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Y-ВИРУСА КАРТОФЕЛЯ IN VIVO И IN VITRO
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И.М.Талап, А. Байдуллаева

В настоящее время наиболее  патогенным вирусом растений картофеля
является PVY, вызывающий сильные потери урожая - до 50% и более (Бобкова
А.Ф., 1983). При выявлении вредоносных вирусных заболеваний особое значение
имеет наличие у исследователя доступного круглогодичного источника вирусов в
тест-растениях для получения высокоочищенных вирусных препаратов с целью
производства диагностических тестов.

В качестве накопителей Y-вируса картофеля успешно применяются
растения табака (Nicotiana tabacum) сорта Самсун NN. Для накопления вирусов в
инокулированных растениях, их выращивают при температуре 20-25°С,
освещенности 10 000 люкс, относительной влажности воздуха 70-80% в течение
2-4-х недель. Далее растения срезают и их листья используют для выделения
препаратов вирусов (Атабеков И.Г., 1985).

Отдельные авторы в качестве источника вирусных антигенов  картофеля
предлагают использовать каллусные культуры тест-растений (Тимошенко А.М. и
др., 1989).

Исследования проводились в Научно-образовательном инновационном
центре агробиологических исследований АО «КАТУ им. С. Сейфуллина» в
рамках бюджетной программы 055, по проекту: «Разработка экспресс-теста для
диагностики вирусных заболеваний картофеля».

Целью настоящих исследований являлось изучение возможности
длительного сохранения Y-вируса картофеля в инокулированных тест-растениях
Nicotiana tabacum, индуцированных из них каллусных тканях и полученных из
каллуса растений-регенерантах.

Объектом исследований послужил Y-вирус картофеля. В качестве
источника исследуемого вируса для инокуляции тест-растений использовали
инфекционный сок пробирочных растений картофеля сорта Cherie.
Растением-накопителем вирусной инфекции послужил сорт Nicotiana tabacum -
Samsun. Тест-растения инокулировали по стандартной методике (Гнутова Р.В.,
1983). Инокулированные тест-растения содержались в камере искусственного
климата при постоянном освещении и температуре 18-25°С, освещенности
1000-3000 люкс.

Через  20-25 суток после инокуляции верхние молодые листья, содержащие
вирус, отделяли, промывали дистиллированной водой и дезинфицировали с
помощью 20% эталона (1 мин), 5% - раствора хлорной извести (15 мин) и 5% -



раствора хлорамина (20 мин). В эксперименте использовали листовые экспланты
размером 0,5-0,7 мм. Полученные экспланты высаживали в чашки Петри на
агаризованную питательную среду на минеральной основе по Мурасиге и Скугу,
включающей: кинетин - 2 мг/л, 2,4-Д - 0,5 мг/л, ИУК - 1 мг/л, сахарозу - 2% и
агар-агар – 0,7%. Инкубация каллуса проводилась при постоянном освещении
(1500 лк) и  температуре 25-26°С.

Накопление вирусного антигена в тест-растениях и их каллусной ткани
контролировали с помощью метода двойного наслоения антител («сэндвич –
вариант» ИФА) по общеизвестной методике (Атабеков И.Г., 1985). При
проведении анализа применялись диагностические наборы для определения
вирусов картофеля ГНУ Всероссийский НИИ картофельного хозяйства им. А.Г.
Лорха РАСХН.

Наличие вируса в исследуемых образцах регистрировали с помощью
спектрофотометра с вертикальным потоком света ASYS Expert 96 (Австрия), при
длине волны 492 нм.

На первом этапе наших исследований была определена исходная
оптическая плотность ИФА у отобранного пробирочного растения картофеля
сорта Cherie, которая составила составила 1,608  оптических единиц (о.е.) по
сравнению с отрицательным (Negative) - 0,003 о.е. и положительным (Positive) -
1,485 о.е. контролями.

В ходе проводимого эксперимента при регистрации наличия в
инокулированных тест-растениях вируса методом ИФА было установлено, что
оптическая плотность анализируемых образцов достигала максимума на 25-е
сутки после инокуляции. На 15-30-е сутки методом ИФА PVY в значительной
степени был обнаружен во всех исследуемых образцах, полученных из
зараженных вирусом растений, на всех этапах его культивирования. Однако на
30-40-е сутки выращивания инфицированных растений значение данного
показателя заметно снижалась, что соответствует литературным данным (Гнутова
Р.В., 1983, Атабеков И.Г., 1985).

Таблица 2 – Динамика накопления PVY в растениях табака in vitro и in vivo

Растения, сорт, условия
культивирования

Оптическая плотность ИФА, о.е.
на
7-е
сутк
и

на
15-е
сутки

на
25-е
сутки

на
30-е
сутки

на
40-е
сутки

На
270-е
сутки

Растение Nicotiana
tabacum,  Samsun in vivo

0,008 0,826 1,335 0,767 0,238 0,027

Каллус Nicotiana
tabacum, Samsun, in vitro

0,578 0,767 0,977 0,826 1,070 0,550

Растения-регенеранты
Nicoti-ana tabacum
Samsun in vivo №1

0,936 0,751 1,211 0,571 0,970 0,721

Positive 0,865 1,021 0,912 0,986 0,951 0,551
Negative 0,019 0,023 0,021 0,003 0,028 0,008



На 270-е сутки выращивания в камере искусственного климата при
постоянном освещении с интенсивностью 1 000 люкс и температуре 18-20°С
растения-регенеранты продолжали проявлять симптомы заражения PVY, что
подтвердилось результатами ИФА. Положительная реакция ИФА на PVY
установлена также у постоянно пассируемых в течение аналогичного периода
времени каллусных культур Nicotiana tabacum.

Полученные из каллуса растения-регенеранты проявляли характерные для
PVY симптомы заражения (посветления вдоль жилок, крапчатость) и были
способны обнаруживать в ИФА вирусную инфекцию в течение 9 месяцев с
момента инокуляции, в отличие от инокулированных растений Nicotiana tabacum
с отрицательной реакцией на исследуемый вирус в ИФА и  не проявляющих
никаких симптомов заражения уже на 40-е сутки после инокуляции вирусом.

Необходимо отметить, что, в соответствии с рисунком 1, кроме симптомов
заражения вирусом все полученные растения-регенеранты имели в ювенильной
стадии остроконечную форму листовой пластинки, а к моменту последнего
тестирования - ланцетовидную форму, суженную к основанию черешка в отличие
от здоровых растений, имеющих широко-яйцевидную форму.

1                  2 3 4
1 - здоровое растение Nicotiana tabacum;
2 - растение-регенерант Nicotiana tabacum №1;
3 - растение-регенерант Nicotiana tabacum №2;
4 - растение-регенерант Nicotiana tabacum №3.

Рисунок 1 – Растения-регенеранты Nicotiana tabacum
cорта Samsun,инфицированные PVY

В этой связи следует предположить, что полученные растения-регенеранты
являются сомаклональными вариантами Nicotiana tabacum сорта Samsun,
полученных из каллусных культур, отличающихся сниженным иммунитетом к
PVY.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о возможности
длительного сохранения PVY как в каллусных культурах in vitro, так и в
полученных растениях-регенерантах in vivo.


