дал репрезентативных результатов ни в контроле, ни в опыте.

Т а б л и ц а  5

Устойчивость к антракнозу экспериментальных образцов фасоли

Ta b l e  5

Characteristics of the experimental samples of beans for resistance to anthracnose

Наименование  
образца

Длина (  x̅ ± S x̅), см
Поражаемость, 

%
Балл  

устойчивостиКорешок Гипокотиль
Контроль Опыт Контроль Опыт

ПрМ3Л4 3,25 ± 0,59 2,81 ± 0,43 2,91 ± 0,24 3,35 ± 0,20 57,14 1
ПрМ3Л2 2,51 ± 0,39 3,52 ± 0,74 3,19 ± 0,31 3,04 ± 0,37 35,71 3
ПрМ3Л3 3,95 ± 0,75 4,97 ± 0,66 3,49 ± 0,45 4,63 ± 0,37 20,00 5
С 3,80 ± 0,72 3,99 ± 0,61 2,91 ± 0,34 3,06 ± 0,33 50,00 3
СМ2Л1 2,51 ± 0,41 2,49 ± 0,56 2,30 ± 0,10 2,85 ± 0,44 33,33 3
СМ2Л2 1,20 ± 0,24 5,26 ± 0,42* 1,78 ± 0,17 5,13 ± 0,42* 47,37 3
СМ2Л3 4,75 ± 0,62 3,94 ± 0,65 3,22 ± 0,29 2,89 ± 0,28 72,22 1
СМ3Л1 2,02 ± 0,31 4,12 ± 0,70* 2,08 ± 0,09 3,00 ± 0,28* 10,00 7
СМ3Л2 1,94 ± 0,20 3,21 ± 0,45 2,09 ± 0,10 3,55 ± 0,46 50,0 3
Тс 2,06 ± 0,35 3,44 ± 0,68 2,01 ± 0,16 2,64 ± 0,21 42,11 3
ТсМ1Л1 3,27 ± 0,71 2,78 ± 0,51 2,75 ± 0,18 2,74 ± 0,35 40,00 3
ТсМ3Л3 3,30 ± 0,55 6,75 ± 0,64* 4,03 ± 0,63 5,16 ± 0,56* 0 9
ТсМ3Л4 4,35 ± 0,74 6,52 ± 0,43* 3,89 ± 0,49 6,60 ± 0,45* 0 9
ТсМ3Л5 0,88 ± 0,24 5,12 ± 0,73* 1,43 ± 0,29 2,74 ± 0,32* 70,00 1
ТсМ3Л6 0,43 ± 0,13 1,94 ± 0,49 2,20 ± 0,29 2,64 ± 0,42 100,00 1

П р и м еч а н и е. Контроль – без воздействия патогена, опыт – с воздействием патогена. * – разница с контролем достовер-
на при p ≥  0,01.

О ко н ч а н и е  т а б л .  4 
E n d i n g  t a b l e  4
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Наибольшие баллы устойчивости к антракнозу среди изученных образцов фасоли овощной отме-
чены у ТсМ3Л3, ТсМ3Л4 и СМ3Л1, длина корешка и длина гипокотиля у которых в опыте достоверно 
превосходили контроль. О меньшей устойчивости проростков свидетельствует как снижение длины 
одного из показателей (либо длины корешка, либо длины гипокотиля) в опытных вариантах по отно-
шению к контролю, так и равенство этих показателей в контроле и опыте. В двух вариантах: СМ2Л2 
и ТсМ3Л5 – получены ложноположительные результаты, что, возможно, связано с внутренней инфек-
цией семян и подтверждается как процентом прорастания семян в контроле (табл. 4), так и замедле-
нием ростовых процессов корешков мутантных образцов по отношению к исходному сорту (табл. 5).

Опытные образцы изучали на наличие гена устойчивости к антракнозу Co-14 и сцепленного с ним гена 
устойчивости к угловатой пятнистости Phg-1. Результаты исследований представлены на рис. 4, 5 и в табл. 6.

Рис. 4. Результаты типирования отдельных образцов фасоли обыкновенной с праймером CV542014:  
М – ДНК-маркер молекулярного веса Ladder Fermentas; 1 – ТсМ3Л6; 2 – Тс; 3 – С; 4 – СМ3Л2; 5 – Пр;  

6 – ПрМ3Л4; 7 – ПрМ3Л2; 8 – ТсМ3Л3; 9 – ТсМ3Л4; 10 – ТсМ3Л5; 11 – ПрМ3Л3
Fig. 4. Results of typing individual samples of common bean with primer CV542014: 

М – DNA molecular weight marker Ladder Fermentas; 1 – ТсМ3Л6; 2 – Тс; 3 – С; 4 – СМ3Л2; 5 – Пр;  
6 – ПрМ3Л4; 7 – ПрМ3Л2; 8 – ТсМ3Л3; 9 – ТсМ3Л4; 10 – ТсМ3Л5; 11 – ПрМ3Л3

Рис. 5. Результаты типирования отдельных образцов фасоли обыкновенной с праймером TGA:  
М – ДНК-маркер молекулярного веса 100 bp; 1 – Пр; 2 – ПрМ3Л4; 3 – ПрМ3Л3; 4 – ПрМ3Л2; 5 – С;  

6 – СМ3Л2; 7 – Тс; 8 – ТсМ3Л3; 9 – ТсМ3Л4; 10 – ТсМ3Л5; 11 – ТсМ3Л6
Fig. 5. Results of typing individual samples of common bean with primer TGA: 

М – DNA molecular weight marker 100 bp; 1 – Пр; 2 – ПрМ3Л4; 3 – ПрМ3Л3; 4 – ПрМ3Л2; 5 – С;  
6 – СМ3Л2; 7 – Тс; 8 – ТсМ3Л3; 9 – ТсМ3Л4; 10 – ТсМ3Л5; 11 – ТсМ3Л6
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Т а б л и ц а  6

Результаты изучения образцов фасоли обыкновенной по устойчивости  
к антракнозу с использованием проростков и ДНК-маркеров

Ta b l e  6

Results of study of common bean samples for resistance  
to anthracnose using seedlings and DNA markers

Наименование 
образца

Балл устойчивости  
к антракнозу

Результаты маркирования
Ген Co-14 Ген Phg-1

Пр – + +
ПрМ3Л4 1 + +
ПрМ3Л2 3 + +
ПрМ3Л3 5 + +
С 3 – +
СМ2Л1 3 – +
СМ2Л2 3 – +
СМ2Л3 1 – +
СМ3Л1 7 – +
СМ3Л2 3 – +
Тс 3 – +
ТсМ1Л1 3 – +
ТсМ3Л3 9 + +
ТсМ3Л4 9 + +
ТсМ3Л5 1 – +
ТсМ3Л6 1 – +

По данным молекулярного тестирования с праймером CV542014 к гену устойчивости к антракнозу 
Со-14, аллель устойчивого генотипа (450 п. н.) выявлен у мутантных линий, полученных на основе 
сорта Паланачка ранняя. У сорта Секунда, как и у его мутантов, такого бэнда устойчивости к антрак-
нозу не выявлено. У сорта Триумф сахарный и у трех мутантных линий (ТсМ1Л1,ТсМ3Л5 и ТсМ3Л6) 
данного бэнда устойчивости к антракнозу не выявлено, тогда как у двух линий (ТсМ3Л3 и ТсМ3Л6) 
отмечено его наличие. Это может быть связано как с гибридной родословной сорта Триумф сахарный, 
так и с возможным переопылением растений; не исключено и проявление обратных мутаций.

По данным молекулярного тестирования с праймером TGA к гену устойчивости к угловатой пят-
нистости Phg-1, аллель устойчивого генотипа (570 п. н.) выявлен у всех мутантных линий и исходных 
сортов фасоли (рис. 5). 

Среди изученных мутантных линий, полученных от сорта Секунда, по результатам молекулярного 
маркирования установлено наличие гена Phg-1 и не установлено наличие Co-14. По величине оценки 
проростков отмечена форма СМ3Л1, у которой устойчивость составила 7 баллов. Это свидетельствует 
о возможности присутствия в геноме данной формы других генов устойчивости к антракнозу и требует 
маркирования еще и по генам Co-2, Co-4, Co-6. 

Для сорта Триумф сахарный отмечены очень неустойчивые мутантные линии (1  балл): ТсМ3Л5 
и ТсМ3Л6. У первой формы искомые гены (Co-14 и Phg-1) не выявлены, у второй есть эти гены, но их недо-
статочно для полной устойчивости. Очень высокая устойчивость (9 баллов) отмечена у двух линий: ТсМ3Л3 
и ТсМ3Л4, у которых зафиксированы вышеупомянутые гены. Столь высокая устойчивость, определенная 
по проросткам, свидетельствует, по-видимому, о наличии и других генов устойчивости к антракнозу.

Среди изученных образцов присутствие обоих генов (Co-14 и Phg-1) установлено у всех мутантных 
популяций, полученных от сорта Паланачка ранняя, и у двух мутантных линий (ТсМ3Л3 и ТсМ3Л4) от 
сорта Триумф сахарный.

Совпадение показателей оценки по проросткам и  молекулярного тестирования геномов форм 
ТсМ3Л3 и ТсМ3Л4 позволяет выделить их как перспективный исходный материал для селекции фа-
соли на антракнозоустойчивость в качестве источников этой устойчивости. Формы, определенные как 
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неустойчивые по проросткам, но имеющие ген Co-14, могут служить источником для гибридизации 
в целях получения полигенных генотипов по комплексу генов устойчивости.

Заключение
Комплексная оценка (оценка устойчивости по проросткам и молекулярное тестирование генотипов) 

образцов фасоли и их мутантных линий разных поколений позволила выделить перспективные для 
селекции генотипы ТсМ3Л3 и ТсМ3Л4 по устойчивости к антракнозу.

В случае несовпадения результатов оценки устойчивости к антракнозу (по проросткам) с данными 
типирования генотипов фасоли на наличие гена Со-14 возникает необходимость оценки этих образцов 
на присутствие других генов, детерминирующих устойчивость к антракнозу, и учета устойчивости рас-
тений этих образцов в полевых условиях. 
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