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Аннотация. При создании технологических схем оздоровления картофеля в настоящее время активно 

применяются методы ПЦР, в частности, амплификация с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

в режиме «реального времени» и «по конечной точке». В настоящей работе применены оба эти метода 

и проведена диагностика разводимых сортов и линий картофеля на присутствие вирусных патогенов 

(A, M, S, X, Y), андийского вируса крапчатости и латентного тимовируса картофеля (APMV, APLV), ви-

роида веретеновидности клубней (PSTVd), а также вируса метельчатости верхушки картофеля (PMTV). 

Проведен анализ на наличие паразитарных заболеваний бледной (Globodera pallida) и золотистой цис-

тообразующей нематод (Globodera rostochiensis), бактериальных  кольцевой и бурой гнили (Clavibacter 

michiganensis subsp. sepedonicus и Ralstonia solanacearum соответственно), а также грибного рака 

(Synchytrium endobioticum). В результате ПЦР-анализа паразитарных, грибных и бактериальных забо-

леваний обнаружено не было. От общего количества образцов 44% были здоровыми от вирусных забо-

леваний, в то время как 25% были изначально инфицированы и для них были проведены операции оз-

доровления. Система ПЦР-диагностики впервые внедрена в технологические процессы получения сор-

товых агрокультур Тюменской области, свободных от носительства заболеваний для адаптации к усло-

виям выращивания на территории Западной Сибири. 
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Abstract. When creating technological schemes for the improvement of potatoes, PCR methods are currently 

actively used, in particular, amplification with hybridization-fluorescence detection in the "real time" and "end 

point" modes. In this work, both of these methods were applied and the diagnostics of cultivated potato varie-

ties and lines for the presence of viral pathogens A, M, S, X, Y, Andean mottle viruses and latent potato thymo-

virus (APMV, APLV), as well as tuber spindle viroid (PSTVd) and potato panicle top virus (PMTV) was carried 

out. The analysis for the presence of parasitic diseases of pale Globodera pallida and golden cyst nematodes 

Globodera rostochiensis, bacterial ring and brown rot Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus and Rals-
tonia solanacearum, as well as fungal cancer Synchytrium endobioticum. As a result of PCR analysis, parasit-

ic, fungal and bacterial diseases were not detected 44% of the total number of samples were healthy from viral 

diseases, while 25% were initially infected and underwent sanitation operations. For the first time, the PCR 

diagnostic system was introduced into the technological processes for obtaining varietal crops of the Tyumen 

region, free from diseases, to adapt to growing conditions in Western Siberia. 
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Введение. Современный картофель 

(S. tuberosum ssp. tuberosum L.) представляет 

собой тетраплоид, полученный путем про-

должительной селекции интродуцированного 

культивируемого картофеля Andigena (S. tube-

rosum ssp. Andigena) [1, 2]. Сегодня важно 

решение проблемы прогрессирующей дегене-

рации культуры картофеля, которая выража-

ется в значительном снижении его урожайно-

сти, качества и сроков хранения, в том числе 

из-за инфекций [3, 4]. Наиболее опасными 

вирусами в настоящее время являются PLRV 

и PVY (Potato leafroll virus, вирус скручивания 

листьев, Potato virus Y – Y вирус картофеля, 

соответственно) [5]. При помощи микроса-

теллитного анализа сейчас можно проводить 

генетическую идентификацию сортов карто-

феля, селекционных линий [5, 6], а молеку-

лярной диагностикой выявлять патогены: ви-

русные, бактериальные, грибковые и парази-

тарные заболевания в лабораторных, селек-

ционных и полевых работах [7–9]. 

В сельском хозяйстве биотехнология вы-

ращивания картофеля рассматривается не 

только в рамках производства культуры кле-

ток и тканей растений, микроклональном 

размножении растений [8], но и в методах 

идентификации и ПЦР [10–12]. При работе с 

первичными меристемами применение био-

технологий позволяет сократить цикл оздо-

ровления сортов картофеля и наладить техно-

логический процесс распространения элит-

ных сортов без использования опытных полей 

и теплиц [13]. 
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Молекулярная диагностика является не-

отъемлемой частью схемы стерилизации и 

очистки культивируемых образцов от патоге-

нов, полученных при их приобретении или в 

ходе экспериментальных работ, при выращи-

вании первичных апикальных меристем при 

черенковании [14–16]. 

Для расширения доли страны в мировом 

картофелеводстве необходимо улучшать аг-

ротехнику, проводить селекцию новых сортов 

и улучшать посевной материал. При этом бо-

лезни наносят значительный вред картофеле-

водству. Наличие одного вируса, вызываю-

щего мозаичность листьев картофеля, снижа-

ет урожай на 15-17%. Когда их несколько, 

потери урожая доходят до 30% и более, виру-

сы снижают выход полноценных клубней при 

хранении на 4-5%, а семенной продукции на 

45% [17, 18]. 

У значительной части заражѐнных расте-

ний болезнь вирусного происхождения кли-

нически не проявляется, а способность виру-

сов передаваться через клубни в репродукции 

обуславливает накопление и сохранение ин-

фекций. Наиболее опасными с точки зрения 

нанесения экономического ущерба считаются 

вирусы: PLRV, PVY, PVX и PSTVd  [9, 19]. Не 

менее важным, чем вирусные заболевания, 

является акцент на диагностике бактериаль-

ных заболеваний, таких как кольцевая гниль 

Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus и 

бурая гниль Ralstonia solanacearum, а также 

грибной болезни – рака картофеля Synchy-

trium endobioticum [3].  

Первичные меристемы использованы при 

проведении экспериментов клонирования ли-

ний и сортов при помощи методов биотехно-

логии и клеточной инженерии [14, 18]. В по-

следние годы разработаны и применяются в 

практике специальные биотехнологические 

методы оздоровления растений картофеля от 

носительства наиболее распространѐнных 

патогенов. Эффективным способом является 

введение картофеля в стерильную культуру с 

использованием апикальной меристемы в со-

четании с термической обработкой при ак-

тивном применении методов молекулярной 

диагностики [10, 17, 20, 21]. 

Традиционно процесс культивации мери-

стемных культур начинали с того, что в сте-

рильных условиях выделяют апексы ростков 

картофеля. Для получения лучших результа-

тов клубнеобразования использовали стебле-

вой черенок из апикальной части. Апексы вы-

саживали и культивировали на питательных 

средах Мурасиге и Скуга для регенерации ис-

ходных растений [8, 11, 13, 22]. После по-

вторной проверки клонов при помощи ПЦР 

выделяли и черенковали уже только «чис-

тые», выращивая их в культуре in vitro в необ-

ходимом количестве. По достижении расте-

ниями в пробирке высоты 10-12 см (7-8 меж-

доузлий) их высаживали в аэропонную уста-

новку. Таким образом ПЦР помогала в стери-

лизации сортов [4, 23–25]. 

Молекулярная диагностика является не-

отъемлемой частью схемы стерилизации и 

очистки культивируемых образцов от патоге-

нов, полученных при их приобретении или в 

ходе экспериментальных работ при выращи-

вании первичных апикальных меристем во 

время черенкования [14, 15]. Для выявления 

фитопатогенов картофеля могут применяться 

методы tp-ELISA и проточная фотометрия 

[26], а в рамках работы лаборатории ДНК-

технологий – технология ПЦР. В частности, 

при исследованиях использовались методы 

ПЦР-FLASH, ПЦР (ОТ-ПЦР, РТ-ПЦР) (де-

текция с гибридизацией флуоресцентных 

зондов в режиме «конечной точки» и в «ре-

альном времени»). 

Целью работы являлось проведение диаг-

ностики при помощи молекулярных методов 

элитных сортов картофеля на наличие бакте-

риальных, грибковых, паразитарных и вирус-

ных патогенов. 

Финансирование проекта было обеспечено 

благодаря договору двустороннего сотрудниче-

ства ФГБОУ ВО ГАУСЗ и ФГБНУ ВНИИплем. 

Материалы и методы исследований. 

Биологическим материалом для исследований 

являлись листья побегов распространенных 

сортов картофеля (n = 3 (N = 99 в репликах)), 

любезно предоставленных для тестирования в 

рамках оздоровления культур, используемых 

в центре биотехнологии и клонирования рас-

тений ФГБОУ ВО ГАУСЗ (табл. 1). 
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Таблица 1. Биологические образцы сортов картофеля 

Table 1. The biological samples of potato cultivars 
 

Обозначение 
 образца 

Наименование 
 сорта 

Правообладатель 
Год включения 

сортов в Госреестр 

Раннеспелые сорта 

Р-1 Гала Norika Nordring (Германия) 2008 

Р-2 Чароит Ленинградский НИИСХ Белогорка 2014 

Р-3 Антонина ВНИИКХ им. А. Г. Лорха 2005 

Р-4 Люкс УНИИСХ 2016 

Р-5 Юбиляр СибНИИСХиТ 2009 

Р-6 Жуковский ранний ВНИИКХ им. А. Г. Лорха 1993 

РС-1 Аляска УНИИСХ 2020 

РС-2 Ильинский ВНИИКХ им. А. Г. Лорха 1999 

РС-3 Саровский СибНИИСХиТ 2014 

РС-4 Регги ТатНИИСХ 2016 

РС-5 Пушкинец Санкт-Петербургский ГАУ 1993 

РС-6 Любава Кемеровский НИИСХ 2003 

Среднеранние сорта 

СР-1 Сантэ AGRICO U.A. 1993 

СР-2 Памяти Рогачева СибНИИСХ 2006 

СР-3 Невский Ленинградский НИИ сельского 
хозяйства 

1982 

СР-4 Лина СибНИИСХ 1998 

СР-5 Сафо СибНИИСХ 2009 

СР-6 Кузнечанка Кемеровский НИИСХ 2020 

СР-7 Накра ГНУ Кемеровский НИИСХ 2000 

СР-8 Сударыня Ленинградский НИИ сельского 
хозяйства 

- 

СР-9 Амур ФГБНУ Уральский НИИСХ 2015 

СР-10 Браво ФГБНУ Уральский НИИСХ 2015 

СР-11 Андретта NORIKA NORDRING (Германия) 1980 

СР-12 Ред Скарлетт AGRICO U.A. ( Нидерланды) 2000 

СР-13 Тулеевский Кемеровский НИИСХ 2007 

СР-15 Евразия Ленинградский НИИСХ 2017 

Среднеспелые сорта 

СС-1 Гусар ООО СФ Лига 2017 

СС-2 Старт  ООО СФ Лига 2020 

СС-3 Хозяюшка СибНИИСХ 2009 

СС-4 Фиолетовый ВНИИКХ 2020 

СС-5 Терра Уральский НИИСХ 2020 

СС-6 Солнечный СибНИИСХ, ВНИИКХ 2006 

Среднепоздний сорт 

СП-1 Родео HZPC Holland B.V. (Нидерланды) нет 

    

Биологические образцы весом 0,1-0,3 г 

отделяли и  замораживали  на  15  мин.  При 

-80°С, растирали пластмассовым пестиком с 

небольшим количеством лизирующего бу-

фера до максимально гомогенной конси-

стенции. ДНК из биологических образцов 

выделяли при помощи коммерческих набо-

ров  Экстран-3 и Сорб ГМО-Б (с ЦТАБ) 

(Синтол, Россия). Из биологических образ-

цов картофеля также была выделена РНК 

возбудителей. Смесь РНК/ДНК экстрагиро-

вали при помощи наборов Рибо-сорб (ЦНИИ 

эпидемиологии и) и РНК-Эстран (Синтол, 

Россия) с увеличением длительности стадии 
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первичного лизиса с протеиназой К до 2 ч. 

Реакцию обратной транскрипции проводили 

с применением случайных 6-ти членных 

олигонуклеотидов и обратной траскриптазы 

MMLV (Синтол, Россия).  
Перечень выявляемых патогенов был раз-

работан с соответствии с доступными набора-

ми для тестирования, производимыми ком-

мерчески: для выявления РНК-содержащих 

геномов патогенов применяли наборы для 

амплификации компании Синтол и Агроди-

агностика (Россия): PVA (A потивирус), PVM 

(M кардавирус), PVS (S вирус), PVX (X по-

тексвирус), PVY (Y потивирус), PSTVd (ви-

роид веретенообразности (spidle tuber viroid), 

PMTV (вирус метельчатости верхушек), 

APLV (андийский латентный тимовирус), 

APMV (андийский вирус крапчатости), ДНК 

бактериальных инфекций: кольцевой гнили 

Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus 

(сокр. CMS) и бурой гнили Ralstonia 

solanacearum (RAL), и ДНК гриба рака 

Synchytrium endobioticum (SYN), паразитар-

ных ДНК: бледной Globodera pallida (GP) и 

золотистой цистообразующей нематод 

Globodera rostochiensis (GR). 

Амплификацию по методам ОТ-ПЦР 

(ПЦР со стадией обратной транскрипции), 

РТ-ПЦР (ПЦР в режиме «реального време-

ни») проводили в репликах (3-кратном по-

вторе) согласно протоколам на амплифика-

торе Quadro-2 (Bio-Rad, США) с последую-

щей детекцией на Gene-4 (ДНК-Технологии, 

Россия). Протокол для амплификации с де-

текцией в режиме «конечной точки»: для 

выявления бактерий, грибов, нематод: 94°С 

3 мин, далее {94°С 1 мин 30 с, 67 °С 15 с} 

5 циклов и {94°С  5 с, 62°С  15 с} 40 циклов; 

а вирусов и вироидов:  94°С  3 мин {94°С  3 

мин, 61°С  5 с, 62°С  10 с} 5 циклов {94°С  

15 с, 60°С  10 с, 61°С  45 с} 40 циклов, для 

амплификации с детекцией по конечной точ-

ке на Q5 (Termo-Fisher, США): 94°С  1 мин 

30 с {94°С  20 с, 61°С  5 с, 62°С  10 с} 5 цик-

лов {94°С  1 мин, 54°С  5 с, 60°С  5 с} 40 

циклов [17, 26]. 

Данные экспериментов были получены с 

применением контрольных образцов (ПКО, 

ОКО и ВКО). Статистическая обработка 

данных проведена в соответствии с инструк-

цией производителя диагностикумов в опе-

рационной среде unix ubutu 20.041 и про-

граммной среде R (CRAN Task View: Official 

Statistics & Survey Statistics2, в визуализаторе 

R-studio3. 

Результаты и обсуждение. ПЦР-

диагностика проводилась в соответствии с 

инструкцией производителя наборов для 

тестирования. В случае, когда применялась 

FLASH-детекция (по конечной точке на при-

боре Gene-4), то наблюдаемый сигнал по ка-

налу FAM детектировался в карусельном 

детекторе Gene и, в случае, если он превы-

шал стандартное пороговое значение по 

умолчанию, – фиксировался как положи-

тельный ответ. Например, (для теста PVY), в 

одной из серий образцов, (а они ставились в 

трехкратном повторе), фоновый сигнал в 

среднем составлял 0,848-1,152±0,050, ПКО 

11,930±0,075, а порог при этом был выстав-

лен ПО прибора величиной 2,1. Флуорес-

ценция ОКО должна была, соответственно, 

не превышать пороговое значение. 
В случае выявления возбудителей на при-

боре Q5 в режиме «реального времени» оце-
нивалась форма кривых флуоресценции. Ес-
ли кривые были S-образные с выходом на 
плато, это означало, что амплификация про-
ходила в полной мере, что контролировалось 
флуоресценцией ПКО. Также важно, чтобы 
величина флуоресценции при амплификации 
превысила пороговый уровень в диапазоне 
пороговых циклов от 15 до 25. Порог выби-
рался ПО прибора автоматически, в зависи-
мости от наклона фоновой кривой с 5 цикла 
по 10 цикл. Например, для ПКО APLV (ре-
акция ПЦР с обратной транскипцией) сигнал 
в серии эксперимента был в среднем 
24,910±0,455 пороговых циклов, ОКО выхо-
дил отрицательным, не превышая порог, а 
сигнал положительной детекции был 
15,125±0,570, и он был засчитан в результа-
тах анализа. 

Чистыми от возбудителей оказались образцы 

(n=33): 48,4% от всего количества тестирован-

ных образцов): раннеспелых сортов Р-3-6, С-5, 

РС-6) (n=7, 21,2% от общего числа образцов); 

                                                   
 
1
 https://ubuntu.com/ 

2
 https://cran.r-project.org/  

3
 https://www.rstudio.com/products/rstudio/  

https://ubuntu.com/
https://cran.r-project.org/
https://www.rstudio.com/products/rstudio/
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среднеранних сортов СР-9-14 (n=5, 15,1%); 

среднеспелых сортов СС-3-6 (n=4, 12,1%). 

Выявлены вирусные возбудители PVМ, 

PVS, PVX, PVY в ряде образцов с общей час-

тотой 25% для раннеспелых сортов (n=5, 

15,5%), среднеранних (n=10, 30,3%), средне-

спелых (n=2, 6,0%) и cреднепоздних (n=3, 

9,1%) сортов. Возбудители PVA, APLV, 

APMV, PSTVd, PMTV, PLV не были обнару-

жены ни в каких образцах (табл. 2).  

 
Таблица 2. Результаты диагностики патогенов при помощи ПЦР (end-point), и ПЦР-ОТ (RT) 

Table 2. The results of pathogen diagnostics using PCR (end-point), and PCR-RT (realtime+reverse) 

 

Обра-

зец 
PVA PVМ PVS PVX PVY PLV PMTV PSTVd APMV APLV GP GR CMS RAL SYN 

Actin 

карто-

феля 

Тип ДНК ДНК ДНК ДНК ДНК ДНК РНК РНК РНК РНК ДНК ДНК ДНК ДНК РНК ДНК 

Р-1  1
 

 1            1а
 

Р-2                1а 

Р-3                1а 

Р-4                1а 

Р-5                1а 

Р-6                1а 

РС-1  1              1а 

РС-2  1              1а 

РС-3    1            1а 

РС-4  1              1а 

РС-5                1а 

РС-6                1а 

СП-1  1              1а 

СР-1  1              1а 

СР-10                1а 

СР-11                1а 

СР-12                1а 

СР-13                1а 

СР-15                1а 

СР-2    1            1а 

СР-3  1              1а 

СР-4  1              1а 

СР-5    1            1а 

СР-6  1 1             1а 

СР-7     1           1а 

СР-8  1              1а 

СР-9                1а 

СС-1  1              1а 

СС-2  1              1а 

СС-3                1а 

СС-4                1а 

СС-5                1а 

СС-6                1а 
 

Примечание: 1 – выявлен патоген; не указано – не обнаружен патоген; 1а – амплификация контрольного гена. 

 

Проведена ПЦР-диагностика наличия 

бактериальных патогенов. Показано, что в 

исследуемых образцах не были выявлены 

паразитарные инфекции GP и GR. Не было 
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выявлено и бактериальных инфекций CMS, 

RAL и грибных SYN. 
Заключение. Проанализированы образцы 

листьев раннеспелых, среднеранних, средне-

спелых и среднепоздних семенных сортов 

картофеля, из которых чистыми по отноше-

нию к бактериальным, паразитарным и гриб-

ковым патогенам оказались все исследуемые 

сорта. По отношению к патогенам оказались 

не инфицированными 48,4% сортов, в то 

время как выявлено носителей (для ранне-

спелых, среднеранних и среднеспелых сор-

тов: 3,0, 12,1, 6,0 и 9,1% от общего количест-

ва, соответственно). 

Производство и сертификация семенного 

картофеля требуют полного отсутствия ви-

русов и патогенов в исходном материале 

растений-резерватов и, по возможности, 

поддержания безвирусного статуса растений 

при их размножении. Применение метода 

ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией в режиме «реального времени» и 

по «конечной точке» позволяет проводить 

анализ меристем в процессе клонирования и 

выявлять вироидные и бактериальные пато-

гены в разводимых линиях при получении 

микроклубней. Получение оздоровленного 

материала микроклонов картофеля позволит 

в дальнейшем вести линии сортов для сорто-

испытания, обладающих хорошей продук-

тивностью, однородностью материала и от-

сутствием болезней. 
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