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(54) Способ оздоровления картофеля при клональном микроразмножении
(57) Реферат:

Изобретение относится к области
биотехнологии и может быть использовано для
оздоровления от вирусов растений картофеля.
Изобретение представляет собой способ
оздоровления картофеля от вирусов PVS, PVM,
PVA, PVY, PVX при клональном
микроразмножении, включающий термотерапию
микроклубней in vitro при температуре 38,0±0,5°С,
фотопериоде 16/8. Изобретение позволяет

повысить регенерационную способность
эксплантов за счет исключения процесса
стерилизации после термотерапии и отсутствия
дополнительного метода оздоровления -
культуры апикальныхмеристем, а также усилить
эффективность освобождения от вирусов за счет
увеличения времени экспозиции высокой
температуры до 25 суток. 3 ил., 2 табл.

(56) (продолжение):
2006., vol.49.-Pp.119-129 DOI: 10.1007/sl 1540-006-9011-4. RU 2761498 C1, 08.12.2021.
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(54) METHOD FOR IMPROVING POTATO HEALTH USING CLONAL MICROPROPAGATION
(57) Abstract:

FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: invention can be used to recover

potato plants from viruses. The invention is a method
for recovering potatoes from viruses PVS, PVM, PVA,
PVY, PVX during clonal micropropagation, including
thermotherapy of microtubers in vitro at a temperature
of 38.0±0.5°C and photoperiod of 16/8.

EFFECT: invention makes it possible to increase

the regenerative ability of explants by eliminating the
sterilization process after thermotherapy and the absence
of an additional recovery method (culture of apical
meristems), as well as to enhance the effectiveness of
virus release by increasing the exposure time to high
temperature to 25 days.

1 cl, 3 dwg, 2 tbl
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Изобретение относится к области сельскохозяйственной биотехнологии и может
быть использовано для оздоровления от вирусов растений картофеля.

Для повышения продуктивности картофелеводства актуальной задачей является
обеспечение высокого качества семенного материала, поскольку только здоровый
посадочный материал способен реализовать биологический потенциал сорта.
Современное семеноводство картофеля невозможно без производства оздоровленного
от вирусов посадочного материала.

В соответствии с ГОСТ 33996-2016 «Межгосударственный стандарт. Картофель
семенной. Технические условия и методы определения качества» [1] регламентируется
контроль наличия в посадочном материале следующих вирусов: X вирус картофеля
(ХВК, PVX), S вирус картофеля (SBK, PVS); М вирус картофеля (МВК, PVM); Y вирус
картофеля (YBK, PVY); вирус скручивания листьев картофеля (ВСЛК, PLRV). Наличие
вирусных инфекций контролируется на основе показателей лабораторного тестирования
методами полимеразной цепной реакции (ПЦР) и иммуноферментного анализа (ИФА).

Первый этап семеноводства картофеля - оздоровление от фитопатогенов - является
максимально ресурсо- и энергозатратным во всей отрасли картофелеводства, что
обусловливает актуальность оптимизации и повышения эффективности процесса
получения и воспроизводства оздоровленного материала картофеля. В основе
современного оригинального и элитного семеноводства картофеля лежит использование
методов биотехнологии, в частности клонального микроразмножения.

В качестве методов оздоровления растений от вирусной инфекции, в том числе
картофеля, используют: культуру верхушечныхмеристем, термотерапию, химиотерапию,
реже криотерапию и электротерапию, а также комбинированные схемы терапий,
включающие сочетание нескольких способов.

Метод освобождения от вирусов растений с использованием культуры апикальных
меристем основан на уменьшении концентрации фитопатогена или его отсутствии в
точках роста. Вычленение меристем крайне малых размеров (100-300 мкм), с одной
стороны, приводит к увеличению эффективности оздоровления, с другой, к низкой
приживаемости эксплантов - до 30% [2]. Также к недостаткам можно отнести
трудоемкость, обязательное использование бинокулярногомикроскопа, а такженаличие
квалифицированного персонала с опытом работы по вычленению меристем.

Использование химиотерапии как способа оздоровления подразумевает обработку
инфицированныхрастений веществами спротивовирусной активностью, в числе которых
ингибиторы синтеза нуклеиновых кислот вирусов, бактериальная эндонуклеаза РНКаза,
стимуляторы роста, фенольные соединения и ряд лекарственных противовирусных
препаратов (римантадин, виразол, хитозан, интерферон, умифеновир и т.д.) [3].
Недостатком данного метода является наличие фитотоксического действия,
используемых химических веществ [4]. Например, фитотоксичность рибавирина -
наиболее часто используемого препарата при химиотерапии, возрастает при увеличении
его концентрации в питательной среде [5]. Большой спектр применяемых химических
веществ при оздоровлении влечет за собой трудности в подборе эффективно
действующих концентраций, при этом не приводящих к мутационным изменениям.
Необходимая после химиотерапии оценка сортовых особенностей оздоровленных
растений по хозяйственно значимымпризнакамможет занимать достаточно длительное
время.

Менее распространеннымметодомоздоровления растений является электротерапия.
Суть метода заключается в том, что электрический ток подается в ткани растений с
цельюразрушения вирусного нуклеопротеина и устранения его вирулентной активности
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[6-8]. Зарубежные коллеги заявляют о следующей эффективности: оздоровление 34,5%
образцов от PLRV и 33,6% - от вироида веретеновидности клубней (PSTVd) [9]; 12,5%
- от PVY и PVA [10]; единичные случаи от PVX [11]. К недостаткам данного метода
можно отнести невысокую эффективность оздоровления, нестабильность получаемых
результатов и необходимость работы со специфическим оборудованием - источником
переменного тока.

Отечественными исследователями запатентован способ оздоровления посадочного
картофеля и устройство для его осуществления [12], в котором описывается метод
оздоровления от вирусных, вироидных и микоплазменных инфекций картофеля с
использованием электрического тока, но не приводятся данные подтверждающие
данное заключение: отсутствует перечень выявляемых патогенов, метод их
идентификации, количественные и качественные показатели эффективности
оздоровления.

Известен способ оздоровления от вирусов растений, выращиваемых in vitro,
магнитным полем [13], в котором используются магнитно-импульсные установки.
Недостатком данного способа является его апробация только на одном вирусе PVS и
необходимость работы со специфическим оборудованием.

Криотерапия как метод оздоровления, подразумевающий погружение в жидкий азот
(-196°С) апексов растений достаточно крупных размеров (до 4 мм). При этом
жизнеспособность сохраняют только клетки в зоне апикальных меристем (Apical Dome
=AD) и первых двух листовыхпримордиев, которые потенциально свободныот вирусов.
Таким образом, криотерапия «работает» как микроскальпель, отсекая пораженные
вирусом более крупные и гидратированные клетки вне меристемной зоны, погибающие
из-за травм, вызванных криозамораживанием [14, 15]. Эффективность подобного
метода отличается в разных исследованиях: для PLRV, PVY - 80-95% [16, 17], для PVY
- 38,6% [18]. Данные по другим вирусам не приводятся. У этого метода существует ряд
недостатков: наличие в лаборатории потенциально опасного вещества - жидкого азота,
необходимость в специальном оборудовании и спецодежде, требования к площади
помещения и вентиляции, навыкам работы персонала.

Наиболее распространенной среди исследователей является термотерапия, суть
которой заключается в действии высоких температур на растение в течение
определенного времени. Данный метод является базовым и менее трудоемким, не
требует высокой квалификации сотрудников, имеет среднюю эффективность
оздоровления (40-60%) от ряда картофельных вирусов [16].

Комбинирование методов может несколько повышать долю оздоровленного
материала, однако увеличение трудозатрат и времени не всегда соответствует
полученному результату, что, несомненно, является недостатком используемых схем
оздоровления. Накопленные данные показывают, что комбинирование термотерапии
с другими методом оздоровления более эффективны, по сравнению с использованием
только температурного фактора [17, 19]. Чаще всего метод термотерапии совмещают
с технологией апикальных меристем.

Наиболее близким предлагаемому изобретению является способ оздоровления
картофеля с использованием термотерапии микрорастений, полученных in vitro. Для
этого пробирки с растениями с 4-5 междоузльями размещают в специализированной
климатической камере с фотопериодом 10 часов и регулируемым температурным
режимом: изначально при 28°С с ежедневным повышением температуры на 1-2°С до
достижения температурного максимума (38°С). Продолжительность экспозиции при
38°С составляет 10 суток. После прохождения термотерапии у растений из верхнего
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черенка под микроскопом с 300-350-кратным увеличением вычленяют апикальную
меристему. Эффективность получения меристемного материала составляет в среднем
36% (по 2-13шт. регенерантов, в зависимости от сорта).При этом количество свободных
от вирусов (PVS, PVM, PVY, PVX) образцов варьировало от 1 до 3 шт. [20].

Подобная комплексная схема оздоровления, сочетающая термотерапию и культуру
меристем, имеет ряд недостатков: низкая регенерационная способность меристем, а
также невысокая эффективность оздоровления.

Задача, на решение которой направлено изобретение, - увеличение эффективности
оздоровления картофеля от вирусов PVS, PVM, PVA, PVY, PVX при клональном
микроразмножении.

Технический результат достигается с использованием термотерапии при температуре
38,0±0,5°С и фотопериоде 16/8, объектом термотерапии являются микроклубни in vitro,
в качестве эксплантов используются ростки (0,2-2 мм) или верхушки ростков (0,2-2 мм),
сформированные в процессе оздоровления в течение 20-25 дней. Увеличение
регенерационной способности эксплантов осуществляется за счет исключения процесса
стерилизации после термотерапии и отсутствия дополнительного метода оздоровления
- культуры апикальных меристем, а также усиление эффективности освобождения от
вирусов за счет увеличения времени экспозиции высокой температуры до 25 суток.

Предлагаемый способ оздоровления картофеля примикроклональном размножении
от вирусной инфекции заключается в использовании в качестве объекта терапии
микроклубней, сформированных в условиях in vitro (Фиг. 1). Для этого инициировали
клубнеобразование путем культивирования микрорастений на питательной среде по
прописи Мурасиге-Скуга [21], обогащенной сахарозой (6%), ИМК 1 мг/л и кинетином
1 мг/л [22] при 12-часовомфотопериоде, температуре 21±0,5°С. Для эксперимента были
использованы сорта РедСкарлет,Импала, ЧерныйПринц, Славянка,Невский, Джелли.

Для оздоровления пробирки с микрорастениями и сформировавшимися на них
микроклубнями, переносят в климатическую камеру с установленным фотопериодом
16 (день) / 8 (ночь). В течение 2-2,5 недель растения in vitro адаптируют к высоким
температурам. Для этого каждые 2 дня повышают температуру в камере на 1,5-2,0°С
до 38,0°С. С момента достижения температурного максимума (38,0°С) начинается
процесс оздоровления, который длится 20-25 суток, в зависимости от сорта. Например,
для микроклубней сорта Ред Скарлет, относящейся к группе раннеспелых сортов
картофеля, максимальная продолжительность терапии составила 20-22 суток, тогда
как, среднепоздний сорт Славянка выдерживал температуру 38,0±0,5°С в течении 25
дней.

В процессе термотерапии на микроклубнях формировались ростки (Фиг. 2).
Впоследствии ростки (0,2-2 мм) или верхушки ростков (0,2-2 мм) отделяли от
микроклубней и переносили на свежую питательную среду Мурасиге-Скуга,
дополненную 30 г/л сахарозы и 0,5 мг/л кинетина (Фиг. 3).

Дальнейшее регенерация проходила в условиях культуральной комнаты, на
стеллажах, при температуре 21±0,5°С и 16-часовом фотопериоде.

Тестирование исходного материала и ретестирование регенерантов картофеля на
наличие вирусов проводилиметодомПЦРврежимеReal-time с использованиемнаборов
для диагностики вирусов PVS, PVA, PVM, PVX и PVY (Синтол, Россия). РНК выделяли
наборомDiamondDNA (Россия), согласно представленной производителем инструкции.
Исследование проводили на ДНК-амплификаторе в реальном времени QuantStudio5.
Режимы работы амплификатора устанавливали согласно инструкции производителя
наборов для анализа. Степень оздоровления картофеля от вирусов PVS, PVA, PVM,
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PVX и PVY не имела генотипической зависимости. Эффективность освобождения от
фитопатогенов зависела от вируса и его количественного содержания в растительных
тканях.

Эффективность регенерации картофеля в культуре in vitro после термотерапии и
использования в качестве эксплантов ростков (0,2-2 мм) или верхушек ростков (0,2-2
мм) микроклубней составила в среднем 30,1%. (Табл. 1).

Термотерапия микроклубней и использование в качестве эксплантов ростков (0,2-2
мм) или верхушек ростков (0,2-2 мм) позволило оздоровить от вирусов, в среднем, 25,0-
75,0% образцов. Полученные результаты превосходили эффективность оздоровления
при комплексной терапии - термотерапия + культура меристемы. Культивирование
ростков или верхушек ростков размером больше 2,0 мм существенно снижали
эффективность оздоровления картофеля. (Табл. 2).
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Примеры осуществления способа. Пример 1.
В качестве эксплантов использовали меристемы, которые вычленяли из

этиолированных проростков клубней картофеля после термотерапии. Условия
термотерапии следующие: максимальная температура 38±0,5°С, фотопериод 16/8,
длительность 18-20 суток. Более длительное воздействие высокой температурой
приводило к увяданию ростков клубней, что снижало жизнеспособность эксплантов.

Частота регенерации составляет в среднем 31,0%. Эффективность оздоровления от
вирусов составила: PVM - 17,6% и PVY - 50%, тогда как для других фитопатогенов
(PVS, PVA, PVX) подобная схема и тип эксплантов оказались не эффективными.

Пример 2.
В качестве эксплантов использовали меристемы, которые вычленяли из

микрорастений картофеля после термотерапии. Условия термотерапии следующие:
температурныймаксимум - 38±0,5°С, фотопериод 16/8, длительность 10-12 суток. Более
длительное воздействие высокой температуры приводило к увяданию микрорастений,
что снижало жизнеспособность эксплантов.

Частота регенерации варьировала от 20,2 до 37,1, в среднем составляя 26,2%.
Эффективность оздоровления от вирусов составила: PVS - 6,7%, PVA - 19,4%, PVM -
33,3%, PVX - 23,8% и 50% для вируса картофеля Y (PVY).

Пример 3.
В качестве эксплантов использовали ростки (0,2-1 мм) или верхушки ростков (0,2-1

мм), которые вычленяли из микроклубней картофеля после термотерапии. Условия
термотерапии следующие: температурный максимум - 38±0,5°С, длительность 20-25
суток, в зависимости от сорта. Более длительное воздействие высокой температурой
приводило к увяданию ростков микроклубней, что снижало жизнеспособность
эксплантов.

Частота регенерации варьировала от 18,6 до 31,5, в среднем составляя 25,9%.
Эффективность оздоровления от вирусов составила: PVS - 38,3%, PVA - 52,8%, PVM
-34,7%, PVX - 43,2% и 75,0% для вируса картофеля Y (PVY).

Пример 4.
В качестве эксплантов использовали ростки (1,0-2,0 мм) или верхушки ростков (1,0-

2,0 мм), которые вычленяли из микроклубней картофеля после термотерапии. Условия
термотерапии следующие: температурный максимум - 38±0,5°С, длительность 20-25
суток, в зависимости от сорта. Более длительное воздействие высокой температурой
приводило к увяданию ростков микроклубней, что снижало жизнеспособность
эксплантов.

Частота регенерации варьировала от 28,8 до 40,9, в среднем составляя 26,2%.
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Эффективность оздоровления от вирусов составила: PVS - 25,8%, PVA - 25,0%, PVM
-34,7%, PVX - 38,6% и 75% для вируса картофеля Y (PVY).

Пример 5.
В качестве эксплантов использовали ростки (2,0-3,0 мм) или верхушки ростков (2,0-

3,0 мм), которые вычленяли из микроклубней картофеля после термотерапии. Условия
термотерапии следующие: температурный максимум - 38±0,5°С, длительность 20-25
суток, в зависимости от сорта. Более длительное воздействие высокой температурой
приводило к увяданию ростков микроклубней, что снижало жизнеспособность
эксплантов.

Частота регенерации варьировала от 24,8 до 45,7, в среднем составляя 36,2%.
Эффективность оздоровления от вирусов составила: PVS - 3,8%, PVA - 15,5%, PVM -
14,5%, PVX - 25,0% и 12,5%о для вируса картофеля Y (PVY).
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(57) Формула изобретения
Способ оздоровления картофеля от вирусов при клональном микроразмножении,

включающий термотерапию при температуре, которая достигается повышением на
1,5-2,0°С каждые 2 дня, начиная от 21,0±0,5°С до 38,0±0,5°С, фотопериоде 16/8,
отличающийся тем, что оздоровление осуществляется от вирусов PVS, PVA, PVM, PVX,
PVY, объектом термотерапии являются микрорастения с микроклубнями in vitro, в
качестве эксплантов для последующей регенерации используются росткимикроклубней
размером 0,2-2,0 мм, сформированные в процессе терапии в течение 20-25 дней.
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