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НАКОПЛЕНИЕ Y-ВИРУСА КАРТОФЕЛЯ В КУЛЬТУРЕ
КАЛЛУСНОЙ ТКАНИ NICOTIANA TABACUM

Бейсембина Б., Қурманбек А

Вирусные болезни - самые опасные болезни картофеля, а вирус
морщинистой и полосчатой мозаики является одним из самых вредоносных.
Поражение данным вирусом вызывает потери урожая  50% и более,  в
зависимости от сорта и условий культивирования.

Ключевым звеном при разработке современных методов диагностики и
внедрении их в сельскохозяйственную практику является наличие качественного
антигена.

Технология in vitro позволяет получать экологически чистое сырье
круглый год, увеличивать выход биологически активных веществ, вирусных
препаратов и  регулировать их накопление в культуре ткани. Получение и
наращивание каллусной ткани растений с одновременным накоплением в ней
вируса дает возможность длительно сохранять материал в условиях in vitro,
исключающих заражение другим вирусом.

Целью настоящих исследований являлось накопление Y-вируса в
каллусных тканях.

Объектом исследований послужил Y-вирус картофеля. В качестве
первоначального накопителя Y-вируса картофеля использовали растения
Nicotiana tabacum сорта Samsun. Растения инокулировали по стандартной
методике. Для получения инфекционного сока при инокуляции тест-растений
использовали пораженные моновирусом PVY растения картофеля сорта Cherie
и Ditta. Инокулированные растения затеняли на сутки, после  оно содержалось
на рассеянном свету.

Через  20-25 суток после инокуляции верхние молодые листья,
содержащие вирусный антиген, отделяли, промывали дистиллированной водой и
дезинфицировали. Последовательно инкубируя их в 20% эталоне (1 мин), 5% -
растворе хлорной извести (15 мин) и 5% - растворе хлорамина (20 мин). Листья
затем 3 раза отмывали стерильной водой и разрезали на сегменты квадратной
формы размером 0,5-0,7 мм.

Полученные экспланты высаживали в чашки Петри с агаризованной
питательной средой на минеральной основе по Мурасиге и Скугу, содержащей
наряду со стандартными  ингредиентами следующие компоненты: кинетин - 2
мг/л, 2,4-Д - 0,5 мг/л, индолилуксусная кислота - 1 мг/л, сахароза - 2% и агар-
агар – 0,7%. Через десять дней после посадки примерно 95% эксплантов
индуцировали образование первичного каллуса. Инкубация каллуса в течение
первого периода проводилась при постоянном освещении (1500 лк), при



последующем пассировании каллусную ткань культивировали в термостате при
температуре 25-26°С.

Накопление вирусного антигена в тест-растениях и их каллусной ткани
контролировали с помощью иммуноферментного анализа (ИФА). При
проведении анализа применялись диагностические наборы для определения
вирусов картофеля ГНУ Всероссийский НИИ картофельного хозяйства им. А.Г.
Лорха РАСХН. Для иммунологической проверки растений на
вирусоносительство применялся метод двойного наслоения антител («сэндвич» -
вариант ИФА) по стандартной методике. Наличие вируса в исследуемых
образцах регистрировали с помощью спектрофотометра с вертикальным
потоком света ASYS Expert 96 (Австрия), при длине волны 490 нм.

Для приготовления инфекционного сока использовали больные растения с
четкими симптомами заболеваний. Кроме того, зараженность исходных
растений подтверждалась с помощью «сэндвич» - вариантa ИФА.

Всего была предпринята попытка инокулировать 47 растений Nicotiana
tabacum сорта Samsun, в ювенильной фазе развития.

Через 14 дней у инокулированных растений, наблюдалось появление
первых симптомов заражения вирусом: посветление жилок, деформация листьев,
легкая крапчатость, травмированные листья становились прозрачными и
усыхали. Результаты, представленные в таблице 1, свидетельствуют о том, что
положительная реакция была выявлена у шести линий табака.

При регистрации  наличия в тест-растениях вируса методом ИФА было
установлено, что оптическая плотность анализируемых образцов: №38, 42, 43
превышала коммерческий положительный контроль (Positive) уже на 15-е сутки
после инокуляции. Следует отметить, что на 25-е сутки оптическая плотность
ИФА вышеуказанных инфицированных линий заметно снижалась. Однако линия
Nicotiana tabacum №10 проявляла максимальное накопление вируса PVY именно
на 25-е сутки после инокуляции.

Таблица 1 – Результаты тестирования заражённых растений табака Nicotiana
tabacum вирусом картофеля PVY

№
линии

Растение, сорт Значения оптической плотности в ИФА
после заражения, ед.

на 7-е
сутки

на 15-е сутки на 25-е сутки

10 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,008 0,826 1,335

38 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,003 1,313 0,767

42 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,571 1,211 0,936

43 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,497 1,070 0,977

44 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,102 0,571 0,232



1000 Nicotiana tabacum,
Samsun

0,180 0,412 0,343

- Positive 0,865 1,021 0,912
- Negative 0,019 0,023 0,021

Для индукции каллуса использовали растения табака Nicotiana tabacum -
сорт Samsun, линия № 10, так как, согласно данным приведенным в таблице 1,
оптическая плотность ИФА была наибольшей по сравнению с другими линиями.

Первичный каллус пересаживали на свежие питательные среды того же
состава и при нарастании каллусной массы большего объема на 3-4 неделю
производили последующее пассирование. За время эксперимента было
осуществлено 4 пассажа.

При культивировании каллусной ткани проводились наблюдения за
интенсивностью ее нарастания. Для этого в процессе пассирования каллусную
массу стерильно взвешивали на электронных весах. Было установлено, что
интенсивность нарастания каллусной ткани составляла в среднем 107%.

Методом ИФА вирусный антиген PVY был обнаружен во всех
исследуемых каллусных культурах, полученных из зараженных вирусом
растений, на всех этапах пассирования, оптическая плотность ИФА всегда
оставалась на уровне положительного контроля, а иногда и несколько
превышала его (таблица 2).

Таблица 2 - Результаты тестирования в каллусных тканей и растений-
регенерантов Nicotiana tabacum сорта Samsun на вирусоносительство методом
ИФА

№ Растительные образцы, зараженные
PVY

Оптическая плотность
ИФА, о.е.

Образе
ц Positive Negativ

e
1 Каллусная ткань линии N.t. №10,

образец №1 0,709 0,375 0,014

2 Каллусная ткань, (N.t. №10) образец №2 0,256 0,375 0,014
3 Каллусная ткань, (N.t. №10) образец №3 0,291 0,375 0,014
4 Каллусная ткань, (N.t. №10) образец №4 0,578 0,317 0,015
5 Каллусная ткань, (N.t. №10) образец №5 0,371 0,375 0,014

Таким образом, представленные результаты свидетельствуют о
возможности длительной персистенции и накоплении PVY в культуре каллусной
ткани Nicotiana tabacum для последующего его применения в качестве антигена
при разработке диагностических тест-систем.

*Научный руководитель к.б.н, доцент Хасанов В.Т.


