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Оздоровление перспективных сортов  
картофеля с применением комбинированной 
терапии в культуре in vitro
РЕЗЮМЕ
Актуальность. На Дальнем Востоке распространение вирусной инфекции на картофеле отмечает-
ся в большинстве областей и краев региона, этому способствуют специфические погодные усло-
вия, изобилие различных насекомых-переносчиков. Освобождение семенного картофеля от вирус-
ной инфекции и сохранение высокопродуктивных качеств сортов обеспечиваются соблюдением вы-
полнения необходимых этапов системы современного семеноводства, в том числе процесса оздо-
ровления. В ФГБНУ «ФНЦ агробиотехнологий Дальнего Востока им. А.К. Чайки» наряду с созданием 
новых генотипов ведется их освобождение от вирусной инфекции. В 2022–2023 гг. с целью повыше-
ния эффективности оздоровления и получения исходного материала нового перспективного сорта 
картофеля Посейдон была разработана и применена антивирусная термохимиотерапия.

Методы. В качестве объекта исследования использован перспективный сорт картофеля Посей-
дон (Ручеек × Gala), созданный селекционерами ФГБНУ «ФНЦ агробиотехнологий Дальнего Востока 
им. А.К. Чайки». Листовые пробы селекционных образцов картофеля проверяли на присутствие ви-
русов PVX, PVY, PVA, PVS, PVM и PLRV методом иммуноферментного анализа. Проростки исходных 
клубней и микрорастения на скрытую зараженность вирусами тестировали методом ПЦР-анализа 
RԚ/Ct. 

Результаты. В результате ПЦР-анализа растений картофеля со смешанной вирусной инфекцией 
(PVY, PVS, PVM, PLRV) установлено, что проведение комбинированной термохимиотерапии общей 
продолжительностью 150 дней, включающей три последовательных цикла выращивания in.vitro рас-
тений на среде Мурасиге и Скуга (МS) с рибавирином (30 мг/л) при температуре 38 ºС в течение 
14 дней, обеспечивает эффективность применяемого метода. 
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Virus elimination in promising potato varieties 
with the use of a combined therapy in vitro
ABSTRACT
Relevance. Viral infection is detected in most of the territories in the Russian Far East due to specific weather 
conditions and the abundance of insect-vectors. Eliminating viruses in seed potatoes and preserving the 
reproductive qualities of potato varieties can be achieved by the system of modern seed production, which 
consists of several essential steps. In FSBSI «FSC of Agricultural Biotechnology of the Far East named after 
A.K. Chaikа» creates new potato genotypes and eliminates viral infection in already existing ones. An anti-
viral thermochemotherapy was developed in 2022–2023 to increase the efficacy of virus elimination and 
obtain virus-free material of a new promising potato variety Poseidon.

Methods. New promising potato variety Poseidon (Rucheyok × Gala) created at FSBSI «FSC of Agricultural 
Biotechnology of the Far East named after A.K. Chaiki» was used as the research object. Leaves of the 
breeding accession from the nursery of comparative variety testing were tested for potato viruses PVX, PVY, 
PVA, PVS, PVM, and PLRV by enzyme immunoassay. Sprouts of initial tubers and plantlets were tested for 
latent infection by the PCR method. 

Results. The combined thermochemotherapy was utilized for 150 days, including three consecutive cycles 
of plant growth in vitro on MS media with ribavirin (30 mg/l) at 38 ºС for 14 days. The performed PCR analysis 
of potato plants with a mixed viral infection (PVY, PVS, PVM, and PLRV) established that this method for virus 
elimination was effective.
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Введение/Introduction
Современный картофель (S..tuberosum.ssp..tuberosum L.) 

представляет собой тетраплоид, полученный путем про-
должительной селекции интродуцированного в Европе 
культивируемого картофеля Andigena (S..tuberosum.ssp..
andigena). Одну из наиболее серьезных угроз для сель-
ского хозяйства и экономики в целом (как в России, так 
и за рубежом) представляют фитовирусы. Урожайность 
и качество картофеля зависят от степени его зараженно-
сти патогенами, включая бактерии, грибы, вирусы и ви-
роиды. Вирусная инфекция способна наносить этой про-
довольственной культуре значительный ущерб [1].

В результате многолетней селекционной работы соз-
данные сорта картофеля являются носителями фитопа-
тогенов в латентной форме, которые передаются клоно-
вому потомству. Освобождение семенного материала от 
вирусных инфекций и сохранение высокопродуктивных 
качеств новых сортов обеспечиваются соблюдением си-
стемы безвирусного семеноводства картофеля. Реали-
зация утвержденной Правительством России Подпро-
граммы «Развитие селекции и семеноводства картофе-
ля в Российской Федерации» предусматривает повыше-
ние урожайности картофеля за счет создания и быстрого 
продвижения новых высокопродуктивных сортов в про-
изводство на основе современных технологий выращи-
вания качественного семенного материала [2, 3].

Производство семенного картофеля в России регла-
ментировано ГОСТ 33996–20161 и ГОСТ Р 59551-20212, 
которые предусматривают технические условия получе-
ния и воспроизводства посадочного материала карто-
феля и применение методов диагностики фитопатогенов 
картофеля. В данных нормативных документах отмеча-
ется, что семенной картофель должен быть свободен от:

•	 вируса скручивания листьев картофеля, ВСЛК 
(potato.leaf.roll.virus, PLRV); 

•	 Y вируса картофеля, YВК (Potato.virus Y, PVY); 
•	 X вируса картофеля, ХВК (Potato.virus X, PVX); 
•	 S вируса картофеля, SBK (Potato.virus S, PVS); 
•	 M вируса картофеля, МВК (Potato.virus M, PVM). 

Для получения достаточного количества качествен-
ного семенного материала картофеля, свободного от 
вирусов, существуют способы оздоровления с приме-
нением различных биотехнологических методов элими-
нации вирусов в культуре in. vitro,. которые непрерывно 
усовершенствуются исследователями. Культура мери-
стем используется отдельно или в сочетании с термо-, 
электро-, крио- и химиотерапией [4–11]. Сотрудниками 
ФГБНУ «ФИЦ картофеля им. А.Г. Лорха» (Красково, Мо-
сковская обл., Россия) разработан новый способ оздо-
ровления сортов картофеля, основанный на приме-
нении термотерапии микрорастений с последующим 
вычленением из них меристем, который существенно 
сокращает время на проведение работ по оздоровле-
нию и обеспечивает круглогодичный выход здорового 
in.vitro.материала [12, 13]. 

Элиминация вируса картофеля в значительной сте-
пени зависит от сорта картофеля, противовирусных 
средств, типа вируса, продолжительности термиче-
ской обработки [14]. Приемы антивирусной терапии 

неодинаковы по эффективности, а в ряде случаев одни 
и те же подходы в разных лабораториях дают противо-
речивые результаты. 

Таким образом, разработка способов оздоровления 
растений картофеля от вирусных инфекций остается 
крайне актуальной.

Цель. исследования — разработать эффективную 
схему комплексной антивирусной термохимиотерапии 
оздоровления растений картофеля от вирусной инфек-
ции. in. vitro с использованием в безвирусном семено-
водстве. 

Материалы и методы исследования /  
Materials and methods
В качестве объекта исследования был взят пер-

спективный сорт картофеля Посейдон (селекционный 
№ При-14-36-3), полученный в ФГБНУ «ФНЦ агробио-
технологий Дальнего Востока им. А.К. Чайки» (Уссу-
рийск, Приморский край, Россия). Полевые растения из 
питомника конкурсного испытания в количестве 20 шт. 
анализировали на присутствие вирусов PVX, PVY, PVA, 
PVS, PVM и PLRV методом иммуноферментного ана-
лиза3 в испытательной лаборатории диагностики бо-
лезней картофеля, уполномоченной в Системе добро-
вольной сертификации «Россельхозцентр»4. Пророст-
ки исходных клубней и микрорастения на скрытую за-
раженность вирусами тестировали методом RT-PCR5.  
Тотальную РНК выделяли коммерческими наборами 
для нуклеи новых кислот из растительного материала  
«ФитоСорб» (ООО «НПК “Синтол”», Россия) с исполь-
зованием магнитных частиц на автоматической стан-
ции выделения KingFisher Duo Prime (Thermo Fisher 
Scientific, Сингапур). Эффективность выделения опре-
деляли методом электрофореза в 1%-ном агарозном 
геле, окрашенном бромистым этидием, с последующей 
визуализацией облучением ультрафиолетом в гель- 
документирующей системе GelDoc Go (BioRad, USA). 
Наличие/отсутствие фитовирусов в пробах проводили 
одношаговой ОТ-ПЦР с флуоресцентной детекцией в 
реальном времени в амплификаторе Applied Biosystems 
QuantStudio 5 RealTime PCR Instrument (Thermo Fisher 
Scientific, Сингапур) с использованием коммерческих 
наборов серии «Фито-скрин» Potato Virus X. Y. M. L. S. A — 
РВ (ООО «НПК “Синтол”», Россия), предназначенных 
для выявления вирусов PVХ, PVY, PVM, PLRV, PVS, PVA6. 

В процессе оздоровления совмещали метод культу-
ры ткани с комбинированной антивирусной термохими-
отерапией микрорастений, применяя противовирусный 
препарат рибавирин (30 мл/л). В культуру in.vitro изоли-
ровали верхушечные (апексы) и пазушные почки круп-
ного (2–4 мм) размера, взятые от клубней с наимень-
шей вирусной нагрузкой. Для введения в культуру ис-
пользовали этиолированные ростки. Первичные экс-
планты культивировали на питательной среде с мине-
ральной основой по Мурасиге и Скугу (МS)7 модифици-
рованного состава (мг/л): тиамин — 0,5, пиридоксин — 
0,5, аскорбиновая кислота — 0,5, гидролизат казеина — 
50, мезоинозит — 80, сахароза — 20 000, агар — 6000, 
рибавирин — 30.

1 ГОСТ 33996–2016 Картофель семенной. Технические условия и методы определения качества. М.: Стандартинформ. 2017; 31.
2 ГОСТ Р 59551-2021 Картофель семенной. Отбор проб и методы диагностики фитопатогенов. М.: Стандартинформ. 2021; 19.
3 Жевора С.В. и др. Передовые методы диагностики патогенов картофеля. М. : Росинформагротех. 2019; 92.
4 https://rosselhoscenter.ru/sistema-dobrovolnoy-sertifikatsii-rosselkhoztsentr/
5 Real-time PCR, qPCR, qRT-PCR) — метод, основанный на методе полимеразной цепной реакции, используется для одновременной 
амплификации и измерения количества данной молекулы ДНК.
6 Kim I.V. et al. Methods of biotechnology in the improvement of promising potato hybrids (Solanum tuberosum L.). Research on Crops. 2021; 22 
(Special Is): 96–99. https://doi.org/:10.31830/2348-7542.2021.023
7 Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tussue cultures. Physiol. Plant. 1962; 15(13): 473–497.
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вирусной инфекции после проведения антивирусной 
термохимиотерапии удалось получить только для двух 
клонов (№ 2, 3). Полная элиминация вирусов PVS и PLRV 
и частичная элиминация PVY и PVM были отмечены для 
клона № 10 (рис. 1).

Выводы/Conclusion
Для получения оздоровленных растений перспектив-

ного сорта картофеля Посейдон и ингибирования ком-
плексной инфекции вирусов PVY, PVS, PVM, PLRV разра-
ботана эффективная схема комплексной термохимиоте-
рапии общей продолжительностью 150 дней, включаю-
щая три последовательных цикла выращивания in. vitro 
растений на среде Мурасиге и Скуга (МS) с рибавири-
ном (30 мг/л) при одновременном воздействии повы-
шенной температуры (38 °С) на микропобеги картофеля 
в течение 14 дней. В результате проведенных работ, при-
менив разработанную схему, получены оздоровленные 
растения картофеля сорта Посейдон, которые включе-
ны в процесс безвирусного семеноводства ФГБНУ «ФНЦ 
агробиотехнологий Дальнего Востока им. А.К. Чайки».

Культивирование пробирок с эксплантами проводи-
ли в климатической камере MLR-352H (Sanyo, Япония) 
при температуре плюс 23 ± 1 ºC, освещенности 4 клк, 
световом дне 16 ч., влажности воздуха 60–70%. Микро-
клоны картофеля выращивали в культуральной комнате 
на фитостеллажах со светодиодным освещением серии 
X-bright Fito (ООО «ЭЛСИС БелГУ», Россия) и фитостел-
лажах с люминесцентными лампами белого света в соче-
тании с фитолампами (ООО «AВТех», Россия) при осве-
щенности 4,5–5 клк, температуре плюс 22 ± 3 °С, 16-часо-
вом световом дне, влажности воздуха 60–70%.

Результаты и обсуждение / Results and discussion
В результате диагностики 20 растений сорта кар-

тофеля Посейдон, находящихся в питомнике конкурс-
ного сортоиспытания, методом ИФА выявлены и ото-
браны три клона с наименьшей вирусной нагрузкой 
(№ 2, 3, 10). Данные образцы содержали комплекс ви-
русов PVY, PVS, PVM и PLRV, при этом установлено отсут-
ствие вирусов PVX и PVA (табл. 1). 

В связи с этим, в процедуру по оздоровлению в куль-
туре in.vitro.были взяты три ранее отобранных клона, ко-
торые отличились минимальным содержанием вирусов. 
Далее асептические экспланты трех клонов картофе-
ля (№ 2, 3, 10) изолировали в культуру in.vitro.на пита-
тельную среду с антивирусным препаратом рибавирин 
в концентрации 30 мг/л.

Комбинированная терапия включала три этапа об-
щей продолжительностью 150 дней, на каждом из кото-
рых экспланты и микропобеги картофеля пассировали 
на питательную среду МS с рибавирином (30 мг/л):

1-й. этап — введение и культивирование первичных 
эксплантов на питательной среде МS с добавлением 
рибавирина (30 мг/л) при 23 ± 1 ºC в течение 50 дней; 

2-й. этап состоял из нескольких последовательных 
циклов:

• пассирование микропобегов на питательную сре-
ду с рибавирином (30 мг/л) и культивирование в тече-
ние 36 дней при 23 ± 1 ºC;

• культивирование микропобегов в климатической ка-
мере с последовательным повышением температуры с 
23 до 38 ºC и выдерживание в течение 14 дней при 38 ºС;

• культивирование микропобегов при 23 ± 1 ºC в те-
чение 10 дней;

3-й.этап — черенкование и культивирование микро-
растений на среде МS с добавлением рибавирина 
(30 мг/л) при 23 ± 1 ºC в течение 30 дней.

В процессе выполнения работы проводили ПЦР-диа-
гностику растительного материала на наличие виру-
сов. Микрорастения картофеля с полным отсутствием  

Таблица.1. Исходная зараженность клубней картофеля сорта 
Посейдон вирусной инфекцией
Table.1. Starting degree of the damage caused to potato tubers 
of variety Poseidon by the viral infection

№ клона
Наличие вирусной инфекции

PVX PVA PVY PVS PVM PLRV

2 – – + + + +

3 – – + + + +

10 – – + + + +

Примечание: (–) Вирус не обнаружен, (+) вирус обнаружен.

PVY PVS PVM PLRV PVY PVS PVM PLRV
клон 2 34,228 32,029 32,415 35,502 0,004 0,008 0,026 0,005
клон 3 33,795 31,875 31,843 33,643 0,006 0,004 0,009 0,048
клон 10 35,412 35,442 36,531 35,765 10,046 0,014 7,937 0,182
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Рис. 1. Эффективность применения термохимиотерапии на 
образцах картофеля сорта Посейдон
Fig. 1. Efficacy of the new thermochemotherapy for potato variety 
Poseidon
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