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СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ПОДХОДОВ                              
К ОЗДОРОВЛЕНИЮ КАРТОФЕЛЯ В КУЛЬТУРЕ             

IN VITRO ОТ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

О.В. Бычкова, Е.С. Бровко, О.Н. Мироненко,                                                                 
Л.П. Хлебова, А.В. Небылица

Обоснование. Картофель считают легко восприимчивой к инфекционным, 
в том числе вирусным заболеваниям, культурой, что является одной из при-
чин снижения урожайности. На сегодняшний день, единственным способом 
получения и воспроизводства оздоровленного материала картофеля являются 
технологии на основе меристемно-тканевых культур.

Цель данного исследования – совершенствование подходов к оздоровлению 
картофеля в культуре in vitro от вирусной инфекции.

Материалы и методы. Объектами служили клубни, микрорастения и 
микроклубни 6 сортов картофеля, поражённые вирусами PVS, PVА, PVM, 
PVX и PVY в различных сочетаниях. Освобождали от вирусов растительный 
материал методом термотерапии – 38,0±0,5°С. В зависимости от сорта и 
объекта длительность экспонирования составляла 10-25 суток.

Результаты. В исследовании показано, что использование в качестве 
объекта для термотерапии микроклубней картофеля позволяет освободить 
растительный материал от вирусов в 25,0-50,0% случаев в зависимости от 
патогена. Преимущество данной схемы оздоровления заключается, во-пер-
вых, в увеличении регенерационной способности эксплантов до 32,9% вслед-
ствие исключения процесса стерилизации материала после термотерапии и 
отсутствия дополнительного метода оздоровления – культуры апикальных 
меристем. Во-вторых, эффективность освобождения от вирусов повыша-
ется за счет увеличения времени экспозиции высокой температуры до 25 
суток.

Заключение. Использование такого подхода позволяет элиминировать не 
только отдельные вирусы, но и их комплекс, например, PVА + PVX, PVM + 
PVX, PVX + PVS, PVM + PVX + PVS.
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Background. Potatoes are considered to be easily susceptible to infections, 
including viral diseases, which is one of the reasons for the decrease in yield. To 
date, the only ways to obtain and reproduce healthy potato material are technologies 
based on meristem-tissue cultures.

Purpose. The aim of this study was to improve approaches to the release of 
potato from viral infection using in vitro culture.

Materials and methods. The objects were tubers, microplants and microtubers 
of six cultivars of potato affected by PVS, PVA, PVM, PVX and PVY viruses in var-
ious combinations. Viruses were eliminated from plant material by thermotherapy 
at a temperature of 38.0±0.5°C. Depending on the cultivar and object, the exposure 
was 10-25 days.

Results. The study showed that the use of potato microtubers as an object for 
thermotherapy makes it possible to release plant material from viruses in 25.0-
50.0% of cases, depending on the pathogen. The advantage of this virus eradication 
scheme is, firstly, in the increase in the regenerative capacity of explants up to 
32.9% due to the exclusion of the sterilization stage after thermotherapy and the 
absence of apical meristem culture as an additional method of sanitation. Secondly, 
the efficiency of the release of plant material from viruses increases due to a longer 
exposure to high temperature up to 25 days.
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Conclusion. The use of this approach made it possible to eliminate not only 
individual viruses, but also their complex, for example, PVA + PVX, PVM + PVX, 
PVX + PVS, PVM + PVX + PVS.

Keywords: potato, Solanum tuberosum L.; in vitro; phytopathogens; potato 
viruses; health improvement; thermotherapy; potato microtubers; virus-free plants
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Картофель (Solanum tuberosum L.) – одна из наиболее значимых про-
довольственных культур в мире наряду с пшеницей, кукурузой, рисом. 
Россия входит в тройку стран-лидеров по производству картофеля вместе 
с Китаем и Индией, является второй страной после КНР по площади воз-
делывания этой культуры. В 2021 г. на территории Российской Федерации 
на 1,2 млн. га было произведено 18,3 тыс. тонн картофеля [14]. Эта овощ-
ная культура используется населением для столового потребления, а также 
для производства картофеля фри, чипсов, сублимированных продуктов и 
крахмала [18]. Питательная ценность картофеля на единицу площади в 2-3 
раза больше чем у зерновых. 

Род Solanum L. относят к числу культур с высокой восприимчивостью к 
инфекционным заболеваниям, часто поражаемых вредителями-насекомы-
ми, что является основной причиной снижения урожайности [6, 8, 25]. Еже-
годные потери урожая от фитопатогенов оцениваются на уровне 20-25%, к 
этому добавляются потери при хранении и переработке картофеля [5, 14]. 
Увеличение объемов импорта семенного и продовольственного материала, 
а также расширение ареала фитопатогенов и вредителей вследствие изме-
нения климата приводят к росту зараженности картофеля [5, 10].

Современные данные о распространении вирусных заболеваний не 
дают комплексного представления о фитосанитарной ситуации в стране, 
поскольку имеют фрагментарный характер, как о территориальном рас-
пространении вирусов, так и их видовом составе [21]. Наиболее вредо-
носными считаются PVМ, PLRV и различные штаммы вируса PVY [24], 
данные по распространению которых приводятся для основных регионов 
РФ, производящих картофель [7, 15, 21].

Так по информации Россельхозцентра о распространении вирусных 
заболеваний картофеля в европейской части РФ наиболее часто встреча-
ются PVS (46,2%), PVY (45,7%), PVM (34,7%), реже образцы поражены 
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вирусами PVХ (12,1%), PVYntn (9,7%) и PVA (6,0%) и единично вируса-
ми PLRV и PMTV (по 1,2%, соответственно) [5]. Для Самарской области 
распространение группы вирусов сильных мозаик приводится для PVS – 
31%, PVY – 13% и PLRV– 0,8%. Впервые был выявлен штамм PVYn, доля 
которого среди образцов, пораженных Y вирусом картофеля, составляла 
80% [13]. На территории Дальнего Востока во всех районах возделывания 
картофеля наблюдается распространение патогенов S. tuberosum L. Отме-
чено, что вирусы PVХ и PVM часто встречаются в скрытой форме [2]. В 
условиях северной лесостепи Западной Сибири динамика накопления ви-
русных инфекций в клонах 1 года суперсуперэлиты не превышала 0,4, 1,3 
и 13,8% для вирусов PVХ, PVM и PVY, соответственно [8]. На территории 
Астраханской области сотрудниками Россельхозцентра проведена иденти-
фикация вирусных болезней картофеля, отмечено широкое распростране-
ние PVY (40-65%), доля остальных вирусных и бактериальных патогенов 
в исследуемых образцах не превышала 10% [16].

Показано, что для ряда сортов стандартные технологии защиты – об-
работка минеральным маслом и инсектицидами – не защищают от разви-
тия инфекции за счет передачи ее переносчиками. Основным фактором, 
определяющим развитие вирусной инфекции, является заражение исход-
ного материала [12].

Ключевой задачей в семеноводстве картофеля является точная и своевре-
менная диагностика патогенов, использование комплекса агротехнических 
мероприятий, в том числе создание сдерживающих факторов для перено-
счиков, а также внедрение технологий на основе меристемно-тканевых 
культур, клонального микроразмножения для получения и воспроизводства 
оздоровленного материала картофеля. В качестве методов оздоровления рас-
тений от вирусной инфекции, в том числе картофеля, используют: культу-
ру верхушечных меристем [27, 29], термотерапию [23, 29], химиотерапию, 
реже криотерапию и электротерапию, а также комбинированные схемы те-
рапий, включающие сочетание нескольких способов [11, 17]. 

Однако используемые методы оздоровления имеют ряд недостатков, 
приводящих к снижению эффективности предлагаемых приемов освобо-
ждения от вирусов. Например, гибель исходного материала в процессе 
оздоровления, низкий выход освобожденных от фитопатогенов растений, 
возможность применения схем оздоровления от конкретных вирусов, а 
не от комплекса и т.д. В связи с этим поиск новых подходов к оздоровле-
нию растений является актуальной задачей в сельскохозяйственной био-
технологии, а подбор принципиально новых условий применения уже 
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известного метода оздоровления – термотерапии – является новизной в 
представленном исследовании.

В соответствии с ГОСТ 33996-2016 [3] в посадочном материале реко-
мендуется контролировать наличие 10 патогенов, в том числе пяти виру-
сов и одного вироида, с помощью методов полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) или иммуноферментного анализа (ИФА) [4].

Целью данного исследования являлось совершенствование подходов к 
оздоровлению картофеля в культуре in vitro от вирусной инфекции.

Материалы и методы
В качестве объекта для исследования использовали клубни, микро-

растения и микроклубни сортов картофеля Ред Скарлет, Импала, Черный 
Принц, Славянка, Невский и Джелли, которые по результатам ПЦР-диа-
гностики были поражены вирусами PVS, PVА, PVM, PVX и PVY в раз-
личных сочетаниях.

Оздоровление методом термотерапии проводили в условиях клима-
тической камеры КС-200, при температурном максимуме 38,0±0,5°С и 
фотопериоде 16/8. В зависимости от сорта и объекта длительность экс-
понирования составляла 10-12 суток для микрорастений, 18-20 суток для 
клубней и 20-25 суток для микроклубней. Более длительное действие вы-
сокой температуры приводило к потере растительными тканями тургора 
и увяданию, что впоследствии снижало жизнеспособность эксплантов.

После термотерапии клубней и микрорастений для введения в культуру 
in vitro использовали верхушки ростков и мериклонов (≈ 2 мм), в качестве 
дополнительного этапа оздоровления выделяли апикальные меристемы 
(до 0,2 мм). При оздоровлении микроклубней эксплантом служили сфор-
мированные в процессе термотерапии ростки (0,2-2 мм) или верхушки 
ростков (не более 2 мм). Все экспланты культивировали на питательной 
среде Мурасиге-Скуга, дополненной сахарозой (30 г/л) и кинетином (0,5 
мг/л). Регенерация проходила в условиях культуральной комнаты, на стел-
лажах, при температуре 21,0±0,5°С и 16-часовом фотопериоде.

Тестирование исходного материала и ретестирование регенерантов 
картофеля на наличие инфекции проводили методом ПЦР в режиме Real-
time на ДНК-амплификаторе QuantStudio5 с использованием наборов для 
диагностики вирусов PVS, PVA, PVM, PVX и PVY (Синтол, Россия). РНК 
выделяли с помощью наборов реагентов DiamondDNA (Россия).

Рассчитывали показатели частоты регенерации картофеля (%) относи-
тельно количества эксплантов, вводимых в культуру in vitro после терапии, 
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а также, для оценки общей эффективности схемы оздоровления, как отно-
шение количества регенерантов к количеству оздоравливаемых образцов.

Результаты и обсуждение
Частота регенерации картофеля в культуре in vitro была различной в 

зависимости от сорта, типа и источника эксплантов (табл. 1).

Таблица 1.
Частота регенерации картофеля в культуре in vitro относительно                 

количества вводимых эксплантов после термотерапии, %
Источник 

и тип 
экспланта

Сорт

Клубни Микрорастения Микро-
клубни

Верхуш-
ка ростка Меристема Верхуш-

ка побега Меристема Ростки

Ред Скарлет 59,5 32,1 36,9 21,0 28,8
Импала 65,3 38,8 37,4 29,7 33,2
Черный Принц 71,0 29,8 34,2 23,1 34,3
Славянка 89,7 26,1 33,2 26,1 40,9
Невский 60,7 33,0 40,9 37,1 37,5
Джелли 62,7 26,2 41,0 20,2 31,3
Среднее 68,1 31,0 37,3 26,2 32,9

Максимальное количество регенерантов наблюдали при введении в 
культуру верхушек ростков картофеля. В случае использования других 
типов эксплантов эффективность регенерации снижалась в 2-2,5 раза.

Поскольку эффективность регенерации растений из меристемы пря-
мо пропорциональна ее размеру, для успешной регенерации меристем 
большинства таксонов необходимо наличие изолированного апекса с 2-3 
листовыми примордиями [9]. Однако для обеспечения высокого уровня 
элиминации вирусов и получения безвирусных растений размеры мери-
стем должны быть крайне малы (0,1-0,2 мм) [11].

Традиционное применение клубней картофеля в качестве объекта 
для термотерапии позволило освободить единичные растения от виру-
сов PVM и PVY, что составляет в среднем 8,8 и 16,6%, соответственно. 
В случае с микрорастениями картофеля использование только терапии 
высокой температурой привело к элиминации всех вирусов (PVS, PVA, 
PVM, PVX, PVY), однако средняя эффективность оздоровления не пре-
вышала 25,0% (табл. 2).
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Таблица 2.
Эффективность оздоровления картофеля в зависимости                                       

от методов терапии и типов эксплантов, %
Вирус

Сорт PVS PVA PVM PVX PVY PVS PVA PVM PVX PVY

Клубни
термотерапия термотерапия + культура меристемы 

Ред Скарлет 0 0 0 0 - 0 0 0 0 -
Импала - - 0 - - - - 33,3 - -
Черный Принц 0 0 20 0 33,3 0 0 20,0 33,3 33,3
Славянка - - 0 - - - - 33,3 - -
Невский - - 0 - - - - 0 - -
Джелли 0 0 33,3 - 0 0 0 0 - 33,3
Среднее 0 0 8,8 0 16,6 0 0 17,3 16,6 33,3

Микрорастения
термотерапия термотерапия + культура меристемы

Ред Скарлет 0 0 33,3 33,3 - 0 33,3 100 33,3 -
Импала - - 12,5 - - - - 25 - -
Черный Принц 20 25 25 28,6 25 20 25 25 14,3 50
Славянка - - 0 - - - - 12,5 - -
Невский - - 10,0 - - - - 0 - -
Джелли 0 0 25,0 - - 0 0 37,5 - -
Среднее 6,7 8,3 17,6 30,9 25,0 6,7 19,4 33,3 23,8 50,0

Микроклубни
термотерапия термотерапия + культура меристемы

Ред Скарлет 25 50 66,6 50 - нд нд нд нд нд
Импала - - 28,5 - - нд нд нд нд нд
Черный Принц 37,5 25 21,4 27,3 50 нд нд нд нд нд
Славянка - - 33,3 - - нд нд нд нд нд
Невский - - 14,2 - - нд нд нд нд нд
Джелли 20 0 44,4 - - нд нд нд нд нд
Среднее 27,5 25,0 34,7 38,6 50,0 нд нд нд нд нд

Примечание: «-» – отсутствие вирусов в исходных образцах; «нд» – нет дан-
ных, постановка эксперимента не входила в задачи исследования.

Согласно накопленным данным, термотерапия в сочетании с культурой 
меристем позволяет увеличить эффективность эрадикации вирусов [28], 
что подтверждают полученные в нашем исследовании данные. Так, при-
менение комплексной терапии привело к увеличению доли свободных от 
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ряда вирусов растений в 1,5-2 раза. Именно подобная схема оздоровления 
предпочтительна для картофеля, поскольку преобладание смешанной ин-
фекции превалирует перед отдельными патогенами [21].

Известно, что основные фитопатогены картофеля по тканевой специа-
лизации (локализации) относятся к разным группам, что говорит о различ-
ных стратегиях оздоровления для каждой из них. Так, у одних из самых 
распространенных и приводящих к серьезным потерям урожая вирусов 
картофеля PVY и PLRV есть механизмы, гарантирующие локализацию в 
тканях флоэмы [19]. Во флоэме перемещение вируса совершается более 
быстро и измеряется см/ч [26]. Для элиминации подобных вирусов реко-
мендуют культуру меристем, поскольку в меристеме отсутствуют диф-
ференцированные или сосудистые ткани, это соответственно исключает 
нахождение вируса в апексе.

Использование микрорастений в качестве объекта термотерапии и 
источника меристем позволило выделять более мелкие апексы, что суще-
ственно повысило эффективность перед комплексной терапией клубней 
картофеля на 6,7-23,8% в зависимости от вируса (табл. 2).

В паренхимных тканях вирус перемещается медленно, не превышая 
0,01 мм/ч. Переход вирусных частиц из клетки в клетку осуществляется 
по протоплазменным нитям, соединяющим клетки между собой. Наибо-
лее характерные симптомы для болезней, вызываемых паренхимными ви-
русами – вирусные мозаики. К подобным патогенам, например, относят 
PVХ. Этот вирус передается только механически (контактно) и практиче-
ски никогда насекомыми.

Распространение паренхимных вирусов возможно регулировать вы-
сокими температурам, за счет ингибирования репликации самого вируса 
или деградации вирусной РНК [30]. Кроме того, термотерапия связана с 
противовирусным механизмом иммунной защиты растений, называемым 
подавлением РНК [20, 22].

Дополнительное к термотерапии использование культуры меристем в 
качестве метода оздоровления позволило увеличить количество растений 
свободных от PVY вируса в 2-3 раза в зависимости от источника эксплан-
тов (клубни или микрорастения).

Стоит отметить перспективность использования микроклубней, сфор-
мировавшихся в условиях in vitro, для получения оздоровлённого матери-
ала картофеля. За счет увеличения длительности термотерапии для ряда 
сортов до 25 суток, а также использование в качестве эксплантов доста-
точно мелких ростков (до 2 мм) эффективность оздоровления была макси-
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мальной против вирусов PVS, PVA, PVM и PVX. Для вируса PVY средняя 
доля элиминации составила 50,0%, что указывает на предпочтительное 
использование метода комплексной терапии, сочетающего термотерапию 
и культуру апикальных меристем.

Для оценки эффективности схемы оздоровления картофеля от вирусов 
PVS, PVA, PVM, PVX и PVY целесообразно учитывать не только долю 
свободных от патогенов растений, но и эффективность регенерации. По-
скольку материал, участвующий в оздоровлении, часто ограничен необхо-
димо учитывать количество оздоравливаемых образцов (табл. 3). 

Таблица 3.
Частота регенерации картофеля в культуре in vitro после термотерапии         

относительно количества оздоравливаемых образцов, %
Источник и тип 

экспланта

Сорт 

Клубни Микрорастения Микроклубни

Верхушка 
ростка

Мери-
стема

Верхушка 
побега

Мери-
стема Ростки

РедСкарлет 86,7 46,7 31,1 17,8 73,3
Импала 86,7 53,3 33,3 26,7 70,0
Черный Принц 96,0 40,0 32,0 21,3 72,0
Славянка 113,3 33,3 30,0 23,3 90,0
Невский 90,0 50,0 40,0 33,3 70,0
Джелли 80,0 33,3 35,6 17,8 60,0
Среднее 92,1 42,8 33,7 23,4 72,6

Как упоминалось выше, в процессе термотерапии высок риск гибели 
образцов, что также отмечено в ряде работ [11].

При средней эффективности приём оздоровления микрорастений кар-
тофеля комплексной терапией по отношению к исходному материалу ока-
зывается малоэффективным. Безусловно, получение достаточного объема 
исходного материала возможно в течение короткого времени, поскольку 
скорость роста и развития картофеля, а также коэффициент размножения 
достаточно высок [1]. Однако, использование дополнительного этапа – 
культуры меристем – снижает общую эффективность метода за счет низ-
кой регенерации и трудоемкости процесса.

Использование микроклубней картофеля, сформировавшихся в in vitro, 
позволяет элиминировать фитопатогены в 25,0-50,0% случаев, что суще-
ственно выше, чем использование других источников эксплантов при тер-
мотерапии. Отсутствие дополнительного этапа в схеме оздоровления делает 
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данную технологию менее трудоемкой. Регенерационная способность экс-
плантов относительно вводимых в культуру эксплантов на уровне 33% 
(табл. 1). Возможность получить более чем один росток от одного микро-
клубня снижает потребность в количестве исходного материала в несколько 
раз. Эффективность регенерации относительно количества оздоравливае-
мых образцов в данном случае максимальна и составляет 72,6% (табл. 3).

Выводы
Применение в качестве объекта для термотерапии микроклубней кар-

тофеля, сформированных in vitro позволяет освободить растительный ма-
териал от вирусов в 25,0-50,0% случаев в зависимости от патогена. За 
счет исключения процесса стерилизации после термотерапии и отсутствия 
дополнительного этапа оздоровления – культуры меристем – регенераци-
онная способность эксплантов составляет 32,9%, что свидетельствует об 
эффективности предложенной модели освобождения от вирусов.

Использование данной схемы оздоровления позволяет элиминировать 
не только отдельные вирусы, но и их комплекс, например, PVА + PVX, 
PVM + PVX, PVX + PVS, PVM + PVX + PVS. Подобный результат до-
стигается за счет возможности использования мелких ростков в качестве 
экспланта, а также увеличения времени экспозиции высокой температуры 
до 25 суток.
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