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ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями:

Антиген - чужеродное вещество для организма, которое способно вызвать иммунный ответ и вступить в специфическое взаимодействие с эффекторами последнего.

Антитела - белки глобулиновой природы, образующиеся в организме в ответ на введение веществ, несущих на себе признаки генетически чужеродной информации.

Амплификация - процедура увеличения числа копий ДНК, которая лежит в основе полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Биологическое тестирование – способ лабораторного выявления фитопатогенов, который основан на заражении растений-индикаторов возбудителем, содержащимся в испытуемом образце.
Вирусы картофеля - мельчайшие палочковидной, нитевидной или сферической формы частицы, состоящие из белка и нуклеиновой кислоты.

болезни растений, вызываемая вирусами.

Вирозы - болезни растений, вызываемые вирусами.

Ген – элементарный наследственный фактор; элементарная единица наследственности, участок молекулы ДНК (или РНК).

Геном – совокупность генов организма.

Гибрид – организм или клетка, полученные вследствие скрещивания генетически различающихся форм.

Генофонд - популяции, группы популяций или вида.

ДНК-маркер – полиморфный признак, выявляемый методами молекулярной биологии на уровне нуклеотидной последовательности ДНК, для определенного гена или для другого участка хромосомы при сравнении различных генотипов пород, сортов, линий.
Инокулюм – инфекционный материал, используемый для искусственного заражения.

Инокуляция вирусной инфекцией – передача вируса или их комплекса в экспериментальных целях от одного организма к другому.

Изолят
–
неохарактеризованная

на
основе биологических, физико - химических или молекулярно - биологических методов чистая культура вирусов.

Иммуноферментный анализ (ELISA) - лабораторный иммунологический метод качественного или количественного определения различных соединений, макромолекул, вирусов и пр., в основе которого лежит специфическая реакция антиген - антитело.
Исходный материал - картофель, освобожденный от вирусной и другой инфекции методами биотехнологии или клонового отбора (микрорастения, микро- и миниклубни, базовые клоны), предназначенный для получения оригинального семенного картофеля.
Корреляция – соотношение, соответствие, взаимосвязь, взаимозависимость предметов или понятий. 

Коэффициент корреляции – число, показывающее степень тесноты корреляции в пределах от - 1 до + 1.

Коинфекция — сочетанное заражение одной клетки различными видами вирусов. 
Конъюгаты - специфические антитела меченые ферментом.

Клоновый отбор - индивидуальный отбор в селекции растений, размножаемых вегетативно, применяют как для выведения новых сортов, так и в семеноводческой работе.

Маркер (генетический) – любой аллель, используемый в эксперименте.

Метод in vitro – выращивание живого материала “в стекле” (вне живого организма – в пробирке, чашке Петри, колбе) на искусственных питательных средах в стерильных условиях.

Метод in vivo – выращивание живого материала в естественных условиях.

Патогенность
–
видовой
генетический признак
возбудителя, его потенциальная возможность
вызывать
при благоприятных условиях специфический инфекционный процесс.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – экспериментальный метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе).
Праймер - короткий синтетический олигонуклеотид длиной 18–30 оснований, комплементарный одной из цепей двуцепочечной матрицы и ограничивающий начало и конец амплифицируемого участка
Резистентность (от лат. resistentia – сопротивление, противодействие) – сопротивляемость (устойчивость, невосприимчивость) организма к воздействию различных факторов.
Репродукционный семенной картофель - семенной картофель, полученный от последовательного размножения элитного семенного картофеля.

Семеноводство - отрасль растениеводства, занимающаяся массовым размножением семян районированных сортов для сортосмены и сортообновления.
Сверхчувствительность (реакция сверхчувствительности) – при которой происходит гибель клеток хозяина в местах проникновения патогена. Мертвые клетки становятся для патогена барьером, изолирующим его от живой ткани.

Сорт – совокупность растений, созданных в результате селекции и обладающих определенными, передающимися по наследству признаками.
Сорт-контроль – сорт, с которым сравнивают по урожайности и другим хозяйственно-биологическим признакам все другие испытываемые сорта и селекционные номера.
Селекционный материал (образец) – все отбираемые в процессе селекционный работы номера и сорта.

Тест-растения – растения, реагирующие на инокуляцию вирусами локальными (местными) симптомами и системной реакцией в виде мозаик, некрозов и др.

Титр – уровень биологической активности антигена или антител.

Толерантность – способность растения сохранять удовлетворительную урожайность и качество продукции при поражении возбудителем болезни или повреждении вредителем.

Фенотип – набор признаков, определяемых генотипом и условиями выращивания.

Устойчивость – способность сорта растения ограничивать рост и развитие определенных вредителей или патогенов, а также причиняемый ими ущерб в сравнении с восприимчивыми сортами при одинаковых условиях среды и патогенном давлении.

Штамм – чистая культура вирусов изолированная в определённое время и в определённом месте.

Черенок – отрезок стебля с листочком и пазушной почкой.

Экстинция – ослабление пучка света при его распространении в    веществе за счёт действия поглощения света и рассеяния света.

Нематоды – простые по строению организмы, имеющие веретеновидное, цилиндрическое, несегментированное, круглое в поперечном сечении тело. 
Globodera rostochiensis  – золотистая картофельная нематода.

Globodera pallida – бледная картофельная нематода.

	ПЕРЕЧЕНЬ ОБОЗНАЧЕНИЙ И СОКРАЩЕНИЙ


	Ак
	– среднее значение экстинции отрицательного контроля



	БО
	– белковая оболочка

	дH2O
	– деионизированная вода

	СНГ
	–  Содружество Независимых Государств

	ИФА
	– иммуноферментный анализ 

	НИИ
	– Научно-исследовательский институт

	нм
	– нанометр

	млн
	– миллион

	MAS
	– маркер-ассоциированная селекция 

	МОС
	–  молекулярно-ориентированная селекция

	PC
	– положительный результат

	NC
	–  отрицательный результат

	ДНК
	– дезоксирибонуклеиновая кислота

	РНК
	– рибонуклеиновая кислота

	кДНК
	–  комплементарная ДНК

	КХ
	– крестьянское хозяйство

	п.н.
	–  пар нуклеотидов (bp)


	ООН
	– Организация Объединенных Наций

	ОФД
	– орто-фенилендиамин (OPD)

	о.е. 
	– оптические единицы

	ОТ
	– обратная транскрипция

	ТОО
	– Товарищество с ограниченной ответственностью

	ЕАЭС
	– Евразийский экономический союз

	рН
	– кислотность раствора (концентрация ионов водорода) 

	ПЦР
	– полимеразная цепная реакция

	PVY
	– Potato virus Y, YВК, Y-вирус картофеля

	PLRV
	– Potato leaf roll virus, ВСЛК, L – вирус картофеля

	PVХ
	– Potato virus X, ХВК, Х-вирус картофеля

	PVM
	– Potato virus М, MВК, М-вирус картофеля

	PVS
	– Potato virus S, PVS, S–вирус картофеля

	PVA
	– Potato virus A, AВК, А-вирус картофеля

	Р
	– результат тестирования 

	nt
	– нуклеотид

	ФАО
	–  Продовольственная и сельскохозяйственная организация 

	ФСБ-ТВ
	– фосфатно-солевой буфер с твином

	ХАо
	– среднее значение экстинции образца

	-
	– отсутствие вируса (Ао/Ак ‹ 2,0)

	+
	– достоверное наличие вируса (Ао/Ак › 3,0)

	+/-
	– недостоверное наличие вируса (Ао/Ак=2,0-3,0)

	Positive
	– положительный контроль, +К

	Negative
	– отрицательный контроль, -К


ВВЕДЕНИЕ
Одна из главных задач, которую должно решить сельскохозяйственное производство, заключается в том, чтобы в полной мере обеспечить население страны продуктами питания, включая картофель [1]. Картофель - как продовольственная культура обещает удовлетворить потребности постоянно растущего населения мира благодаря более высокому производству сухого вещества и белка в единицу времени и площади, а также его универсальности для адаптации к широкому спектру климатических условий.
Урожай картофеля выращивается с помощью "семенных" клубней, которые могут переносить ряд вирусов от родительского растения/культуры. Потери из-за вируса(ов) и связанных с ним патогенов не ограничиваются годом заражения. Они продолжают постепенно увеличиваться вплоть до насыщения урожая одним или несколькими вирусами, т.е. каждый раз, когда используется семя из зараженной культуры. ‘Дегенерация’ семенного картофеля, главным образом из-за вирусов, характеризуется задержкой роста, скручиванием и общим хлорозом растений или, по крайней мере, листвы. Это приводит к образованию меньшего количества клубней довольно мелкого размера, что приводит к снижению урожайности на 50% или даже выше. К понятию ‘дегенерация’ в Великобритании и других Европейских странах пришли в течение 18 века, даже ничего не зная о вирусах, однако которые насыщая семена картофеля определенными вирусами при определенных условиях давали меньший урожай и, следовательно, нуждались в замене здоровыми семенами [2]. 
Объемы производства продукции важнейшей сельскохозяйственной культуры картофеля по странам ЕАЭС распределяются следующим образом: Армения - 0,4 млн. тонн, Беларусь - 6,1 млн. тонн, Казахстан - 3,9 млн. тонн, Кыргызстан - 1,4 млн. тонн, Россия - 22,1 млн. тонн. Ежегодные мировые потери урожая картофеля из-за различных заболеваний достигают приблизительно 90 миллионов тонн [3]. Наиболее опасными для картофеля являются вирусные заболевания. В настоящее время зарегистрировано приблизительно 40 фитопатогенных вирусов [4]. Одним из широко распространенных вирусов, которые поражают картофель и приводят к значительным экономическим потерям в урожае, является Х-вирус картофеля (ХВК).

Резистентность растений к патогенам формируется в результате взаимодействия множества факторов и регулируется генетически, что связано с наличием значительного числа генов. 

Селекция устойчивости играет важную роль в усилиях по предотвращению потерь урожая, вызванных вирусными заболеваниями картофеля (Solanum tuberosum L.). Настоящая устойчивость предотвращает вирусную инфекцию, распространение вируса в растении и уменьшает накопление вируса в инфицированных клетках и тканях. Это отличается от толерантности, в которой отсутствуют какие-либо из вышеупомянутых признаков, и относится к взаимодействию вируса с растением, при котором системно инфицированное растение не проявляет видимых симптомов. Химическая борьба с вирусами невозможна, в отличие от грибковых патогенов. Посадка нового урожая картофеля здоровым семенным картофелем снижает общее давление вирусной инфекции на урожай и помогает избежать возможного появления изолятов вируса, разрушающих устойчивость [5, 6]. Учет эффективных генов при создании новых сортов важное направление для стабилизации урожаев картофеля. 
Цель и задачи исследований. 
Целью диссертационной работы является молекулярно-генетическое исследование устойчивости отечественных и зарубежных сортов картофеля к изолятам ХВК.
Для выполнения основной цели работы поставлены следующие задачи:
1)  скрининг вирусных заболеваний в картофелеводческих хозяйствах Республики Казахстан высокочувствительными методами диагностики, отбор моноинфицированных клонов ХВК;

2)  молекулярно-генетическая идентификация изолятов Х-вируса картофеля у отобранных клонов картофеля; 

3)  создание коллекции изолятов ХВК in vitro, разработка модифицированного способа инокуляции растений;

4) молекулярно-генетическая идентификация генотипов картофеля, устойчивых к изолятам ХВК;
5)  комплексная оценка наличия генов вирусо- и нематодоустойчивости в селекционных образцах картофеля.
Объекты исследования: сорта и селекционные образцы картофеля.
Предмет исследования: Х-вирус картофеля
Методы исследования: при проведении исследований применялись молекулярные, генетические, иммунологические, биотехнологические, фитопатологические методы.

Научная новизна. Новизна исследований заключается в том, что впервые было проведено изучение устойчивости отечественных сортов картофеля к изолятам Х-виpуca кapтoфеля, распространённых на территории Республике Казахстан.

Практическая и теоретическая значимость. Практическая и теоретическая значимость заключается в характеристике устойчивости отечественных сортов и гибридов картофеля к ХВК, что может быть использовано в селекции картофеля при создании новых сортов, обладающих вирусоустойчивостью.

Основные положения, выносимые на защиту:
- распространение вирусов картофеля в различных регионах страны;
- штаммовая принадлежность Х-вируса картофеля у отобранных клонов картофеля;

- выявление генов устойчивости к Х-вирусу в казахстанском генофонде картофеля;
Апробация работы. Основные положения диссертации были доложены и опубликованы в материалах Международной научно-практической конференции, посвященной 80-летию со дня рождения доктора с.х.н., профессора, академика Академии сельскохозяйственных наук Республики Казахстан С.А. Бабаева (Алматы, 2021 г.); на международной научно-практической конференции «Сейфуллинские чтения – 18(2): «Наука XXI века – эпоха трансформации » (Астана, 2022 г.). 
По результатам проведенных исследований опубликовано 9 научных работ, из них: 3 - в журналах КОКСОН МОН РК, 3 - в журналах (Caspian Journal of Environmental Sciences (Q2); Agronomy(Q1); Agricultural and Biological Sciences: General Agricultural and Biological Sciences (Q2, в печати), входящих в базу данных «Web of Science», 2 - в сборниках научных конференций, 1 – в Chinese Agricultural Science Bulletin (China, 2023 г.).  

Связь диссертации с госпрограммами. Исследования проводились в рамках проектов: AP14870270 «Молекулярно-генетическое обоснование устойчивости отечественных и зарубежных сортов и гибридов картофеля к основным вирусным, нематодным заболеваниям и фитофторозу», источник финансирования – Комитет науки Министерства образования и науки Республики Казахстан (2022-2024 гг.); AP22685460 «Обоснование коррелированного наследования генов устойчивости перспективных сортов и гибридов картофеля к основным распространенным вирусам и карантинным вредным организмам» (2024-2026 гг.), а также международной научной программы 3М/20-3М/24: «Создание перспективных линий картофеля на основе генетических ресурсов КНР и Республики Казахстан» (2020-2024 гг.).
Внедрение результатов исследования.

Установленные в результате исследований устойчивые сорта картофеля казахстанской селекции включены в качестве исходного материала для создания новых сортов в Международной научной программе: «Создание перспективных линий картофеля на основе генетических ресурсов КНР и Республики Казахстан». 

Для практической селекции предложен и апробирован новый способ инокуляции растений картофеля ХВК.
Создан вирусоустойчивый сорт картофеля с окрашенной мякотью «Рэд Роуз» (Red Rose), который допущен к возделыванию в Акмолинской области. 

Получено 3 акта внедрения научных результатов диссертационной работы: в селекционной процесс создания новых сортов картофеля в ТОО «Казахский НИИ плодоовощеводства»; для внутрихозяйственного семеноводства в виде характеристики перспективных вирусоустойчивых сортов картофеля в ТОО «Bio Nord» и ТОО «Олжа Ак-Кудук».

Объем и структура диссертации.

Диссертация изложена на 105 страницах компьютерного текста, содержит введение, обзор литературы, материалы и методы исследований, результаты исследований с 13 таблицами и 21 рисунками, заключение, список использованных источников, состоящий из 167 наименований отечественных и зарубежных авторов, 4 приложения. 
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Биологические особенности, вредоносность и распространение вирусов картофеля
Картофель является одной из ключевых сельскохозяйственных культур в нашей стране. Поскольку его чаще всего размножают вегетативным способом, данная культура подвержена заражению различными инфекциями [7]. 

На картофеле преобладают вирусные, грибковые и бактериальные болезни, а также нематоды, среди которых имеются карантинные организмы [8, 9]. 
Согласно данным, предоставленным Продовольственной и сельскохозяйственной организацией ООН (ФАО), ежегодные мировые потери картофельного урожая из-за заболеваний достигают 88,9 миллиона тонн, что эквивалентно 3,4 миллиарда долларов или 11,6% общего сбора. Эти потери в два раза превышают аналогичные показатели для зерновых культур, овощей и сахарной свеклы [10, 11]. 
Картофель – один из видов растений, у которого обнаружено наибольшее число вирусов. Наиболее экономически важными вирусами являются вирусы из Polero (прежде Luteo), Poty, Potex Carla групп. Согласно Салазару, сообщается об около 30 разных вирусах, заражающих картофель. Основные вирусы картофеля классифицированы, как: 1) зависимые от картофеля по выживанию и распространению, 2) независимые от картофеля по выживанию и распространению и 3) те, у которых эти свойства не определены [12]. 

Первые открытие вирусных болезней картофеля было описано в Германии Аппельем, он описал скручивание листьев картофеля и выделил его из комплекса «свертывание». Он утверждал, что это болезнь известна уже более века. Ортон описал три типа вырождения картофеля, которые назвал скручиванием листьев, мозаикой и полосчатостью [13, с. 5].
Шульц и Фольсом установили восемь различных вирусных болезней картофеля в США: мягкую мозаику, складчатую мозаику, мозаичное закручивание листьев, морщинистую мозаику, скручивание листьев, полосчатость, веретеновидность клубней и некрапчатую курчавую карликовость [13, с. 5]. 

К 1929 году считалось, что картофель заражают около двадцати различных вирусов. Большинство болезней картофеля типа мозаик являются комплексами, содержащими более одного вируса. Смит показал, что при инокуляции табака иглой или через тлю от одного и того же растения-источника, зараженного мозаикой, получали симптомы в зависимости от способа передачи. Это было первым доказательством сложной природы «мозаичных болезней». Он обозначил вирус, передаваемой иглой, Х вирусом, а компонент, передаваемый тлей, - вирусом Y. В течение последних 40 лет он связан также с исследованиями по культуре ткани, в результате которых стало возможным получать свободные от вирусов растения у сортов, ранее полностью зараженных ими. Тем не менее, во многих странах сильное заражение вирусами все еще вызывает значительную потерю урожая. В силу их значения вирусы картофеля были давно важными объектами изучения. Теперь много известно об их внутренних биологических и физикохимических свойствах, геномах, генных функциях, связях между вирусами и их переносчиками (включая специфические места взаимодействия между вирусом и вектором) и их потенциальной возможности быть переносчиком информации [13, с. 6].

К числу наиболее важных фитопатогенных вирусов, получивших повсеместное распространение в районах возделывания картофеля, относят:
ВСЛК – вирус скручивание листев картофеля(PLRV);

YВК – Y- вирус картофеля (PVY);

АВК– А- вирус картофеля (PVA);

ХВК– Х- вирус картофеля (PVХ);

МВК– М- вирус картофеля (PVМ);

SВК– S- вирус картофеля (PVS) [4, с. 7].

Только из-за заражения Х-, S-, М-, Y- вирусами и скручивания листьев картофеля, наиболее распространенных в основных зонах картофелеводства Республики Казахстан и странах СНГ урожай культуры снижается от 30 до 80% [4, с. 9].

Согласно ранее результатом скрининга проведенных Бейсембиной Б. показали, что в республике наблюдается равномерное распространение большинства основных вирусов картофеля: ВСЛК (39,6%), SВК (38,8%), YВК (36,8), c небольшим преобладанием МВК (55,2%). Заражение посадок картофеля ХВК достигало 35,8% [14].
Исследования Оспановой Г.С. с соавторами в 2014 г. показали, что степень зараженности картофеля ХВК составила – 41,9% [15]. 

Первые молекулярные исследования по изучению изолятов PVX, распространенные в посадках картофеля в Республике Казахстан, были опубликованы Әжімахан М. с соавторами в 2023 году [16] данное исследования на основе последовательности гена БО показал, что тестируемые изоляты принадлежали к одной филогруппе штаммов 1, кладе - I.
Таким образом, все шесть основных вирусов распространены в Республике Казахстан в различных соотношениях. В настоящее время научные исследования вирусов картофеля могут продолжаться на новом уровне благодаря современным высокочувствительным методам диагностики и усовершенствованной материально-технической базе. 

1.2 Характеристика Х-вируса картофеля
Х вирус картофеля - один из наиболее распространенных вирусов картофеля. У многих сортов картофеля он не проявляет явных признаков, что затрудняет его обнаружение. В зависимости от степени патогенности конкретного штамма, вред, наносимый вирусом, может варьироваться: слабопатогенные штаммы способны уменьшать урожайность на 12%, тогда как сильнопатогенные могут вызывать снижение до 45%. Даже в случаях, когда симптомы отсутствуют, урожайность может снизиться на 10%, а при наличии мозаики — до 45% [17]. 
Вирус картофеля X является одним из 48 видов, принадлежащих к роду Potexvirus, и многие из этих вирусов вызывают тяжелые заболевания у своих хозяев. ХВК вошел в список 10 основных вирусов растений в молекулярной патологии растений по данным Molecular Plant Pathology в 2011 г., вследствие его использования в качестве модели для изучения взаимодействий между растениями и вирусами. 

ХВК был в авангарде важных достижений в биологии растений, таких как противовирусный механизм подавления генов, разработка вирусных векторов для экспрессии чужеродных генов, использование зеленого флуоресцентного белка для отслеживания вирусной инфекции растений, обнаружение роли белков переноса вирусов в транспорте плазмодесмы и копирование гена Rx в картофеле с помощью клонирования на основе карт, как первого противовирусного гена R, выделенного из картофеля [18-23].

X вирус картофеля (ХВК; семейство Alphaflexiviridae, род Potexvirus) является одним из более чем 30 вирусов, поражающих посевы картофеля [24-26].

Систематическое положение ХВК  выглядит таким образом:

Царство: Tymovirales
Группа: Alphaflexiviridae
  Семейство: Potexvirus [27].

Вирус передается контактно через ранки, может передаваться почвенными грибами и насекомыми с грызущим ротовым аппаратом. Некоторые некротические штаммы могут вызвать у ряда сортов картофеля потери урожая более чем 50%. [28, 29].

Итак, ХВК, в зависимости от патогенности своего штамма, может причинять различный ущерб. В комбинации с другими вирусами картофеля он проявляет большую вредоносность, что делает его потенциально опасным. Для полноценного понимания его воздействия необходимы всесторонние исследования.

1.2.1 Морфология, свойства частиц и составные части нуклеиновой кислоты ХВК

Вирионы нитевидные, обычно изогнутые, 470-580 нм длины, с модальной длиной 515 нм и 13 нм в диаметре. Спиральная симметрия. Осевой канал 3,4 нм в диаметре. Основная спираль видна. Шаг спирали 3,4 нм. Очищенные препараты содержат один компонент осаждения. ХВК образует уникальный тип клеточных включений, описанных как агрегации слоистых включений или бусовидных бусиновидных пластин. Пластины имеют толщину около 3 нм и могут быть унизаны с обеих сторон бусинами около 11-14 нм в диаметре. Пластины и бусины не связаны антигенно с белковой оболочкой вируса [30].  

Коэффициент седиментации (s20,w): 115-130 S
Изоэлектрическая точка: pH 4,4

А260/А280 1.20. Специфическая абсорбция при 260:2.97 (Paul, 1959)

Плотность в CsCI: 1.31 г/см3

Молекулярный вес: 3,5 х 106, частицы стабильны. Вирус содержит 6 % и 94 % белка. Молекулярный вес белка оболочки: около 25 кДа выводится из аминокислотной последовательности, полученной из нуклеотидной (нт) последовательности гена белковой оболочки. В SDS PAGE интактный белок имеет видимый молекулярный вес около 30 кДа, но в препаратах, которые хранят при комнатной температуре, наблюдалось более быстрое движение белковых компонентов, вследствие чего молекулярный вес рассчитан в значениях 22-24 кДа. Интактный белок оболочки ХВК показывает аномальное поведение в SDS PAGE в зависимости от концентрации геля. Белок оболочки является О-гликопротеином, по данным окисления периодатом, расщепления гликозидазами и обработки нескольких штаммов ХВК трифлуорометансульфоновой кислотой. Определен аминокислотный состав белковой оболочки [31].  

Одна молекула линейной позитивно-смысловой ssРНК (мол.вес 2.1х 6,435 нт). Состав оснований: 22% Г, 32% А, 24% С и 22 % U. На 5'конце имеет метилированный нуклеотид сар m7 05 рррGрА. На 3'конце расположен поли (А). Нуклеотидная последовательность помещена в ЕМВL/ ГенБанк под следующими номерами доступа: М63141; М28049. База данных кодов последовательности включает: D00344 Em (40)_vi:РVХХЗ GЬ(84)_vi:РVХХЗ ХВК геномная РНК 6,435 bр. М31541 Еm (40) vi: РVХКРА ХВК 166К РНК, полные коды; 24К РНК, полные коды; 12К РНК, полные коды; 8К РНК.М38655 Еm (40)_vi:РVХ СТ23 (84)_viРҮХСТ23 ген белка оболочки ХВК, полные коды, 861 по. Х72214  Еm (40)_vi:РVХНВРНК Gb (84)_ РVХНВРНК ХВК штамм НВ РНК.6,432 bр. Имеется дополнительный доступ к кодам.

Геномная РНК ХВК содержит 5 ОРС. ОРС 1 кодирует 166 К полипептид, который, предположительно, обладает РНК-зависимой РНК полимеразной активностью. Продукты ОРС 2 и 4 ("тройной блок") включены в транспорт от клетки к клетке. вместе с функциональным белком оболочки. Полипептид кодируемый ОРС 2, содержит вторую последовательность НТФ-азы / хеликаз сходную с той, что найдена в продукте ОРС 1. Продукты ОРС 3 и 4-полипептид, 12 и 8 кДа, соответственно, содержат последовательности незаряженных аминокислот, похожих на домены мембранных белков. ОРС 5 кодирует белок оболочки. Геномная - gРНК служит мессенджером для 5'проксимальной ОРС, в то время как несколько 3'ко-терминальных субгеномных, sgРНК направляют синтез других белков.

0.9 кЬ sgРНК служат мессенджером для белка оболочки. Предполагается, что 1.4 кЬ sgРНК действуют как бицистронная информационная РНК для продуктов ОРС 3 и 4. Белок 25 К экспрессируется как единственный продукт трансляции. Вообще допускается, что транскрипция sgРНК контролируется промоторными областями минус-цепи РНК [52].  

Геном ХВК состоит из одной одноцепочечной молекулы РНК с положительным смыслом длиной примерно 6400 п.н. РНК-геном ХВК, как и всех представителей Alphaflexiviridae, имеет 5'-метилгуанозиновый кэп и 3'-поли(А)-хвост [32]. Геном имеет пять открытых рамок считывания, кодирующих РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp), три белка, необходимых для перемещения вируса от клетки к клетке, известные как тройной ген блок (TGB) и ген белка одиночной оболочки (CP). Вирионы относительно короткие, 470–580 нм в длину, изогнутые. нити. Существует 1300 копий СР, образующих левосторонний спиральный вирион [33]. При попадании в клетку вирионы ХВК раскрываются за счет фосфорилирования открытого N-конца ХП клеточными ферментами. Экспонированная РНК транслируется с образованием вирусный RdRp, обеспечивающий репликацию и синтез субгеномной РНК. Репликация происходит в структурах, называемых X-телами, которые формируются вблизи ядра [34]. ХВК использует две стратегии экспрессии генов. Во-первых, вирусный RdRp является единственным белком, экспрессируемым из геномной РНК, в то время как остальные вирусные белки происходят из 3'-котерминальных субгеномных (sg) РНК. RdRp представляет собой белок массой приблизительно 166 кДа и содержит консервативный мотив метилтрансферазы, необходимый для добавления 5'-метилгуанозинового кэпа, а также каталитические мотивы центральной хеликазы и С-концевой РНК-полимеразы. Белки тройного генного блока представляют собой консервативный блок из трех перекрывающихся открытых рамок считывания, которые кодируют белки движения вируса, экспрессированные из двух субгеномных РНК. До недавнего времени sgRNA1 считалась моноцистронной мРНК, которая продуцирует только белок тройного генетического блока 1 (TGB1) массой 25 кДа, хотя она обладает способностью кодировать другие белки TGB и CP. Исследование показали, что sgRNA1 может продуцировать все белки TGB с помощью механизма сканирования с утечкой рибосом. sgRNA2 кодирует белки TGB2 12 кДа и TGB3 8 кДа из перекрывающихся открытых рамок считывания, которые также полагаются на механизм сканирования с утечкой для экспрессии TGB3 sgRNA3 кодирует CP вируса.

5'- и 3'-нетранслируемые области (UTR) вирусного генома содержат цис -регуляторные элементы, которые контролируют экспрессию и репликацию генов; эти исследования были проведены в ХВК в конце 1990-х, и возможно, что новыми технологиями мы могли бы узнать больше о функциях этих регионов. Термодинамические предсказания идентифицировали две структуры «стебель-петля», SL1 (106 нуклеотидов) и SL2 (39 нуклеотидов), в пределах 5'-UTR, и мутационный анализ был использован для демонстрации того, что они имеют решающее значение для накопления РНК плюс-цепи ХВК. SL1 содержит терминальную тетрапетлю с мотивом GAAA, который поддерживает распознавание полимеразы и инициацию синтеза РНК. Исследования связывания белков показали, что SL1 взаимодействует с растворимыми белками в экстрактах протопластов табака, которые необходимы для репликации вируса. 3'-UTR также имеет стволовую петлю SL3, примыкающую к поли(А)-хвосту, которая важна для накопления минус-цепи РНК. Внутри SL3 находится гексануклеотидный мотив в области петли (ACAUAA), который комплементарен консервативному 5'-октануклеотидному сегменту (AACUAAAC). Существует 3'-богатый элемент U, который также необходим для накопления РНК с минус-цепью. Кроме того, последовательности выше генов TGB и CP регулируют накопление sgRNA и имеют коровые октануклеотидные элементы, сходные с геномным 5'-нетранслируемым лидером, и комплементарны гексануклеотидной последовательности SL3. Короткий вывод sgRNA1 также содержит элементы, которые управляют трансляцией нижестоящих белков TGB [35-37].

Таким образом, структурная организация играет важную роль в жизненном цикле вируса, обеспечивая его стабильность и защиту генетического материала, а также способствуя дальнейшему распространению вируса в растениях. Изучение генома и структуры вируса ХВК обеспечивает более глубокое понимание его механизмов патогенности и возможностей контроля распространения в условиях сельского хозяйства.

1.2.2 Особенности патологического процесса и вредоносность ХВК

Болезнь характеризуется появлением на листьях слабозаметных светло-зеленых крапчатых пятен. Вредоносность слабая, однако, помимо крапчатости, на некоторых сортах Х-вирус может вызывать очень тяжелую форму болезни, которая носит название некроза верхушечки. Некроз, или отмирание верхушечки, происходит вследствие того, что заражение Х-вирусом вызывает у растения отмирание точек роста, что приводит их к гибели. При этом типе заболевания клубни зараженных растений могут совсем не прорастать, или из больных клубней вырастают растения, которые в дальнейшем отмирают. Х-вирус может вызывать также латентную инфекцию.

Х – вирус поражает почти все сорта картофеля, во всех зонах его возделывания. В большинстве случаев распространена главным образом скрытая форма инфекции, что объясняется широко применяемыми противовирусными прочистками семенных участков картофеля, при которых пораженные растения со скрытой инфекцией сохраняются, так как их трудно отличить от здоровых растений.

Смешанная инфекция с другими вирусами может приводить к серьезным заболеваниям растений. Симптомы поражения ХВК отчетливо проявляются в диапазоне температур от 10–12° до 28°C. Штаммы ХВК различают по симптомам на одном из диагностических хозяев – Nicotiana tabacum, по реакции с моно- и поликлональными антителами или способности поражать сорта с разными генами устойчивости. Две основные серологические группы штаммов: PVX-A и PVX-O определяют методами ИФА с помощью моноклональных антител или гибридизации нуклеиновых кислот. Изоляты группы PVX-O распространены повсеместно, а относящиеся к PVX-A типу встречаются только в Южной Америке. К этой группе относится штамм HB, способный поражать сорта с R-генами. Однако в Аргентине найден штамм PVX MS, также способный преодолевать защитный эффект R-генов, но относящийся к серологической группе PVX-O [2,38, 39,40].

ХВК вызывает тяжелое заболевание при смешанных инфекциях, особенно потивирусами, такими как YВК и SВК, а также с вирусом скручивания листьев картофеля (ВСЛК). Смешанные вирусные инфекции с участием ХВК приводят к увеличению титров YВК, SВК или ВСЛК, а также к более выраженным симптомам на листьях. Коинфекции XВК и YВК представляют собой хорошо изученный синергизм, вызывающий мозаично-морщинистую болезнь листьев, некроз некоторых сортов растений и задержку роста. ХВК также может усугублять заболевания, вызываемые Verticillium dahliae и Colletotrichum armamentarium, а также повышать восприимчивость клубней картофеля к Fusarium roseum и Phytophthora infestans [41, 42]. 

Таким образом, смешанные инфекции вирусов действительно представляют собой сложную проблему в селекции. Вирусы могут взаимодействовать между собой, что приводит к более выраженным и разнообразным симптомам, которые сложно диагностировать и контролировать. Также, наличие вирусной инфекции ослабляет иммунную систему растения, что делает его более уязвимым для других болезней и стрессов. 

1.2.3 Симптомы и способы передачи вируса

Симптомы ХВК варьируют и зависят от сорта, вирусного штамма, окружающих условий и синергизма при смешанных инфекциях. Большая часть изолятов вызывает только мягкую мозаику на листьях или не имеет симптомов, особенно при повышенных температурах. Например, штамм с сорта Alpha вызывает междужилковую мозаику, когда растения растут при температуре ниже 220 С. Снижение урожая у таких бессимптомных растений обычно менее 10 %, даже при высокой концентрации вируса. Эти растения остаются ностителями вируса и важными источником инфекции. Другие штаммы вызывают некротические штрихи, суровую мозаику, курчавость и морщинистость листьев и могут быть причиной значительных потерь урожая. У сортов картофеля с генами Nx и Nb некоторые штаммы ХВК вызывают сверхчувствительную реакцию в виде сурового верхушечного некроза. При смешанной инфекции c YВК урожай снижаются до 50 % [43-45].

Инфекция обычно вызывает легкую мозаику или протекает латентно, но иногда возникает тяжелая мозаика с потерей урожая клубней от 5 до 20%. Смешанное заражение растений ХВК и YВК, или AВК (семейство Potyviridae, род Potyvirus) вызывает синергическую реакцию, приводящую к классическому заболеванию "морщинистая мозаика" листьев (XВК + YВК) и ‘сморщивание’ листьев картофеля (ХВК + AВК), и большие потери урожая. Смешанное заражение растений ХВК и SВК (семейство Betaflexiviridae, род Carlavirus) может привести к потере урожая клубней, но нет сообщений о синергизме между ними, включающем повышенный титр вируса или выраженность симптомов.

Хотя у картофеля никогда не проводилась активная селекция на устойчивость к SВК, в прошлом, в Европе и Северной Америке проводилась селекция, направленная на включение в сорта генов гиперчувствительности к ХВК Nx и Nb или гена экстремальной устойчивости Rx [46-50]. 

Первое сообщение о передаче ХВК грибами относится к 1965 г. В работе Nienhaus и Stille [13 с.78] показана возможность передачи возбудителя зооспорами Synchytrium endobioticum (Schilb.). В дальнейшем этот факт получил подтверждение в исследованиях Lange [51]. По данным Richardson и French [52], к переносчикам вируса можно отнести также Spongospora subteranea (Wallr.) Lagerh. Сравнительный анализ степени поражения ХВК и распространения фитофтороза на ряде сортов свидетельствует о том, что между этими показателями существует коррелятивная связь [53]. C помощью почвенной стадии гриба Phytophthora infestans происходит передача и распространение ХВК. Активность инфицирования зависит от температуры почвы, численности подвижных стадий гриба — зооспор и чувствительности сорта [54].

Таким образом, симптоматика вирусной инфекции (ХВК) различается в зависимости от сорта растения, типа вирусного штамма, условий окружающей среды и наличия смешанных инфекций. В большинстве случаев изолированные вирусы лишь вызывают слабовыраженные симптомы на листьях или остаются бессимптомными, что представляет собой значительную угрозу.

1.3 Методы диагностики ХВК 

Диагностика и идентификация вирусов является важным элементом в сфере защиты растений от болезней. Глобализация сельского хозяйства в последние десятилетия, расширение международного обмена семенным и посадочным материалом способствовали интродукции вирусов картофеля в новые регионы. Высокая изменчивость вирусов в природе в результате генетической рекомбинации и мутации под влиянием биолого-экологических факторов также способствовала образованию новых более агрессивных изолятов и ослаблению свойств известных изолятов. 

К настоящему времени разработаны различные методы детекции вирусов, большинство из которых основано на обнаружении вирусспецифических антигенов (иммунохимические методы) или вирусной нуклеиновой кислоты (молекулярные методы). Доминирующими в лабораторной диагностике вирусов являются метод иммуноферментного анализа (ИФА), различные варианты полимеразной цепной реакции (ПЦР) и молекулярно-гибридизационный анализ (МГА), ввиду их высокой чувствительности, специфичности и производительности [55]. 

И так, своевременная диагностика и идентификация вирусов являются ключевыми элементами в защите растений от заболеваний. 

1.3.1 Визуальное выявление ХВК

Визуальная диагностика – наиболее простой метод. Хотя в ряде случаев и удается достоверно установить вирусную природу заболевания по его внешним признакам, их идентификация затруднена частым бессимптомным (латентным) характером развития болезней. 

Диагностика болезней по внешним симптомам – прием вспомогательный, позволяющий сделать предварительное представление о природе болезни. Но данный метод очень важен для выбора комплекса диагностических методов. 

ХВК способен вызвать такие заболевания, соответственно симптомы, как: межжилковая мозаика, крапчатость, верхушечный некроз, обыкновенная мозаика картофеля [56, 57]. 

Таким образом, визуальная диагностика является одним из ключевых этапов, обеспечивающих выявление фитопатогенов.
1.3.2 Биологическое тестирование ХВК 

Метод наиболее точный, так как он позволяет обнаруживать вирусы в низкой концентрации, даже в тех случаях, когда сок не дает положительные реакции с антивирусными сыворотками. Использование растений-индикаторов для диагностики вирусов основано на том, что многие растения, главным образом из семейства пасленовых, сорта картофеля, быстро реагируют на проникновение в них вирусной инфекции, образуя своеобразные, хорошо заметные, различной формы и величины локальные пятна. 

При помощи растений-индикаторов возможно с достоверностью определять не только вид вируса или штамм, но также его концентрацию и количество. Еще Холмс показал, что число местных пятен (некрозов),  приблизительно, пропорционально концентрации вируса. Вопросы применения растений-индикаторов для диагностики вирусов картофеля обстоятельно изложены П. Г. Чесноковым (1957, 1961), А.Я.Камеразом (1959) а методика использования местных некрозов для количественного определения вирусов Ф. Боуденом (1952). Поэтому в настоящей работе мы остановимся на возможностях применения растений-индикаторов в практической работе по селекции и семеноводству картофеля. 

Основные растения-индикаторы для определения ХВК: Gomphrena globosa. Через пять-шесть дней после заражения XВК на листьях появляются желтоватые или серовато-белые некротические пятна с некротическими краями красно-коричневого цветa. Этот индикатор наиболее удобно использоватъ для диагностики XВК, так как симптомы заражения появляются быстро. Кроме того, в связи с тем, что инфекция вызывает лишь местное поражение и на одном и том же растений можно сделать несколько испытаний. Кѐлер считает возможным заражение листьев (Gomphrena globosa) производить в лабораторной  обстановке — в чашках Петри.
Datura stramonium L., Datura tatula L. Симптомы в виде мозаики  различной степени появляются на листьях, расположенных выше подвергавшихся заражению, на 18-22-й день. Заражение штаммами коричневой пятнистости вызывает летальную некротическую реакцию Nicotiana tabacum (сорт Самсун). Симптомы проявляются на 18—23-й день в виде резко выраженной мозаики, нередко кольцевой пятнистости и мраморности по всей поверхности листьев. 

Nicotiana rustica L, симптомы болезни выражаются в виде желтоватой пятнистости, а при инокуляции штаммов коричневой пятнистости на верхних листьях выступают темно-коричневые локальные пятна, которые постепенно разрастаются, что приводит к опаданию

Capsicum annum L. (перец). На 18-22-й день после заражения появляется хорошо выраженная мозаичность на листьях, расположенных выше зараженных, нередко с некрозами различной интенсивности [58-60]. 

Таким образом, с помощью растений-индикаторов можно определить вид вируса,  его штаммовую принадлежность  и приблизительную концентрацию.

1.3.3 Иммунобиологическая диагностика ХВК

Методы серодиагностики основаны на иммуногенных и антигенных свойствах возбудителей, имеющих белок, и позволяют установить вид патогена, определить концентрацию и локализацию возбудителя в клетках и тканях растений. Серодиагностика широко применяется в фитопатологии для диагностики вирусных, фитоплазменных, бактериальных и грибных заболеваний.

Иммуноферментный анализ (ИФА) – высокочувствительный серологический метод, в основе которого лежит использование связанных с энзимами антител для определения специфических антигенов (белков возбудителей). Основные области использования ИФА в фитопатологии – детекция и количественное определение патогенов в растениях, или других образцах, выявление инфицированных растений до появления симптомов заболевания, а также отбор здоровых семян или посевного материала. Относительно простой и недорогой иммуноанализ быстро сделал эти методы популярными. Количество тестов ИФА, используемых для обнаружения сельскохозяйственных патогенов во всем мире, достигает 10 млн в год [61].

ИФА называют прямым или непрямым в зависимости от типа антитела, маркированного ферментом.

При прямом варианте ИФА лунки микроплат покрывают тестируемым антигеном, инкубируют в течение ночи при 4 ºС или 3 часа при 37 ºС, затем избыток антигена удаляют и добавляют конъюгат – вирусспецифический антитело-фермент. После инкубации избыток конъюгата удаляют и добавляют субстрат (хромоген). Если в качестве фермента используют щелочную фосфатазу, то хромотогеном служит n – нитрофенилфосфат, в случае пероксидазы – 5 – аминосалициловая кислота. Ярко-желтый цвет указывает на положительный результат.

Непрямой вариант чаще всего применяют для количественного определения в сыворотке специфических анител. При этом ферментную метку вводят не в антивирусные иммуноглобулины, а в антитела к ним. Иммуный комплекс Аг-Ат, иммобилизированный на твердом носителе, инкубирует с антивидовым антителами, содержащими ферментную метку АТ2-Ф. Активность связанного фермента прямо пропорциональна концентрации антител в исследуемый сыворотке. Отмечена наибольшая чувствительность метода при использовании очищенных вирусных препаратов.

Принцип «сэндвич-варианта» ИФА заключается в образовании комплекса между антигенами белка оболочки вирусов с иммобилизованным на твердой фазе и мечеными ферментами специфическими антивирусными иммуноглобулинами (антителами) с последующим выявлением фермента – маркера в реакции с субстратом [60].  

Различают варианты ИФА в зависимости от типа фермента и субстрата (колориметрический, флуориметрический, биолюминесцентный ИФА) или от способа измерения ферментативной активности [62-67].

Для диагностики Agdia, Bioreba, Nano Diagnostics,  Sediag предлагает самый большой ассортимент коммерческих тест-систем на определение вредоносных фитовирусов картофеля, их штаммов и групп [68-73]. 

Таким образом, ИФА метод отличается высокой специфичностью в основе которого лежит различных низкомолекулярных соединений, макромолекул, вирусов и др., в основе которого лежит специфическая реакция антиген-антитело.

 

1.3.4 ПЦР-анализ ХВК

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой революционный метод, который кардинально изменил подходы к молекулярной биологии и генетике. Этот метод обеспечивает возможность значительно увеличивать количество копий целевых фрагментов нуклеиновой кислоты, что делает его незаменимым инструментом в исследовательской и медицинской практиках.

Полимеразная цепная реакция основывается на специфической амплификации фрагмента ДНК с использованием термостабильной ДНК-полимеразы. Основные принципы работы ПЦР включают следующие аспекты:

1) специфичность. ПЦР позволяет удваивать только те участки ДНК, которые соответствуют заданным условиям, а именно — молекулам праймеров. Праймеры — это короткие одноцепочечные фрагменты ДНК, которые комплементарны участкам, расположенным на обеих сторонах целевого фрагмента.

2) многократное циклическое удвоение. Процесс состоит из повторяющихся циклов, в каждом из которых происходит денатурация (разделение цепей ДНК), антикодирование (присоединение праймеров к целевому участку) и элонгация (синтез новых цепей ДНК).

3) выполнение в контролируемых условиях. ПЦР проводится в термоциклере, который управляет температурными режимами для каждого этапа реакции, обеспечивая оптимальные условия для работы ферментов.

Основные этапы ПЦР. 
1. Денатурация: при температуре около 94–98 °C происходит разрыв водородных связей между нуклеотидами, и ДНК распадается на две одноцепочечные цепи. Это позволяет создать условия для связывания праймеров.

2. Антикодирование (гибридизация): температура снижается до 50–65 °C для обеспечения связывания праймеров с комплементарными участками на одноцепочечных цепях ДНК.

3. Элонгация (синтез): при температуре примерно 72 °C термостабильная ДНК-полимераза начинает добавлять нуклеотиды к 3'-концу праймеров, синтезируя новые цепи ДНК.

Эти три этапа повторяются от 20 до 40 раз, в результате чего накапливаются миллионы копий целевого фрагмента [74, 75].

Для проведения ПЦР необходимо наличие в реакционной смеси (РС) ряда основных компонентов. 

Праймеры – искусственно синтезированные олигонуклеотиды, имеющие, как правило, размер от 15 до 30 нуклеотидов, идентичные (комплементарные) противо- положным концам противоположных цепей искомого участка ДНК-мишени. Служат затравкой для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-полимеразы и играют ключевую роль в образовании и накоплении продуктов реакции амплификации. 

Taq-полимераза - термостабильный фермент обеспечивает достраивание 3'-конца второй цепи ДНК, следуя принципу комплементарности. Благодаря своей термостойкости, Taq-полимераза может функционировать при высоких температурах, что критически важно для этапов денатурации и аннеaling (отжима) в циклах ПЦР. Она позволяет эффективно синтезировать новую цепь ДНК, обеспечивая высокую скорость и специфичность реакции.

Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) - смесь включает четыре типа дезоксинуклеотидов: дезоксиаденозинтрифосфат (дАТФ), дезоксигуанозинтрифосфат (дГТФ), дезоксицитозинтрифосфат (дЦТФ) и дезокситимидинтрифосфат (дТТФ). Эти молекулы служат строительным материалом для синтеза новой цепи ДНК, позволяя Taq-полимеразе добавлять их к растущей цепи в соответствующей последовательности, определенной праймерами и шаблонной ДНК.

Буфер - компонент представляет собой смесь катионов и анионов в определенной концентрации, которая создает оптимальные условия для реакции. Буфер помогает поддерживать стабильное значение pH на протяжении всей реакции, что является критически важным для активности ферментов и стабильности всех реагентов. 

И изучаемый образец, который будет амплифицироваться [76]. 

Совокупная работа этих компонентов обеспечивает высокоэффективный процесс, позволяющий многократно копировать интересующие участки ДНК и использовать данные для различных молекулярно-биологических исследований, диагностики заболеваний, идентификации организмов и многих других приложений.

И так, полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой мощный и универсальный инструмент, который изменил методы исследования  в науке. С помощью данного метода исследователи могут легко и быстро получать необходимые количества специфических фрагментов ДНК, что открывает широкие горизонты для научных открытий и развития новых технологий в диагностике и терапии. В то время как методы генетической диагностики и исследования продолжают эволюционировать, ПЦР остаётся одним из самых популярных и проверенных методов, которые сегодня активно применяются в каждой области.

1.4 Идентификация штаммов ХВК 
Штаммы ХВК разделены на три группы на основе их точки термической инактивации, на 4 группы по их серологическим свойствам и 4 группы, основанные на их способности преодолевать устойчивость, связанную с двумя доминантными генами Nx и Nb у Solanum tuberosum. Штаммы группы 1 вызывают реакцию сверхчувствительности (РС) у сортов, несущих ген Nx и/или Nb; штаммы группы 2 вызывают РС только у сортов картофеля с геном Nb, тогда как штаммы группы 3 – картофеля с геном Nx ; штаммы группы 4 преодолевают усойчивость с обоими генами Nx и Nb. Ген крайней устойчивости (Rx) может быть преодолен штаммом ХНВ, обнаруженным у 7 % боливийских клонов Solanum tuberosum.ssp.andigena. 
В Англии преобладает 3 группа штаммов ХВК, а в Австралии -2 группа. Для штаммов, способных преодолевать устойчивость, связанную с генами Nx и Rx1, главный детерминант - вирусный покровный белок. Способность штамма ХВКНВ преодолевать ген устойчивости Rx1 связана c лизиновым остатком в позиции 121 белковой оболочки, в то время как штамм ХВК, авирулентные к Rx1, имеют остаток треонина в этой позиции. При оценке разных генотипов картофеля с проявлением крайней устойчивости к ХВК (Rх) подтвердилось, что устойчивость вызывается аминокислотой 121 вирусной белковой оболочки. При анализе нуклеотидной последовательности гена белковой оболочки разных штаммов ХВК было показано, что авирулентные штаммы на сортах картофеля, несущих ген устойчивости Nx имели тип белка Х, тогда как штаммы, способные преодолевать Nx устойчивость имели тип В покровного белка. Штаммы с Х типом показали 97-100% идентичности по длине всех 237 аминокислот. Белки типа В были не столь тесно связаны и могли быть разделены на две подгруппы по длине белка, 248 (Вi) и 236 (Вii) аминокислот, соответственно. Штаммы с Вi подтипом белковой оболочки обычно встречаются в Европе, тогда как Віі подтип белка наблюдают у штаммов из Северной и Южной Америки. 

ІІІтаммы ХВКDХ вызывают реакцию сверхчувствительности у сортов картофеля с геном устойчивости Nх. Штамм ХВКDХ4, естественный мутант, преодолевает устойчивость, связанную с Nх. Сравнение его последовательности с ХВКDХ показало, что замещение глютамина 78 на пролин в белковой оболочке Х4 было достаточно, чтобы избегнуть реакции сверхчувствительности у сортов с картофеля с Nx. Однако в белковой оболочке ХВKMS, аргетинском изоляте, который подобно ХВК НВ способен преодолеть устойчивость связанную с Rх геном, и реакцию сверхчувствительности от генов Nx и Nв замещения пролином 78 не отмечено. Штамм MS, сходный со штаммом ХВКНВ имеет глицин 78. Следовательно, возможно, что патогенность связана, в дополнение к последовательностям оболочки, с другими частями вирусного генома. Сходное предположение было сделано при анализе различий белковой оболочки канадских изолятов ХВК.  Недавно был клонирован ген Rx с сорта картофеля Сага [77-81].  На основании аминокислотных последовательностей СР и способности индуцировать симптомы на генотипах картофеля, несущих резистентный ген, штаммы ХВК классифицируют на два типа, тип х и тип в. Предыдущие исследования показали, что изоляты ХВК можно разделить на две линии: Евразийский и Американский, которые соответствуют их географическому происхождению. 
Штаммы ХВК в отношении генов резистентности хозяина NX, Nb и Rx демонстрируют классические взаимодействия резистентности типа "Ген-за- ген", а CP является детерминантами авирулентности (чувствительности к резистентности) как Nx, так и Rx. В настоящее время в базе данных Генбанка имеется более ста пятидесяти последовательностей CP-гена PVX и 25 полных геномов. Несмотря на всемирное распространение этого вируса, генетическая структура популяции и молекулярная эволюция изучены недостаточно и нуждаются в дальнейшем изучении. Множественное выравнивание последовательностей 87 нуклеотидных (nt) последовательностей CPs выполняют с использованием алгоритма ClustalW в MEGA6 [82, 83]. 
ХВК разделен на четыре группы штаммов, определяемых фенотипами, индуцированными инокуляцией изолятов к различиям сортов картофеля с Nb или Nx. Штаммы группы 1 не обладают ни одним из генов, штаммы группы 2 только Nx, группа 3 штаммирует только Nb, а группа 4 штаммирует оба гена [103]. Ген белка движения ХВК 25 кДа вызывает гиперчувствительность у растений с Nb, но ген белка оболочки (CP) вызывает гиперчувствительность у растений с Nx и чрезвычайную устойчивость у растений с Rx [84-86]. 
Когда гены CP 85 различных изолятов ХВК были проанализированы филогенетически, изоляты из штамма I были с шести континентов, но изоляты из штаммов II-1 и II-2 были только из Европа или Америка, соответственно. Штамм I содержала изоляты в группах штаммов 1, 3 и 4; и штаммы II-1 и II-2 содержали изоляты в группах штаммов 2 и 4 [87]. В Австралии широко выращиваются сорта картофеля, первоначально выведенные в Австралии, Европе или Северной Америке. Заражение XВК и SВК происходит в семенном картофеле, и высокие показатели инфицирования обоими видами иногда обнаруживаются в продовольственных культурах [88-92]. 
Таким образом, несмотря на распространение и многообразие известных штаммов ХВК, генетическая структура популяции и молекулярная эволюция исследованы недостаточно и нуждаются в дальнейшем изучении.

1.5 Устойчивость картофеля к XВК

Одной из ключевых причин низких урожаев является дефицит высококачественного семенного картофеля. В практике первичного семеноводства картофеля для получения оздоровленного исходного материала активно применяются биотехнологические методы и маркер-ассоциированная селекция, включая микроклональное размножение. Эти подходы позволяют получать семенной материал, очищенный от вирусных инфекций [93]. Для отечественного картофелеводства наличие высокоустойчивых сортов к патогенам имеет первостепенное значение, поскольку это напрямую влияет на урожайность и качество продукции. Выведение таких устойчивых сортов подразумевает использование всех доступных инструментов и технологий, начиная с тщательного подбора родительских форм и доноров устойчивости, которые обладают не только необходимыми признаками устойчивости, но и другими хозяйственно-ценными характеристиками, такими как высокая урожайность, хорошие вкусовые качества и морозо- и засухоустойчивость. Современные биотехнологические методы, такие как молекулярно-ориентированная селекция (МОС), играют решающую роль в процессе создания новых сортов. Методы, основанные на использовании молекулярных маркеров, позволяют существенно ускорить процесс селекции. С их помощью можно проводить скрининг множества генотипов одновременно, выявляя формы с нужными признаками и, что особенно важно, с групповой устойчивостью к нескольким патогенам в одно и то же время.

Такой подход позволяет не только увеличить вероятность получения устойчивых сортов, но и существенно снизить затраты времени и ресурсов на селекцию. Например, маркер-ассоциированная селекция (MAS) позволяет быстро идентифицировать положительные комбинации генов, что особенно важно в условиях растущей угрозы болезней и патогенов, изменяющихся в ответ на изменение климата и методы земледелия.

Системное применение методов биотехнологии и молекулярных маркеров в селекции сорта картофеля с высокой устойчивостью помогает создать более эффективные и продуктивные сорта, способствующие улучшению картофелеводства и увеличению его конкурентоспособности на рынке [94]. 

Селекция резистентности играет важную роль в усилиях предотвратить потери урожая, вызванные вирусными заболеваниями картофеля (Solanum tuberosum L.). Истинная устойчивость предотвращает заражение вирусом, распространения вируса в растении и уменьшает накопление вируса в инфицированных клетках и тканях. Это отличается от толерантности, в которой отсутствует какой-либо из вышеупомянутых особенности и относится к взаимодействиям вирус-растение в которых системно зараженное растение не проявляет явные симптомы [95].

Генетический контроль устойчивости растений к патогенам часто определяется простыми межгеновыми взаимодействиями. Реакция резистентности индуцируется только в том случае, если патоген кодирует ген авирулентности, специфичный для штамма (avr), и растение несет соответствующий ген устойчивости к болезням (R). Было предложено, что R-гены являются членами мультигенных семейств, кодирующих предполагаемые рецепторы, которые распознают специфические молекулы (лиганды), полученные прямо или косвенно из генов avr патогена. Во многих случаях это узнавание проявляется как реакция гиперчувствительности (HR), которая связана с запрограммированной гибелью клеток в начальном очаге инфекции. 

Существует два основных подхода к идентификации генов устойчивости к вирусам: 

1) в популяциях растений можно искать устойчивые к вирусу и восприимчивые особи, которые скрещивают, и потомство, выделяющее устойчивые к вирусу, и восприимчивые к нему особи, используется для картирования и идентификации факторов хозяина (генов устойчивости), придающих устойчивость, или 

2) идентифицируются факторы хозяина, необходимые вирусу для инфицирования, и мутировавшие формы факторов, несовместимых во взаимодействии хозяин-вирус, используются в качестве генов устойчивости. Что касается первого альтернативно, многие доминантные гены, придающие вирусным штаммам специфическую устойчивость или устойчивость широкого спектра действия ко всем штаммам вируса, известны и используются в селекции картофеля. Второй подход к выведению устойчивости к вирусам оставался ограниченным у картофеля, в отличие от многих других пасленовых культур, поскольку мутировавшие факторы хозяина придают типично рецессивную устойчивость, которую труднее использовать у тетраплоидного картофеля, чем у других диплоидных пасленовых культур [96, 97]. 

Первые попытки генетической инженерии для устойчивости к вирусам с использованием вирусного покровного белка (СР) были предприняты как раз в отношении ХВК. Перед тем как работать с картофелем, вставка гена СР ХВК была произведена в растения табака, где обе, как смысловая, так и антисмысловая конструкции были использованы для трансформации растений.  Мало или совсем не было местных поражений на инокулированных листьях  трансгенных растений табака с СР ХВК, а при системной реакции листья или не показывали симптомов, или развивали их более медленно и слабо. Кажется, не было хорошей корреляции между уровнями экспрессии СР и уровнем наблюдаемой защиты. Было показано, что защита имела место у растений, которые были инокулированы вирусной РНК, тогда как инокуляция ею растений табака с СР ВТМ (вирус табачной мозаики, род Тобамовирус) преодолевала устойчивость, связанную с вирусным покровным белком. Тем временем РНК гена СР ХВК придавала некоторую защиту табаку, но только, когда использовали низкие дозы инокулюма.

Позднее был показан первый пример генетической инженерии для устойчивости к вирусам на самом картофеле. При использовании клубневых дисков и селекции на устойчивость к канамицину белка оболочки ХВК был вставлен в восприимчивые сорта Bintje и Escort. Хотя уровни экспрессии СР ХВК варьировали по результатам трансформации, белковый продукт легко определялся посредством Western blot анализа. На основе высоких уровней экспрессии СР ХВК были отобраны три линии Bintje и две линии Escort для инокуляции ХВК. Во всех случаях было показано замедление накопления ХВК более чем на две недели и пониженное содержание его в этих растениях. В то время как трансгенных линий было оценено очень мало, впервые было показано, что связанная с вирусным покровным белком устойчивость может быть использована для защиты от вируса. Следует отметить, что в некоторых случаях растения картофеля имели аномальные фенотипы и генотипы, указывая на необходимость полной оценки регенерантов на хозяйственные свойства, как у исходного сорта.

В то время как было предположено, что различия по хозяйственным фентотипическим признакам обусловлены сомаклональной изменчивостью и сортовыми различиями, истинные механизмы этого явления поняты еще недостаточно. Многие исследователи картофеля наблюдали аномальные фенотипы трансгенного картофеля, и по этой-причине много экспериментальных работ по трансгенной устойчивости картофеля к вирусам первоначально было сделано с использованием других хозяев, особенно табака. В работе с картофелем ген СР ХВК вместе с 8 К цистроном вставили в сорта Bintje, Desiree, Shepody и Russet Burbank. Несмотря на то что было исследовано небольшое число клонов картофеля и наблюдаемая устойчивость варьировала, высокий уровень устойчивости наблюдали среди всех четырех сортов [98, 99].

Информация о том, несут ли некоторые старые сорта гены гиперчувствительности Nx или Nb, доступна для Германии [100] и Соединенных Штатов [101, 102].

Однако в настоящее время во всем мире селекции на устойчивость к ХВК уделяется мало внимания. Кроме того, хотя иногда предоставляются данные о том, обладают ли новые сорта некоторой устойчивостью, информация о генах устойчивости отсутствует [103, 104]. 

За последнее десятилетие более 20 R-генов против таких разнообразных патогенов, как вирусы, бактерии, грибы, насекомые и нематоды, были выделены путем клонирования на основе map или транспозонного мечения у различных видов растений. В настоящее время неизвестно, сколько различных типов R-генов существует в растениях. У Solanum tuberosum были выявлены два типа устойчивости к картофельному вирусу X (PVX) : гиперчувствительная устойчивость, контролируемая генами Nb маркерами GM637, GM339;  экстремальная устойчивость (ER), обеспечиваемая генами Rx1 и Rx2 маркерами 1Rx1, 5Rx1 и 106 Rx2, расположены на хромосомах XII и V соответственно, и принадлежат к классу генов устойчивости CC/LZ-NBS-LRR. Nx сопоставляется с хромосомой IX, а Nb расположен на хромосоме V  в регионе, где были нанесены на карту другие локусы (Rx2, R1, Gpa, Gpr1), придающие устойчивость ко многим различным патогенам. Для двух из R-генов, присутствующих в этой области, был охарактеризован соответствующий патогену ген avr.

 Индукция Nb-опосредованного HR в клетках картофеля зависит от экспрессии ХВК Белок вирусного перемещения 25 кДа, принимая во внимание, что Rx2-опосредованная резистентность вызывается белком вирусной оболочки. Разработка полимеразной цепной реакции (ПЦР) и основанные на этом маркеры, пригодные для обнаружения Nb в практических программах разведения, будут полезны для выделения этого гена путем позиционного клонирования и генетическая характеристика кластера R генов на хромосоме V [105-108].

Доминантный ген Nb картофеля придает штаммоспецифическая сверхчувствительность к картофелю вирус XВК. Сегрегация населения по Nb была проверена на устойчивость путем инокуляции штаммом PVX CP2, чувствительный к Nb. Через комбинацию объемного сегрегантного анализа и селективного ограничения амплификация фрагмента, несколько амплифицированных фрагментов маркеры полиморфизма длины (AFLP), связанные с Nb были идентифицированы. Они были клонированы и преобразованы в доминантная расщепленная амплифицированную полиморфную последовательную (CAPS) маркеров. Nb отображает регион хромосомы 5, где есть еще несколько генов устойчивости и включая R1, ген устойчивости к Phytophthora infestans, Gpa, локус, который оказывает сопротивление против Globodera pallida и Rx2, ген, придающий резистентность к ХВК  идентифицирована ранее. 

Данные не исключают возможности того, что Nb и Rx2 - аллели, хотя данные карты с более высоким разрешением потребуется, чтобы завершить это с какой-либо уверенностью. Rx1, как известно, «распознает» особенность вирусной оболочки, белок, и Rx2, по-видимому, распознает ту же функцию. Тем не мение, номенклатура генов крайней высокой устойчивости против ХВК варьируется, и отношения между различныеми генами не всегда понятны. Ввиду закрытия отрицания связи между Nb и Rx2, наиболее вероятно, что Xi является синонимом Rx1 или, возможно, третьего Rx локуса. Ген Nb, изученный Соломоном (1985), очень вероятно, тот же ген, что и изученный здесь, что и маркер SPUD237 связан с обеими копиями гена Nb.

Экстремальная устойчивость (иммунитет) к ХВК и YВК и некротическая гиперчувствительность, лежащие в основе устойчивости к этим вирусам, обнаружены у различных видов клубненосных пасленовых, и существует консенсус в отношении доказательств того, что каждая форма ответа находится под контролем одного гена. Из соответствующих генов некоторые являются всеобъемлющими по охвату и приводятся в действие всеми штаммами вируса, к которым они относятся; другие вызываются только частью спектра штаммов этого вируса. И наоборот, некоторые штаммы вируса вызывают резистентную или некротическую реакцию в присутствии любого гена, специфического или всеобъемлющего, связанного с вирусом; другие штаммы более тесно связаны со специфическими генами; и все же другие штаммы вызывают только те гены, которые имеют всеобъемлющий охват. Эти последние соотношения составляют основу классификации штаммов, принятой Кокерхемом для картофельного вируса X [109-111].

Результаты исследования устойчивости картофеля к ХВК были опубликованы в 1940-1952 годах [112, 113]. Впоследствии Уилсон и Джонс [114] обнаружили штаммы ХВК групп 1 и 3, определили, что выведенные в Австралии ‘Coliban’ и ‘Geographe’ несут ген Nb. В этом исследовании изучалось влияние смешанной инфекции XВК и SВК на проявление симптомов и титра вируса на растениях картофеля. Использовалась инокуляция сока и прививки различными изолятами ХВК 38 сортам из Австралии, Европы, Северной Америки или Юго-Восточной Азии для определения встречаемости генов устойчивости Rx, Nb и Nx. Были определены предполагаемые родительские источники обнаруженных генов устойчивости. Также была получена новая информация о развитии некроза клубней, связанного с присутствием Nx, проявлении фенотипа системной гиперчувствительности, связанного с Nx, и разделении компонентов из смесей группы штаммов ХВК [115].
В 1990-х годах были проведены обширные исследования с использованием устойчивых и восприимчивых растений и протопластов для выявления вирусных детерминант устойчивости к HR у этих хозяев. В этих исследованиях использовались европейские штаммы ХВК, такие как Roth1, UK3 и X3, а также американские штаммы CP, CP4 и HB. 

Молекулярный анализ штаммов ХВК в Азии был проведен совсем недавно, и некоторые изоляты оказались более похожими на европейские изоляты, что позволяет предположить, что ХВК была завезена до введения строгих карантинных мер. Японские штаммы ХВК, инокулированные к Solanum demissium были разделены на «общую группу» и «группу некроза». Обычная (общая) группа не вызывает никаких симптомов или имеет небольшие симптомы некроза в инокулированных листьях и распространяется системно. «Группа некроза» вызывает сильные некротические пятна на инокулированных листьях и не распространяется системно[116-117]. 
1.6 Наследованиe генов нематодоустойчивости в комплексе с вирусоустойчивостью 

Картофельная нематода, представляющая собой серьезную угрозу для картофелеводства, действительно вызывает значительные экономические потери, особенно в регионах, где выращивание картофеля является важной частью аграрного сектора. Вирусные, бактериальные и грибные заболевания, сопровождающиеся повреждениями корней, нематоды становятся основными факторами, снижающими урожайность. Обе основные разновидности - G. rostochiensis и G. pallida - наносят ущерб не только количеству, но и качеству продукта, что делает их объектами внимания как со стороны научных исследований, так и со стороны агрономов.

Несмотря на существующие карантинные меры и программы борьбы с распространением нематоды, ее контроль остается сложной задачей. Генетическая устойчивость является одним из самых эффективных способов снижения ущерба, причиняемого этим паразитом. Сорта картофеля, обладающие высокой устойчивостью к G. rostochiensis и G. pallida, могут значительно повышать собственные урожайные показатели и превышать их в условиях заражения, в отличие от уязвимых сортов, тем самым обеспечивая стабильность и предсказуемость урожая. На участках, зараженных картофельной нематодой, товарный урожай снижается на 20–90%, а в отдельные годы при большой плотности паразита урожай гибнет полностью [118]. Одним из наиболее эффективных методов борьбы с картофельной нематодой является возделывание нематодоустойчивых сортов картофеля [119].
Наиболее интенсивно селекционная работа по нематодоустойчивости проводится во ВНИИКХ, где за пять лет (2001–2005 гг.). На втором месте Уральский НИИСХ 18 гибридов, хотя в период 1995–2000 гг. на государственное испытание было представлено лишь два гибрида уральской селекции [87].

В настоящее время известны пять патотипов золотистой картофельной нематоды: Ro1, Ro2, Ro3, Ro4 и Ro5, различающихся по способности поражать растения-дифференциаторы. В РФ встречается только первый патотип (Ro1) G. rostochiensis и до настоящего времени не обнаружена бледная картофельная нематода – G. pallida. «Главным» геном, обеспечивающим у селекционных сортов устойчивость к бледной картофельной нематоде (патотипы Pa2 и Pa3), является ген Gpa2, картированный на хромосоме XII в непосредственной близости (0.8 cM) от маркера GP34.  Диагностическим признаком G. pallida является окраска цист: в конце созревания они не приобретают золотистого цвета, как у G. rostochiensis, а остаются бледными. Основная опасность G. pallida заключается в способности преодолевать доминантный ген устойчивости, который большинство современных нематодоустойчивых сортов картофеля получили от Solanum tuberosum ssp. Andigenum.
Современные тенденции применения ДНК-маркеров в практической селекции связаны с разработкой мульти​плексных систем, позволяющих одновременно выявлять аллельный состав нескольких генов устойчивости, в том числе к разным патогенам, у тестируемых образцов картофеля. Такой подход не только во много раз увеличи​вает результативность MAS, но и повышает надежность тестирования, поскольку в число амплифицируемых фрагментов обычно входит контрольный ПЦР-продукт, присутствующий у всех образцов. Это сводит к минимуму ложноотрицательные результаты. 

Наиболее интересны системы, предложенные японскими исследователями. Первая - предназначена для выявления маркеров ряда R-генов, определяющих устойчивость к основным патогенам картофеля: Х и Y-вирусам картофеля (маркеры PVX и Ry186 соответственно), к ЗКН (маркер N146) и расе 1 Phytophthora infestans (маркер R1). Вторая система включа​ет маркеры N146, N195, Gpa2-2 и Gro1-4-1 и позволяет одновременно проводить скрининг на присутствие всех основных генов устойчивости к цистообразующим не​матодам. В качестве контроля эффективности ПЦР в обеих системах проводится амплификация с праймерами GBSS1. Мультиплексные системы с успехом исполь​зуются и в исследованиях российского селекционного материала [120].

Ген устойчивости картофеля Nb отображается в верхней части хромосомы 5, где есть несколько другие гены устойчивости -R1, Gpa, Rx2-ранее были локализованы. 
В дополнение к примерам картофеля, кластеризация генов устойчивости к болезням также наблюдались у кукурузы, салата и сое. Кластеризация может отражать локализованные дупликацияи гена устойчивости и последующие расхождения, так как гены устойчивости, секвенированные на сегодняшний день, падают накладываются на небольшое количество связанных классов. Функционально кластеризация генов сопротивления может способствовать координации защиты от разнообразных возбудителей [121-123].

Таким образом, продолжение анализа с высоким разрешением хромосомы 5 в области генов Nb, R1, Gpa и Rx2 должно предоставить ценную информацию о механизмах устойчивости и функциональных особенностях генной организации. Возделывание вирусо- и нематодоустойчивых сортов картофеля является эффективным методом борьбы. Сложные вопросы, связанные с распространением и контролем нематодов, подчеркивают необходимость продолжения исследований и инвестиций в разработки устойчивых технологий, которые могут поддерживать высокие урожайные показатели и экономическую устойчивость картофелеводства.

1.7 ДНК-маркеры генов устойчивости сортов картофеля к G. Rostochiensis и G. pallida
Впервые нематодоустойчивые клоны были отобраны английским исследователем C. Ellenby (1952) среди об​разцов двух южноамериканских видов – культурного S. tuberosum ssp. andigenum и дикорастущего S. vernei. С этого времени селекция нематодоустойчивых сортов основывалась на использовании устойчивых образцов S. tuberosum ssp. andigenum, которые передавали доми​нантный аллель гена устойчивости Н1 при скрещивании с сортами и селекционными клонами.

Первые нематодоустойчивые сорта картофеля были получены в 1960 г. в Нидерландах от скрещивания устой​чивых образцов диких видов S. kurtzianum и S. vernei с образцами культурных видов и селекционными клонами (Kubich, 1963). 

В настоящее время используется ДНК-диагностика с использованием молекулярных маркеров. Моногенная устойчивость к нематодам у картофеля контролируется независимыми доминантными генами H1 (TG-689, 57R, N195), Gro1(Gro1-4-1), Gro IV и Gpa 2(Gpa 2). Доминантный ген H1, источником которого служит S. tuberosum ssp. аndigena (CPC 1673), обеспечивает устойчивость картофеля к патотипам Ro1 и Ro4 ЗКН по типу сверчувствительности. Ген Gro1, источником которого является межвидовой диплоидный гибрид Solanum tuberosum х Solanum spegazzini (Р40), обеспечивает устойчивость ко всем пяти патотипам Globodera rostochiensis [124].

И так, для оценки устойчивости наиболее эффективным считается применение маркеров генов H1, Gro1-4 и Gpa2.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1 Материалы исследований

В процессе исследований использовались следующие сорта: Астана, Ақкөл, Ақжар, Ауыл, Адиль, Аксор, Артем, Альянс, Бабаев, Болашақ, Беркут, Вид 2, Валерий, Дидар, Диар, Дуняша, Еламан, Дихан, Жанайсан, Жуалы, Ильин, Карасайский, Костанайские Новости, Краса, Курант, Киру, ҚазСип, Қоғалы, Картау, Максим, Мечта Красавина, Мирас, Нәрлі, Нұр Әлем, Памяти Конаева, Памяти Лигай, Памяти Боброва, Саян, София, Степа, Тамаша, Тохтар, Теңіз, Тамыр, Тянь-Шаньский, Терра 1, Тустеп, Удовицкий, Ұлан, Үшконыр, Федор, Шағалалы, Эдем, Ягодный 19, Сogu Valley, Bora Valley, Nixe, Paroli, Gala, Krone, Juwel, Вега, Is b 2-7, Аспия, Такома, Любава, Rosara, Биргит, Свитанок киевский, Солист, Тамыр, Жаворонок, Red Scarlett, Poko, Виктория, Невский, Крок, Ермак, Colomba, Бақша, Kardinal, Манифест, Symphony, Юбилей Жукова, Жанайсан, Скарб, Снегирь, Jaerla, Nikita, Тimo Hannkyan , Рождественский, Impala, Голубизна, Алатау, Янка, Белоярский ранний, Ильин, Латона, Журавинка, Xisen 6, Xisen 3,
селекционные линии картофеля: сеянец Степана, 6-02-94, 69-1, №4, 11-04-03, 4-08-02, 15 сеянец 7П41хДобро, 62 211.108. 5 с.ц Тамаша х Ягодный 19, 10.28 Лазарь х Алая заря, 2-10-15, 2-94-06, 1-98-02, 12-07-01, 4-08-02, 27-10-03, 9-07-12, 32-07-01, 15-08-03, 17 99-00, 27-09-04, Cherie -1, Cherie -2, Cherie -3, Cherie -5, Cherie -6, Cherie – 7, Cherie -8, Cherie -9, Cherie -10, Cherie -11, 17 223-14, 17 225-12, 17 205-6, 17 101-8, 17 203-8, 17 250-11, 17 250-12, 17 212-19, 17 243-4, 17 211-20, 17 225-2, 17 201-11, 17 241-4, 17 214-2, 17 228-7, 17 242-8, 17 249-2, 17 250-1, 17 215-11, 17 222-15, 17 223-9, 17 212-45, 17 223-10, 17 214-9, 17 223-2, 17 204-2, 17 249-2, 17 225-11, 17 216-9, 17 235-3, 17 223-6, 17 212-7, 17 218-18, 17 243-5, 17 243-5, 17 250-10, 17 236-7, 17 240-18, Z 853-6, Z 861-1, Z 440-3, Z 838-1, Z 765-1, Z 872-3, Z 872-4, Z 897-3, Z 879, Z 487-8.

В процессе исследований использовались следующие материалы:

1.Растения индикаторы: Дурман (Datura stramonium L.), Табак (Nicotiana tabacum)
2. Искусственная питательная среда Мурасиге и Скуга
3. Коммерческие ИФА (Agdia)- и ПЦР (ДНК-сорб-С, Синтол) - наборы 
Для выполнения исследований использовали следующее оборудование: термостаты (ОАО «Казахский завод медицинской аппаратуры»), сушильный шкаф («Snol»), центрифуги низкоскоростные (Ependorf, BECKMAN) Моdеl J2-21 Centrifuge, центрифуга настольная (СМ 50 Cenrifuge), ультрацентрифуга с Baсket-ротором SW-28, весы аналитические, низкотемпературный холодильник, холодильники бытовые 4°С (Indesit, Бирюса), магнитная мешалка, стерилизатор паровой (ВК-35), термостат «НЕМЕН» POL-EKO (с автоматическим температурным и световым режимом), спектрофотометр Stat Fax 4200, автоматическое промывочное устройство (Stat Fax 2600 термошейкер Stat Fax 2200), ПЦР-бокс, амплификатор, (BIO-RAD Т-100), источник бесперебойного питания (BIO-RAD), камера для электрофореза (Sub Cell Model 96), автоматический секвенатор (DNA analyzer 3730xl), твердотельный термостат (Thermo Block TDB-120, Латвия), ламинар-бокс (Lamsystems БАВ п01 «Ламинар С»-1,2, (231.120), фитотрон и летняя теплица ДУМ-2.

Место проведения исследований. Основные исследования проводились на базе лабораторий биотехнологии растений, молекулярной диагностике фитопатогенов кафедры биологии, защиты и карантины растений, НАО «Казахский агротехнический исследовательский университет им. С. Сейфуллина», РГП Национальный центр биотехнологии «Министерство здравоохранения РК» лаборатория селекции картофеля ФГБНУ «ТатНИИСХ» хозяйства», и РГП на ПХВ "Институт биологии и биотехнологии растений" КН МНВО РК.
2.2 Методы исследований
2.2.1 Отбор растительных проб

Для тестирования на вирусоносительство брали молодые физиологически развитые листья со среднего яруса растения. Пробы упаковывали в пакеты из бумаги, слабо впитывающей влагу. На пакете и в прилагаемом бланке указывалась информация об образце (сорт, симптомы поражения, дата сбора и др.) [125 с.65]. Отбор клубневых проб производился в количестве 30 шт. каждого исследуемого сорта с дальнейшим нарушением периода покоя с помощью стимулирующего раствора, включающего гибберелловую кислоту и тиомочевину для последующего тестирования ростков [126].

2.2.2 Визуальная оценка ХВК

Вирусные болезни определяли по внешним признакам проявления легких симптомов (обыкновенная моза​ика, крапчатость листьев) и тяжелых форм (морщинистая мозаика, полос​чатая мозаика, скручивание листьев). 

 При проведении фитопатологической оценки по проявлению внешних признаков легких и тяжелых форм вирусных болезней на растениях картофеля учитывали следующие особен​ности: 

а) тип, степень и характер проявления внешних признаков вирусных болезней определяются не только возбудителем, но и условиями вегетационного сезона, фазой вегетативного роста и развития растений, особенностями сорта; 

б) признаки некоторых болезней, например таких, как морщинистая и полосчатая мозаики (YВК), скручивание листьев (ВСЛК), обычно усиливаются с возрастом растений. Признаки мозаичного закру​чивания листьев (МВК), наоборот, во второй половине вегетации обычно ослабляются и маскируются вплоть до полного исчезновения: 

в) полное представление о зараженности растений вирусами в посадках картофеля формируется только на основании осмотров не менее двух раз за вегетацию: в период цветения (во время наибольшего их проявления) и перед предуборочным удалением ботвы; 

г) разные сорта по-разному реагируют на вирусные инфекции. Поэтому критерии (масштаб) оцен​ки здоровья растений должны соответствовать характеру реакции данного сорта на вирусную инфек​цию: для устойчивых и толерантных сортов требования для отнесения растения к числу внешне здоро​вых должны быть выше, чем для сортов с острой реакцией на инфекцию [127]. 
Сильнопатогенные штаммы ХВК вызывают на некоторых сортах некрозы на листьях [128].

При визуальной диагностике ХВК характерно учитывали симптомы образования мозаики или крапчатости. На молодых листьях наблюдалась светло-зеленая мозаика (пятна) различной интенсивности, формы и величины. 


2.2.3 Индикаторная диагностика

Для оценки вирусоустойчивости сортов картофеля, посадочный материал высаживали в теплице, в количестве 5 растений каждой линии.

Для искусственного заражения растений картофеля был использован инфекционный сок растений ХВК, пораженных различными изолятами ХВК. Инокулюм готовили с помощью разведения в 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,2). Листья растения, предназначенного для инокуляции, в соответствии со стандартной методикой [128 с.25], слегка припудривали порошком карборунда и втирали инокулюм стеклянной палочкой. После инокуляции листья промывали водой из пульверизатора. Инокулированное растение затеняли на сутки, после чего содержали на рассеянном свету.

На 36-й день после инокуляции проводили визуальную оценку развития симптомов вирусного заболевания. На 37-й день после инокуляции отбирали листовые пробы для диагностики на скрытую зараженность ХВК методом ИФА и с помощью метода растений-индикаторов 128 с.67]. Дурман (Datura stramonium L.), Табак (Nicotiana tabacum) Оценка развития симптомов вирусного заболевания после инокуляции проводился  визуально.
2.2.4 Диагностика вирусов картофеля методом ИФА 
При проведении тестирования растений картофеля, применялся «сэндвич-вариант» ИФА (метод двойного наслоения антител) [129]  с использованием диагностических наборов для определения вирусов картофеля ВСЛК, YВК, ХВК, МВК, SВК компании Agdia (CША) согласно стандартной методике [70] в соответствии с инструкцией производителя. 
2.2.5 ПЦР-диагностика ХВК

Выделение РНК и детекция вируса. Выделение РНК проводили с использованием TRIzol, согласно инструкции «Invitrogen» (Thermo Fisher Scientific, USA), обратную транскрипцию (ОТ) проводили набором «Reverta L» (AmpliSens). На первом этапе постановки ОТ готовили смесь RNA mix: ddH20 – 12 мкл, Hex R – 0,5 мкл, Oligo dt – 0,5 мкл, РНК – 2 мкл, которую инкубировали  в режиме 72 0С – 10 мин. На втором этапе готовую реакционную смесь объемом 20 мкл (RNA mix – 15 мкл, 5хBuffer RT – 4 мкл, dNTp – 0,5 мкл, Reverta L 0,5 мкл,) инкубируем при 45 0С - 1 час.

Для амплификации маркерного участка готовили смесь в общем объеме 25 мкл, содержащую 25 нг ДНК, 1U ДНК полимеразы (Thermo Scientific, США),0,2 мМ каждого дНТФ, 1-х ПЦР буфер, 2,5 мМ MgCl2, 0,5 мкл каждого праймера. Программа ПЦР выполнялась на амплификаторе SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific, США). ПЦР-смесь включала в себя праймеры для детекции 5-ти основных вирусов [130 с.2], последовательность которых приведена в таблице 1. 
Таблица 1 – Температурно-временной режим амплификации [130 с.2]
	Температура
	Время
	Количество циклов

	1
	2
	3

	96°С
	3 мин
	29

	96 °С
	20 сек
	

	55°С
	20 сек
	

	72°С
	1 мин
	

	72°С
	5 мин
	

	4°С
	(
	


Температурно-временной режим амплификации для ПЦР амплификации фрагментов представлен в таблице 2. 
Таблица 2 – Праймеры, используемые для детекции 5 основных вирусов картофеля
	№
	Название вируса
	Последовательность

	1
	ВСЛК
	F-GCCGCTCAAGAAGAACTGGAG

R-GGGGGTCCAACTCATAAGCGAT

	2
	YВК
	F-GCATCCAGTCAAACCCGAAC
R-GCATAACGCGCTAAACCCAC

	3
	ХВК
	F-AGGTGCCCACAGACACTATG

R-GCAGTTTGGGCAGCATTCATT

	4
	МВК
	F-CCGTCCATAGAAGCACTCAGCCG

R-CTCAGTCGGCACACCTAGCC

	5
	SВК
	F-CTTGAGCCGACCCCTGAAAT

R-CCAGCGATGTCAGCAGTGAT


При ПЦР-диагностике вирусов с помощью специфичными праймеров учитывали следующие размеры ПЦР-продуктов: для ВСЛК – 249 п.о., для ХВК - 376 п.о., для YВК - 535 п.о., для МВК - 117 п.о., для SВК – 149 п.о. [130 с.2].

Электрофорез проводили в 1,6% агарозном геле в камере для горизонтального электрофореза Max HU10 и источником тока «Consort EV 243». Для визуализации ПЦР-продукта в агарозный гель добавляли бромистый этидий.
Таргетное секвенирование. Работу по секвенированию [131]
изолятов ХВК проводили с использованием наборов для определения последовательности терминатора BigDye в соответствии с расчетом на общий объем 10 мкл для каждой пробы – дH2O – 5,5 мкл, 5x буфера – 1,5 мкл, BigDye – 1 мкл, праймер – 1 мкл, ПЦР-продукт – 1 мкл. Последовательности праймеров использовали такие же, как и для ПЦР [157]. Для обеспечения точности секвенирования амплифицированные фрагменты секвенировали с двумя праймерами: прямым и обратным. Амплифицированные фрагменты ХВК секвенировали на генетическом анализаторе 3500 (Applied Biosystems, Калифорния, США) в режиме запуска StdSeq50_POP7. Проведен поиск в базе данных NCBI GenBank www.ncbi.com. полного и частичного генома ХВК. Нуклеотидные последовательности казахстанских изолятов и изолятов, полученных из генного банка, выравнивали с помощью программы MAFFT. Филогенетическое дерево построено методом максимального правдоподобия в программе MEGA XI. Построение филогенетического дерева визуализировали с помощью программы FigTree v. 1.4.4. программное обеспечение.

2.3 Создание и поддержание коллекции изолятов ХВК in vitro и in vivo
Изоляты ХВК 17х/21 и СN 38 были любезно предоставлены  ФГБНУ «ТатНИИСХ» хозяйства» и Leling Xisen Potato Industry Group Company Ltd, Leling. Идентифицированные изоляты ХВК поддерживали в культуре изолированных органов растений картофеля, а также в виде клубневых поколений естественно инфицированных образцов картофеля в изолированных условиях (фитотрон).

При пополнении коллекции новыми изолятами ХВК ростки клубней естественно инфицированных вирусом клонов картофеля переводили в стерильную культуру. Перевод растений, инфицированных изолятами ХВК in vitro проводили в соответствии со стандартной методикой [132]. Растительный материал промывали дистиллированной водой и дезинфицировали в асептических условиях в ламинар-боксе вблизи горящего огня, используя стерильные инструменты. Последовательно инкубировали растительный материал, в предварительно приготовленные стерилизующие растворы, в 20% эталоне (1 мин), 5% - растворе хлорной извести (15 мин) и 5% - растворе хлорамина (20 мин). Материал затем пятикратно отмывали стерильной водой и помещали на питательную среду [133]. Работы с культурой изолированных органов и тканей растений проводились с использованием искусственной питательной среды на минеральной основе по Мурасиге и Скугу [132 с.78] в соответствии со стандартной методикой [134]. 
Моноинфицированные ХВК образцы культивировали аналогично безвирусным культуральным растениям по общеизвестной методике [132].

 При создании коллекции изолятов ХВК in vitro проводили инокуляцию культуральных растений ХВК [133]  следующими способами: 

- вариант №1 - надрез скальпелем растения-инфектора с последующим разрезаним этим скальпелем здорового растения;

- вариант №2 - обработка скальпеля в инфекционном соке, содержащим 0,1М калий-фосфатный буфером с последующим разрезанием этим скальпелем здорового растения;

- вариант №3 - обработка скальпеля в инфекционном соке, содержащем  0,15М  раствор NaCl с последующим разрезанием здорового растения. 

Каждый исследуемый сорт картофеля в каждом варианте опыта был исследован в трехкратной повторности [135 с.22]. 
Микроклональное размножение как безвирусных, так и растений картофеля осуществляли методом активации развития пазушных меристем на агаризованной питательной среде с минеральной основой по Мурасиге и Скугу в соответствии со стандартной методикой [132].  Состав питательной среды представлен в таблице 3. 

Таблица 3 – Искусственная питательная среда Мурасиге-Скуга
	Компоненты питательной среды
	Концентрация, мг/л

	NH4NO3
	1650

	KNO3
	1900

	CaCl2 х  2H2O
	440

	MgSO4 х 7H2O
	370

	KH2PO4
	170

	Na2  ЭДТА
	37,3

	FeSO4  х7H2O
	27,95

	H3BO3
	6,2

	MnSO4  х 4H2O
	22,3

	ZnSO4    х 7 H2O
	8,6

	KI
	0,83

	Na2MoO4 х   2H2O
	0,25

	CuSO4   х 5H2O
	0,025

	CoCl2   х 6H2O
	0,025

	Глицин
	2,0

	Мезоинозит
	100

	Никотиновая кислота
	0,5

	Пиридоксин - HCl
	0,5

	Тиамин - HCl 
	1,0

	Кинетин
	2,0

	Индолилуксусная кислота
	1,0

	2,4-Д
	0,5

	Сахароза
	30000

	Агар-агар
	7 000 

	рН - 5,7


 Естественно инфицированные культуральные растения картофеля культивировали в климатической камере с регулируемыми условиями температуры (20-250С), относительной влажности воздуха (70%), освещенности (5-20 тыс. люкс) при 16-часовом фотосветопериоде).  Здесь не было ни слова о ХВК
2.4 Изучение вирусоустойчивости сортообразцов картофеля к ХВК

Для оценки устойчивости исследуемых образцов к ХВК проводили искусственное инфицирование путём механической инокуляции листьев исследуемых растений биоматериалом, инфицированного ХВК, в присутствии карборунда. В качестве инокулюма для заражения использовали листовую ткань находящихся в стадии цветения растений картофеля сорта Улыбка, инфицированного изолятом 17x/21, относящимся к группе штаммов X1 (не опубликованные данные). Инфицирование исследуемых образцов картофеля проводили на стадии 4–6 настоящих листьев. Оценку результатов проводили с помощью лабораторно-диагностического выявления ХВК методом иммуноферментного анализа (ИФА) в листовых пробах, отобранных через 30 суток после инфицирования ХВК. ИФА проводили с помощью диагностических наборов для выявления ХВК компании Agdia (США) согласно инструкции производителя. 

Выращивание растений картофеля для проведения искусственного инфицирования осуществляли в регулируемых условиях фитотрона (температура плюс 20...25 °С, фотопериод (освещение/темнота) – 16/8 ч, интенсивность освещения 5000...7000 люкс, влажность 60...70%, почва чернозем комковато-зернистого состава). В качестве положительного контроля для обнаружения молекулярных маркеров с помощью ПЦР применяли  биоматериал сортов Innovator (ген Nb) [136], White Lady (ген Rx2) [137] и  Sante (ген Rx1) [138].
2.5 Разработка модифицированного способа инокуляции растений

При разработке модифицированного способа инокуляции растения-индикаторы N. tabacum инокулировали инфекционным соком листьев картофеля, зараженных моноинфекцией ХВК путем смешивания инокулюма в 0,1 М растворе фосфатного буфера в соотношении 1 мг растительной ткани к 10 мл буфера и помещения полученного раствора в установленные на стеблях тест-растений наконечники для дозаторов размером 10-100 мкл. Для оценки эффективности разработанного способа инокуляции растения-индикаторы N. tabacum инокулировали вышеописанным и механическим (контроль) способами. Результаты поражения контролировали методом иммуноферментного анализа (ИФА) в динамике на 10-е, 15-е и 20-е сутки.

Растения-индикаторы выращивали из семян при температуре 24-25°С на коммерческом универсальном торфогрунте  «Terra Vita», состав NPK: N 150 мг/л, P 270 мг/л, K 300 мг/л, рН 5,8-7,0. Выращивание растений в регулируемых климатических условиях осуществляли в фитотроне Ссылка на патент. 
2.6 Идентификация молекулярных маркеров генов устойчивости к ХВК в образцах картофеля

Выделение ДНК образцов картофеля проводили с использованием наборов «ДНК-сорб-С» (Интерлабсервис, Россия). Доминантые аллели генов устойчивости картофеля к PVХ идентифицировали с помощью следующих молекулярных маркеров: Rx1, 5Rx1 (ген Rx1) 106Rx2- (ген Rx2), GM339, GM637  (ген Nb) (табл.4). 

Таблица
4
–
Праймеры,
используемые
для идентификации генов устойчивости к ХВК

	Ген
	Праймер
	Последовательность
	Отжиг
	Размер ампликона

	Олиги для идентификации генов устойчивости к PVX

	1Rx
	1Rx1-F
	GGAGAAATCCTGCAATATAAT
	60 0C
	974 bp

	
	1Rx1-R
	CGACCGAACTTACATTTTTCCC
	
	

	1Rx
	5Rx1-F
	TCAGGGCAAACCCTAACAC
	62 0C
	186 bp

	
	5Rx1-R
	ATCGGCCTAGAGTGACATCG
	
	

	Rx2
	106Rx2-F
	GGAGAAATCCTGCAATGTAAC
	52 0C
	543 bp

	
	106Rx2-R
	CTTGTCAAAGAAAGAAGGCCT
	
	

	Nb
	GM339-330-F
	GGTAGTTGGACGAGCATAT
	52 0C
	339 bp

	
	GM339-330-R
	CTCACTTTTAGACCAGATTT
	
	

	Nb
	GM637-220-F
	GCAGAAGATCGGATAGCAAAC
	62 0C
	220 bp

	
	GM637-220-R
	GTAACGAGTTGAAGTTACTGA
	
	


В качестве позитивных контролей использовались сорта картофеля Sante, White Lady, King Edward, обладающие генами устойчивости к XВК. Перечень праймеров, температурные режимы проведения ПЦР, применение реакции рестрикции для маркеров и условия детектирования соответствовали методикам, приведенным в работах [139-143].

2.7 Идентификация ДНК-маркеров генов устойчивости к G. rostochiensis и G. Pallida в образцах картофеля
Обнаружение молекулярных маркеров доминантых аллелей генов устойчивости картофеля к G. Rostochiensis N195 (ген H1), 57R (ген H1); Globodera pallida Gpa2-2 (ген Gpa2) осуществляли с помощью ПЦР (таблица 5).

Таблица 5 – Праймеры и условия проведения ПЦР для детекции маркеров генов устойчивости картофеля к G. Rostochiensis и G. Pallida
	Ген
	Праймер
	Последовательность
	Отжиг
	Размер ампликона

	Globodera rostochiensis

	H1
	N 195-F
	TGGAAATGGCACCCACTA
	55 0C
	337 bp 

	 
	N 195-R
	CATCATGGTTTCACTTGTCAC
	 
	 

	 
	57R-F
	TGCCTGCCTCTCCGATTTCT 
	63 0C
	450 bp

	 
	57R-R
	GGTTCAGCAAAAGCAAGGACGTG 
	 
	 

	Globodera pallida

	Gpa2
	Gpa2-2-F
	GCACTTAGAGACTCATTCCA 
	60 0C
	452 bp

	 
	Gpa2-2-R
	ACAGATTGTTGGCAGCGAAA 
	 
	 


Условия детектирования и контрольные сорта соответствовали приведенным в работах [144-151].

В качестве контрольных образцов использовали сорта картофеля Самбо, Аврора обладающие генами устойчивости к G. rostochiensis , G. Pallida: Журавлевский ранний, Сантэ.
Cтатистическая характеристика выборок при изучении качественных признаков проводилась по Б.А. Доспехову [136] и А.В. Иванникову, В.П. Томилову [137]. Для всех данных принят уровень значимости 1% (P0,05). Для статистической обработки применялись компьютерные программы «SNEDECOR», «Microsoft Exсell 2010».

3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
3.1 Скрининг вирусных заболеваний в картофелеводческих хозяйствах Республики Казахстан высокочувствительными методами диагностики
На первом этапе проводимых исследований было проведено обследование посадок картофеля в различных регионах страны на наличие вирусных заболеваний ХВК, YВК, SВК, МВК, ВСЛК.  

В результате тестирования 43 сортообразцов картофеля методом ИФА была дана оценка распространенности основных вирусов картофеля в различных регионах страны (таблица 5).

Таблица 5 – Пораженность картофелеводческих посадок регионов Республики Казахстан вирусной инфекцией
	Название сорта

	Репродукция


	Количество зараженных образцов

	
	
	ХВК
	YВК
	SВК
	МВК
	ВСЛК

	
	
	шт
	%
	шт
	%
	шт
	%
	шт
	%
	шт
	%

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	КХ Мұздбай (Восточно-казахстанская область)

	Коломба


	1
	25
	1%
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%
	25
	0%

	Челенджер 
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%
	25
	0%

	Гала
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%

	Восточно-Казахстанская сельскохозяйственная опытная станция (Восточно-казахстанская область, Восточный Казахстан)

	Ред Скарлет
	1
	30
	3 %
	30
	1 %
	30
	1 %
	30
	2 %
	30
	0%

	Коломба
	1
	30
	4 %
	30
	8%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Аксор
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Санте
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Тамыр
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	ТОО "Олжа Ак-Кудук" (Костанайская область, Северный Казахстан)

	Вега
	1
	30
	6%
	30
	2%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Гала
	1
	30
	7%
	30
	5%
	30
	5%
	30
	0%
	30
	0%

	КХ «ТЭРРА» (Костанайская область, Северный Казахстан)

	Гала
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%

	ТОО «Казахский НИИ картофелеводства и овощеводства» (Алматинская область, Южный Казахстан)

	Астана
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%
	25
	1%

	Тамаша


	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%

	Улан
	1
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%

	Меледи
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	0%
	25
	1%

	Памяти Конаева
	1
	25
	0%
	25
	0%
	25
	1%
	25
	0%
	25
	0%

	Тамыр
	1
	25
	0%
	25
	1%
	25
	1%
	25
	1%
	25
	0%

	ТОО «Уральская опытная станция» (Западно-казахстанская область, Западный Казахстан)

	Астана
	2
	30
	2%
	30
	10, 1%
	30
	5%
	30
	2 %
	30
	0%

	Ақжайық
	2
	30
	4%
	30
	4,2%
	30
	7%
	30
	2,2 %
	30
	0%

	Көктем

	2
	30
	3%
	30
	8%
	30
	3 %
	30
	4 %
	30
	0%

	(ТОО «Баймырза Агро» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Colomba
	1
	30
	0%
	30
	10,6%
	30
	0%
	30
	2,1%
	30
	0%

	Gala
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	4 %
	30
	4 %
	30
	0%

	(КХ «Альдеран» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Colomba
	1
	30
	0%
	30
	10,6%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	(КХ «Шанс» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Gala
	2
	25
	0%
	25
	6,3%
	25
	4,2%
	25
	4,2%
	25
	2,1%

	(ТОО «Шерубай Су» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Gala
	2
	30
	21,3%
	30
	53,10%
	30
	6,4%
	30
	6,4%
	30
	0%

	(КХ «Надежда» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Наташа
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	(ТОО «АстраАгро» Карагандинская область, Центральный Казахстан)

	Colomba
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	2,1%
	30
	2,1%
	30
	0%

	Gala
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	КХ «Актогай-Агро» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана)

	Gala
	2
	30
	8,5%
	30
	0%
	30
	2,1%
	30
	0%
	30
	0%

	КХ «КАБ» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана)

	Gala
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	2,1%
	30
	4,2%
	30
	0%

	КХ «Пахарь» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана)

	Gala
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	10,6%
	30
	0%

	КХ «PavlodarNaturProduct» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана

	Gala
	2
	30
	14,8%
	30
	63,8%
	30
	2,1%
	30
	2,1%
	30
	0%

	КХ «Тимур» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана)

	Gala
	2
	30
	2,1%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	2,1%
	30
	0%

	КХ «PavlodarNaturProduct» (Павлодарская область, Северо-восток Казахстана

	Gala
	2
	30
	19,5%
	30
	10,8%
	30
	10,8%
	30
	21,7%
	30
	6,5%

	ТОО «Грин Стар» (Акмолинская область, Северный  Казахстана)

	Colomba
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Gala
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Розарао
	1
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Xisen 6
	1
	30
	5%
	30
	18%
	30
	2%
	30
	7%
	30
	0%

	Xisen 3

	1
	30
	7%
	30
	10%
	30
	5%
	30
	2%
	30
	0%

	Мирас
	1
	30
	4%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Памяти Конаева
	1
	30
	5%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%

	Акжар
	1
	30
	3%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%
	30
	0%


В результате мониторинга посадок картофеля в различных регионах Республики Казахстане методом ИФА и ПЦР максимальное распространение вирусов было установлено в Карагандинской области преимущественно: PVY - 53,1% и PVX – 21,3%; наименьшее – в Алматинской области Казахстана: YВК  - 1%, XВК – 0%, SВК - 5, PVM – 3%, ВСЛК - 1%. 

Поражение XВК было выявлено на образцах картофеля сортов: Colomba, Рed Scarlet, Vega, Gala, Астана, Ақжайық, Көктем, Xisen 3, Памяти Конаева, Акжар отмечено клоны. При этом сорта Мирас, Памяти Конаева и Акжар были моноинфицированы.

На следующем этапе настоящих исследований с помощью метода ИФА из части выявленных моноинфицированных ХВК клонов с высокой оптической плотностью, а также части протестированных ранее проб, в том числе имеющихся в коллекции изолятов in vitro, проводили идентификацию казахстанских и зарубежных изолятов исследуемого вируса картофеля. 

В таблице 6 приведены образцы с положительной реакцией на XВК (таблица 6).

Таблица 6 – Результаты иммуноферметного анализа образцов картофеля на зараженность PVX

	№
	Название сорта/

изолята вируса
	Страна, область/город  
	Страна, изолят
	Экстинция А450, о.е.
	Ao/Ok
	Результат реакции, +/-

	1
	Альянс
	Казахстан, Акмолинская обл.
	KZ 1
	0,880
	3,2
	+

	2
	Colomba
	Казахстан, ВКО
	KZ 2
	1,201
	4,3
	+

	3
	Тамаша
	Казахстан, Акмолинская обл.
	KZ 5
	1,461
	5,3
	+

	4
	Ред Скарлет
	Казахстан, ВКО
	KZ 7
	0.808
	2,9
	+

	5
	Nixe
	Беларусь
	BY 8
	1,534
	5,5
	+

	6
	Nixe
	Беларусь
	BY 9
	1,628
	5,9
	+

	7
	Paroli
	Беларусь
	BY 10
	1,317
	4,7
	+

	8
	Paroli
	Беларусь
	BY 11
	1,534
	5,5
	+

	9
	Gala
	Беларусь
	BY 12
	2,308
	8,3
	+

	10
	Gala
	Беларусь
	BY 13
	1,390
	5,0
	+

	11
	Krone
	Беларусь
	BY 14
	0,840
	3,0
	+

	12
	Krone
	Беларусь
	BY 15
	3,009
	10,8
	+

	13
	Krone
	Беларусь
	BY 16
	0,915
	3,3
	+

	14
	Krone
	Беларусь
	BY 17
	1,637
	5,9
	+

	15
	Krone
	Беларусь
	BY 18
	2.308
	8,3
	+

	16
	Krone
	Беларусь
	BY 19
	0,996
	3,6
	+

	17
	Juwel
	Беларусь
	BY 20
	2.420
	8,7
	+

	18
	Juwel
	Беларусь
	BY 21
	3, 009
	10,8
	+

	19
	Juwel
	Беларусь
	BY 22
	1,058
	3,8
	+

	20
	Juwel
	Беларусь
	BY 23
	1,412
	5,1
	+

	21
	Gala
	Казахстан, Карагандинская обл.
	KZ 24
	0.877
	3,2
	+

	22
	Gala
	Казахстан Карагандинская обл., 
	KZ 25
	0,850
	3,1
	+

	23
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 26
	0,899
	3,2
	+

	24
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 27
	0,920
	3,3
	+

	25
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 28
	0,845
	3,0
	+

	26
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 29
	0,840
	3,0
	+

	27
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 30
	0,895
	3,2
	+

	28
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 31
	1,020
	3,7
	+

	29
	Вега
	Казахстан, Костанайская обл
	KZ 32
	0,980
	3,5
	+

	30
	Вега
	Казахстан, Костанайская обл
	KZ  33
	0,903
	3,2
	+

	31
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ  34
	0,908
	3,3
	+

	32
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 35
	0,870
	3,1
	+

	33
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ 36
	0,996
	3,6
	+

	34
	Gala
	Казахстан, Павлодарская обл
	KZ  37
	0,975
	3,5
	+

	35
	Is b 2-7 *
	Китай, г. Чунцин
	СH 38
	1,588
	5,77
	+

	
	Бланк
	0,102
	0,4
	

	
	Positive
	0,984
	3,5
	+

	
	Negative
	0,278
	-
	-

	
	Примечание - «+» - положительный результат; Ao/Ок - отношение среднего значения оптической плотности исследуемой пробы к среднему значению оптической плотности отрицательного контроля; Бланк - контроль Positive – положительный контроль; Negative – отрицательный контроль; * - культуральное растение картофеля, инфицированное ХВК.


Каждому изоляту PVX было присвоено название на основании страны происхождения и свой порядковый номер.

Как видно по результатам исследований мониторинга вирусных заболеваний на территории республики, в образцах картофеля выявляется комбинация нескольких вирусов (коинфекция). Особенностями коинфекции являются сложности в понимании симптоматики заболеваний и возникающие взаимодействия между различными вирусами, которые влияют на течение болезни, ухудшая общее состояние растений [152].  
Х вирус в сочетании с другими вирусами такими как YВК, SВК, МВК приводит к гибели растений и серьезным потерям урожая [153].
Таким образом, в результате вирусологического скрининга картофелеводческих посадок картофеля установлено максимальное распространение вирусов ХВК и YВК в Карагандинской области, выявлены моноинфицированные  клоны  картофеля.
3.2 Молекулярно-генетическая идентификация изолятов Х-вируса картофеля у отобранных клонов картофеля

На следующем этапе исследований для подтверждения зараженности и чистоты эксперимента данные образцы были протестированы с помощью мультиплексной ОТ-ПЦР на следующие вирусы: Х, Y, S, L (рисунок 1). Была проведена детекция вирусов мультиплексной ОТ-ПЦР.
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PVX - 376 bp; PVS – 149 bp; PVY - 535 bp; PLRV - 249 bp; нумерация исследуемых образцов соответствуют таблице 1. «К-» - отрицательный контроль, 3Х+, 6Х+ контрольные образцы на PVХ; Х+ - положительный контроль на PVХ; S+ - положительный контроль на PVS; L+ - положительный контроль на PLRV;Y+ - положительный контроль на PVY, М – маркер Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, Fermentas.

Рисунок 1 – Электрофореграммы мультиплексной ПЦР исследуемых образцов картофеля
Данные электрофореграммы (рисунок 1) свидетельствуют о том, что образцы BY 12, BY 13, BY 19, BY 20, BY 22, BY 23, BY 24 не были поражены ни одним из изучамых вирусов. Моноинфицированность PVX подтвердили следующие образцы:  KZ 3, KZ 5, KZ 6, BY 21, СN 38. Образец, выделенный из сорта Альянс (KZ 1), показал моноинфекцию на PVY. Образец, выделенный из сорта картофеля Red Scarlet (KZ 7), был инфицирован комплексом PVY+PVX. Комплексное поражение PVS и PVX было отмечено у образцов: BY10, BY11, BY17, BY18. Зараженности PLRV в образцах установлено не было. Встречались образцы с моноинфекцией PVS: KZ 2, BY 8, BY 14, BY 15, BY 16. 

Для получения достоверных данных относительно зараженности PVX был поставлен ПЦР (рис.3) на все 35 изолятов с помощью праймеров, разработанных институтом биологии и биотехнологии растений МВОН РК: PVХ-R, PVХ-F [130]. 
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Названия исследуемых образцов приведены в таблице 1. Праймеры: PVX-376 bp; М - молекулярный маркер 100 п.н. (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, Fermentas). «К-» - отрицательный контроль, 3Х+, 6Х+ контрольные образцы на PVХ; К+ - положительный контроль на PVХ

Рисунок 2 –Электрофореграммы мультиплекс ПЦР-анализа исследуемых изолятов PVX

В результате ПЦР-детекции пораженность PVX показали следующие сорта картофеля: KZ5 (сорт Тамаша, Казахстан); KZ 7 (сорт Red Scarlet, Казахстан); KZ10 (сорт Gala, Казахстан); KZ14 (сорт Krone, Беларусь); KZ17 (сорт Krone, Беларусь); KZ18 (сорт Krone, Беларусь); KZ20 (сорт Juwel, Беларусь); KZ21 (сорт Juwel, Беларусь); KZ24 (сорт Gala, Казахстан); CN38 (Ch, b2-7, КНР) (рис.2).
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Рисунок 3 – Молекулярно-генетическая идентификация изолятов Х-вируса картофеля у отобранных клонов картофеля;

Секвенирование изолятов PVX. На завершающем этапе исследований было проведено секвенирование подтвержденных изолятов. 
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Рисунок 4 -  Филогения максимального правдоподобия изолятов PVХ

(синим цветом отмечены изоляты из Африки; красным - Америки; зеленым – Европы; оранжевый – Азия; голубой- Казахстан). 

Результаты филогенетического анализа показали, (рис.4) что казахстанские изоляты образуют кластеры, тесно связанные с изолятами из Азии и Европы, однако китайский изолят CN38, сформировал особую кладу, свидетельствуя о его происхождении от изолятов из Китая.

Результаты филогенетического дерева могут указывать на возможные пути распространения PVX и разрабатывать стратегии борьбы с возбудителем данного заболевания у растений картофеля. В целом, понимание взаимосвязей между изолятами PVX поможет разработать более эффективные стратегии управления вирусом и контроля над ним [154].
Результаты по штаммовой идентификации PVX.

Филогенетическое размещение изучаемых изолятов показало что изоляты, полученные из различных стран относятся к группе штаммов 1, кладе I (таблица 7).

Таблица 7- Филогенетическое размещение и группа штаммов изолятов PVX

	№
	Изолят PVX
	Страна

происхождения, часть континента
	Географическая принадлежность
	Штамм
	Филогенетическое

размещение

(клада или

подкласс)
	Группировка штаммов,

ссылка

	1
	KZ 5 
	Казахстан, Азия
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	2
	KZ 7 
	Казахстан, Азия
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	3
	BY10 
	Казахстан, Азия
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	4
	BY14 
	Беларусь, Европа
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	5
	BY 17 
	Беларусь, Европа
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	6
	BY 18 
	Беларусь, Европа
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	7
	BY20 
	Беларусь, Европа
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	8
	BY 21 
	Беларусь, Европа
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	9
	KZ24 
	Казахстан, Азия
	Европа
	1
	I
	Malcuit et al. [10] 

	10
	CN38 
	Китай, Азия
	Азия
	1
	I
	Shandong, China Yu et al. [15]


Как известно, одним из методов дифференциации патогенности штамового состава является биологическое тестирование. Отличительная особенность штаммов PVX, по мнению F.C. Bawden, B. Kassanis – зависимость патогенности одного и того же штамма от реакции сорта растения-хозяина. Основными растениями-индикаторами для определения PVX являются: Gomphrena globosa, Datura stramonium L., Nicotiana tabacum, Capsicum annum [153, 154]. 

Ранее проведенные исследования Кокса и Джонса [155, 156] по сравнению последовательности генов БО 13 новых изолятов PVX из Австралии или Великобритании с последовательностями 72 других изолятов из GenBank, филогенетический анализ выявил две основные филогруппы (I и II) и две второстепенные филогруппы (II-1). и II-2). Большинство изолятов относились к основной филогруппе I, и они происходили из Австралии, Африки, Азии, Европы, Южной Америки (не Андской) и Северной Америки, и они включали аргентинский изолят X MS.

Недавние исследования (Fuentes et al., 2021) показывают, что большое количество изолятов из Азии, Австралии, Европы и Америки, составляют две 
отдельные линии: клада I содержала более 70 изолятов, имеющих более 93% идентичности нуклеотидов, которые были описаны как группа Евразии; и клада II содержала меньше изолятов, имеющих более 82% идентичности и известных как группа Америки.  

Таким образом, в наших исследованиях, популяционно-генетический анализ Х вирус картофеля на основе последовательности гена БО показал что тестируемые изоляты принадлежали к одному филогруппе штаммов 1, кладе - I. 

В настоящей работе, штаммовый состав PVX определяли с помощью реакции сверхчувствительности растений Nicotiana tabacum и Datura stramonium (рис.5). Обычно сильная мозаичая крапчатость, сопровождаемая морщиностью листьев отмечается у инфицированных штаммом Х1. Обычный штамм Х2 образует на листьях картофеля слабо выраженную пятнистую мозаику или крапчатость. Слабопатогенный штамм Х3 содержится в большинстве случаев в латентной форме [154 с.89].
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Рисунок 5 – Инокуляция Nicotiana tabacum изолятом PVX

В наших исследованиях 5 изолятов PVX изучали на растениях-индикаторах: Nicotiana tabacum и Datura stramonium и на 16 сутки оценивали симптомы. 

Лишь 2 из 5 изолятов PVX: KZ5, KZ7 показали симптомы на растениях Datura stramonium. Растения Nicotiana tabacum не проявляли никаких симптомов заражения вирусом (рисунок 6).
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А - Инокулированные растения Datura stramonium изолятом PVX; Б - Инокулированные растения Nicotiana tabacum изолятом PVX; В- Контрольное растение, инокулированное Н2О; Г- Дурман, инфицированный изолятом KZ5.

Рисунок 6 – Растения Datura stramonium, инокулированные изолятами PVX на 16-е сутки
В наших исследованиях изолят KZ7 проявлял локальные симптомы мягкой мозаики на верхних листьях растений Datura stramonium, изолят KZ 5 вызывал симптомы светло-зеленые пятна крапчатые пятна верхних листьев, что соответствует литературным данным [157, 158]. 
3.3 Изучение способов инокуляции тест-растений для накопления Х-вируса картофеля
В наших исследованиях для накопления исследуемых изолятов ХВК применялись тест растения N. Tabacum. В таблице 8 представлены результаты динамики накопления ХВК.  
Таблица 8 - Динамика накопления PVX в тест-растениях при использовании модифицированного способа инокуляции в сравнении с традиционным механическим способом (контроль) в ИФА

	Вид 

тест-растения, №
	Экстинция A492, о.е.

	
	модифицированный способ
	механический (контроль)

	
	10-е сутки
	15-е сутки
	20-е сутки
	10-е
	15-е
	20-е

	
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р
	Х Ао
	Ао/Ак
	Р

	PVX

	N. tabacum,  №1
	0,688
	19,1
	+
	2,135
	15,9
	+
	1,466
	10,9
	+
	0,074
	2,1
	-
	1,102
	8,2
	+
	0,631
	4,7
	+

	N. tabacum,  №2
	0,746
	20,7
	+
	2,774
	20,7
	+
	1,447
	10,8
	+
	0,078
	2,2
	-
	1,774
	13,2
	+
	0,874
	6,5
	+

	N. tabacum,  №3
	0,933
	25,9
	+
	3,205
	23,9
	+
	1,649
	12,3
	+
	0,098
	2,7
	-
	1,205
	9,0
	+
	0,733
	5,5
	+

	N. tabacum,  №4
	0,646
	17,9
	+
	3,223
	24,1
	+
	1,588
	11,9
	+
	0,085
	2,4
	-
	1,359
	10,1
	+
	0,674
	5,0
	+

	Положительный контроль
	1,145
	0,883
	1,202
	1,145
	0,883
	1,202

	Отрицательный контроль
	0,096
	0,098
	0,097
	0,096
	0,098
	0,097

	П р и м е ч а н и е:  о.е. – оптические единицы;  ХАо  -  среднее значение экстинции образца;  Ак -  среднее значение экстинции отрицательного контроля; Р– результат тестирования; «-» – отсутствие вируса (Ао/Ак ‹ 2,0);   «+» – достоверное наличие вируса (Ао/Ак › 3,0).


Согласно результатам таблицы 8, пробы растений N. tabacum при инокуляции модифицированным способом в ИФА показывают более высокую относительную концентрацию вируса PVX в тканях тест-растений в сравнении с механическим способом.  Кроме того, PVX обнаруживаются методом ИФА уже на 10-е сутки после инокуляции предлагаемым способом в отличие от традиционного 

механического способа. На рисунке 7 представлен процесс инокуляции растений N. Tabacum.
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Рисунок 7 – Инокуляция тест растений N. Tabacum

Технология инокуляции и накопления Х-картофеля позволяет быстро и эффективно провести инокуляцию растений подручным способом, имея лишь наконечники для дозаторов или иную трубку для обеспечения длительного контакта инокулюма с проводящей системой стебля растения, без применения карборунда, провести индикаторную диагностику на вирусоносительство или накопить вирус для поддержания жизнеспособности необходимого инфекционного агента и иметь источник вируса картофеля для получения антигенов.

3.4 Инокуляция здоровых клонов различных сортов картофеля in vitro изолятами ХВК, оценка на вирусоустойчивость и перевод изолятов в культуру изолированных органов и тканей растений
Исследования  проводили оценку инфицирования 37 образцов картофеля, растущих  in vitro, с целью определения частоты распространения вирусов картофеля, а также отбора здоровых и моноинфицированных ХВК клонов картофеля (таблица 9).

Таблица 9 – Результаты оценки методом ИФА пораженности вирусами различных образцов картофеля, растущих в культуре in vitro 
	Название сорта
	№

образца
	ХВК
	YВК
	SВК
	MВК
	ВСЛК

	
	
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-
	Экстинция А492, о.е
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-
	Экстинция А492, о.е
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-

	Аспия
	1
	0,050
	1,1
	-
	0,209
	4,2
	+
	0,116
	3,5
	+
	0,190
	3,1
	+
	0,084
	1,0
	-

	Такома
	2
	0,136
	3,0
	+
	0,234
	4,7
	+
	0,096
	2,9
	+
	0,11
	0,2
	-
	0,202
	2,4
	-

	Любава
	3
	0,093
	2,1
	-
	0,132
	2,6
	±
	0,169
	5,1
	+
	0,187
	3,0
	+
	0,188
	2,3
	-

	Rosara
	4
	0,056
	1,2
	-
	0,206
	4,1
	+
	0,076
	2,3
	-
	0,085
	1,4
	-
	0,105
	1,3
	-

	Биргит
	5
	0,050
	1,1
	-
	0,086
	1,7
	-
	0,058
	1,8
	-
	0,105
	1,7
	-
	0,017
	2,0
	-

	Свитанок киевский
	6
	0,055
	1,2
	-
	0,175
	3,5
	+
	0,080
	2,4
	-
	0,113
	1,8
	-
	0,085
	1,0
	-

	Солист
	7
	0,044
	1,0
	-
	0,154
	3,1
	+
	0,032
	1,0
	-
	0,066
	1,1
	-
	0,094
	1,1
	-

	Тамыр
	8
	0,053
	1,2
	-
	0,137
	2,7
	±
	0,08
	0,2
	-
	0,176
	2,8
	-
	0,163
	2,0
	-

	Жаворонок
	9
	0,120
	2,7
	±
	0,097
	1,9
	-
	0,143
	4,3
	+
	0,145
	2,3
	-
	0,139
	1,7
	-

	Red Scarlett
	10
	0,291
	6,5
	+
	0,269
	5,4
	+
	0,229
	6,9
	+
	0,624
	10,0
	+
	0,382
	4,6
	+

	Poko
	11
	0,105
	2,3
	±
	0,207
	4,1
	+
	0,105
	3,2
	+
	0,153
	2,5
	±
	0,157
	1,9
	-

	Виктория
	12
	0,023
	0,5
	-
	0,151
	3,0
	+
	0,024
	0,7
	-
	0,066
	1,1
	-
	0,028
	0,3
	-

	Невский
	13
	0,044
	1,0
	-
	0,047
	0,9
	-
	0,053
	1,6
	-
	0,053
	0,9
	-
	0,079
	1,0
	-

	Крок
	14
	0,027
	0,6
	-
	0,053
	1,1
	-
	0,021
	0,6
	-
	0,118
	1,9
	-
	0,03
	0,4
	-

	Ермак
	15
	0,312
	6,9
	+
	0,087
	1,7
	-
	0,053
	1,6
	-
	0,081
	1,3
	-
	0,065
	0,8
	-

	Colomba
	16
	0,038
	0,8
	-
	0,087
	1,7
	-
	0,048
	1,5
	-
	0,093
	1,5
	-
	0,055
	0,7
	-

	Бақша
	17
	0,063
	1,4
	-
	0,123
	2,5
	±
	0,088
	2,7
	±
	0,414
	6,7
	+
	0,117
	1,4
	-

	Kardinal
	18
	0,199
	4,4
	+
	0,140
	2,8
	±
	0,148
	4,5
	+
	0,100
	1,6
	-
	0,052
	0,6
	-

	Манифест
	19
	0,053
	1,2
	-
	0,098
	2,0
	-
	0,044
	1,3
	-
	0,080
	1,3
	-
	0,038
	0,5
	-

	Symphony
	20
	0,087
	1,9
	-
	0,039
	0,8
	-
	0,107
	3,2
	+
	0,241
	3,9
	+
	0,076
	0,9
	-

	Юбилей Жукова
	21
	0,150
	3,3
	+
	0,243
	4,9
	+
	0,227
	6,9
	+
	0,275
	4,4
	+
	0,340
	4,1
	+

	Жанайсан
	22
	0,037
	0,8
	-
	0,011
	0,2
	-
	0,069
	2,1
	-
	0,059
	1,0
	-
	0,081
	1,0
	-

	Скарб
	23
	0,088
	2,0
	-
	0,050
	1,0
	-
	0,069
	2,1
	-
	0,107
	1,7
	-
	0,066
	0,8
	-

	Снегирь
	24
	0,029
	0,6
	-
	0,158
	3,2
	+
	0,028
	0,8
	-
	0,082
	1,3
	-
	0,086
	1,0
	-

	Jaerla
	25
	0,051
	1,1
	-
	0,155
	3,1
	+
	0,041
	1,2
	-
	0,043
	0,7
	-
	0,050
	0,6
	-

	Nikita
	26
	0,040
	0,9
	-
	0,269
	5,4
	+
	0,029
	0,9
	-
	0,005
	0,1
	-
	0,070
	0,8
	-

	Gala
	27
	0,122
	2,7
	±
	0,292
	5,8
	+
	0,035
	1,1
	-
	0,223
	3,6
	+
	0,392
	4,7
	+

	Тimo 
	28
	0,087
	1,9
	-
	0,037
	0,7
	-
	0,134
	4,1
	+
	0,117
	1,9
	-
	0,161
	1,9
	-

	Рождествен-ский
	29
	0,089
	2,0
	-
	0,288
	5,8
	+
	0,161
	4,9
	+
	0,153
	2,5
	±
	0,153
	1,8
	-

	Impala
	30
	0,091
	2,0
	-
	0,299
	6,0
	+
	0,116
	3,5
	+
	0,146
	2,4
	-
	0,271
	3,3
	+

	Голубизна
	31
	0,036
	0,8
	-
	0,153
	3,1
	+
	0,026
	0,8
	-
	0,063
	1,0
	-
	0,060
	0,7
	-

	Алатау
	32
	0,066
	1,5
	-
	0,228
	4,6
	+
	0,202
	6,1
	+
	0,114
	1,8
	-
	0,131
	1,6
	-

	Янка
	33
	0,092
	2,0
	-
	0,046
	0,9
	-
	0,080
	2,4
	-
	0,106
	1,7
	-
	0,129
	1,6
	-

	Белоярский ранний
	34
	0,067
	1,5
	-
	0,253
	5,1
	+
	0,094
	2,8
	±
	0,242
	3,9
	+
	0,203
	2,4
	-

	Ильин
	35
	0,024
	0,5
	-
	0,080
	1,6
	-
	0,005
	0,2
	-
	0,098
	1,6
	-
	0,041
	0,5
	-

	Латона
	36
	0,023
	0,5
	-
	0,099
	2,0
	-
	0,005
	0,2
	-
	0,948
	15,0
	+
	0,048
	0,5
	-

	Журавинка
	37
	0,087
	1,9
	-
	0,053
	1,1
	-
	0,034
	1,0
	-
	0,048
	0,8
	-
	0,038
	0,5
	-

	Positive
	0,201
	4,5
	+
	0,255
	5,1
	+
	0,416
	12,6
	+
	0,501
	8,1
	+
	0,486
	5,9
	+

	Negative
	0,045
	1,0
	-
	0,050
	1,0
	-
	0,033
	1,0
	-
	0,062
	-
	-
	0,083
	1,0
	-

	Примечание - «+» - положительный результат; «–» - отрицательный результат, «±»  - сомнительный результат; Ao/ NC - отношение среднего значения оптической плотности исследуемой пробы к среднему значению оптической плотности отрицательного контроля; Positive – положительный контроль; Negative – отрицательный контроль.


Результаты проведенного тестирования коллекции культуральных растений различных сортов картофеля свидетельствовали о том, что наиболее часто встречались вирусы YВК, SВК и МВК, реже сорта были поражены ХВК и ВСЛК. При этом из 37 исследуемых образцов  выявлено 10 свободных от вирусной инфекции клонов картофеля сортов: Биргит, Невский, Крок, Colomba,  Манифест, Жанайсан, Скарб, Янка, Ильин, Журавинка. 8 образцов были моноинфицированны YВК (Rosara, Свитанок киевский Солист, Виктория, Снегирь, Jaerla, Nikita, Голубизна), 1 сорт (Ермак) – ХВК, 1 сорт (Timo Hannkyan) – SВК; 1 сорт (Latona) - MВК. Сорта картофеля Юбилей Жукова и Red Scarlett содержали комплексы из всех изучаемых вирусов (ХВК+YВК+SВК+MВК+ВСЛК). 

 Остальные образцы  либо имели сомнительный результат по одному или нескольким вирусам, либо были поражены комплексами, из 3 (YВК+SВК+МВК) или 2 (SВК+МВК) вирусов.

Для проведения дальнейших исследований нами были отобраны здоровые клоны 10 сортов картофеля, а в качестве растения-инфектора был выбран моноинфицированный XВК клубневой клон сорта Ермак ( источник изолята ХВК Ermak). 

Таблица 10 – Результаты изучения различных  способов инокуляции ХВК здоровых клонов картофеля в условиях  in vitro 

	Название

Сорта
	№ клона
	Способ №1
	Способ №2 (контроль)
	Способ №3

	
	
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность,

+/-
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-
	Экстинция А492, о.е.
	Ao/Ok
	Пораженность, +/-

	Birgit
	65
	0,183
	3,6
	+
	0,070
	1,4
	-
	0,081
	1,6
	-

	
	
	0,276
	5,4
	+
	0,080
	1,6
	-
	0,089
	1,7
	-

	
	
	0,158
	3,1
	+
	0,340
	6,7
	+
	0,094
	1,8
	-

	Невский
	113
	0,043
	0,8
	-
	0,102
	2,0
	-
	0,155
	3,0
	+

	
	
	0,220
	4,3
	+
	0,118
	2,3
	-
	0,139
	2,7
	±

	
	
	0,070
	1,4
	-
	1,484
	29,0
	+
	0,160
	3,1
	+

	Крок
	214
	0,103
	2,0
	-
	0,077
	1,5
	-
	0,092
	1,8
	-

	
	
	0,120
	2,4
	-
	0,100
	1,9
	--
	0,100
	1,9
	-

	
	
	0,118
	2,3
	-
	0,102
	2,0
	-
	0,080
	1,6
	-

	Манифест
	416
	0,109
	2,1
	-
	0,093
	1,8
	-
	0,119
	2,3
	-

	
	
	0,134
	2,6
	±
	0,188
	3,7
	+
	0,168
	3,3
	+

	
	
	0,246
	4,8
	+
	0,090
	1,8
	-
	0,190
	3,7
	+

	Янка
	55
	0,078
	1,5
	-
	0,084
	1,6
	-
	0,100
	1,9
	-

	
	
	0,165
	3,2
	+
	0,110
	2,2
	-
	0,120
	2,4
	-

	
	
	0,102
	2,0
	-
	0,103
	2,0
	-
	0,102
	2,0
	-

	Журавинка
	77
	0,104
	2,0
	-
	0,075
	1,5
	-
	0,162
	3,2
	+

	
	
	0,112
	2,2
	-
	0,262
	5,1
	+
	0,141
	2,8
	±

	
	
	0,267
	5,2
	+
	0,200
	3,9
	+
	0,164
	3,2
	+

	Ильин 
	335


	0,076
	1,5
	-
	0,074
	1,5
	-
	0,120
	2,4
	-

	
	
	0,115
	2,3
	-
	0,147
	2,9
	+
	0,132
	2,6
	±

	
	
	0,109
	2,1
	-
	0,175
	3,4
	+
	0,127
	2,5
	±

	Colomba
	88
	0,067
	1,3
	-
	0,123
	2,4
	-
	0,089
	1,7
	-

	
	
	0,111
	2,2
	-
	0,106
	2,1
	-
	0,093
	1,8
	-

	
	
	0,100
	2,0
	-
	0,115
	2,3
	-
	0,100
	1,9
	-

	Жанайсан
	99
	0,160
	3,1
	+
	0,187
	3,7
	+
	0,151
	3,0
	+

	
	
	0,182
	3,6
	+
	0,170
	3,3
	+
	0,265
	5,2
	+

	
	
	0,156
	3,1
	+
	0,143
	2,8
	±
	0,073
	0,1
	-

	Скарб
	110
	0,107
	2,1
	-
	0,136
	2,7
	±
	0,129
	2,5
	±

	
	
	0,133
	2,6
	±
	0,126
	2,5
	±
	0,281
	5,5
	+

	
	
	0,134
	2,6
	±
	0,102
	2,0
	-
	0,180
	3,5
	+

	Positive
	
	0,353
	6,9
	    +
	0,353
	6,9
	+
	0,353
	6,9
	+

	Negative
	
	0,051
	1,0
	-
	0,051
	1,0
	-
	0,051
	1,0
	-

	Общее количество 

зараженных растений
	
	-
	-
	11
	-
	-
	10
	-
	-
	11


Примечание: сокращения и обозначения аналогичны приведенным в таблице 10.

В результате исследований лишь у 2-х из 10 исследуемых сортов картофеля: Colomba, Крок не удалось зарегистрировать четкую положительную реакцию, что может указывать на невосприимчивость указанных сортов к ХВК.

На основании значений экстинции А492 образцов остальных сортов картофеля: Биргит, Невский, Манифест, Янка, Журавинка, Жанайсан, Скарб и Ильин были восприимчивы к ХВК (табл.10).

Сравнительная оценка различных способов инокуляции исследуемых сортов картофеля ХВК при осуществлении миклоклонального размножения в условиях in vitro показала, что большинство растений удавалось инфицировать скальпелем, которым предварительно разрезали растение-инфектор. Применение 0,15М  раствора NaCl для механической инокуляции растений in vitro находилось на уровне контрольного варианта опыта. В связи с тем, что малая выборка в пределах каждого сорта не позволяет установить достоверные различия между количественной результативностью изучаемых способов инокуляции, можно сделать следующие предварительные выводы.

Всеми изучаемыми способами достоверно удалось инфицировать 4 сорта: Невский, Манифест, Журавинка и Жанайсан.

Первым способом удалось инокулировать 6 сортов (Birgit, Невский, Манифест, Янка, Журавинка, Жанайсан), вторым способом также 6 образцов (Birgit, Невский, Манифест, Журавинка, Ильин, Жанайсан), третий вариант позволил заразить 5 сортов (Невский, Манифест,Журавинка,  Жанайсан, Скарб) [135 c.].

Выявленные в результате проведенного исследования здоровые сорта картофеля могут применяться в качестве исходного посадочного материала для оригинального семеноводства картофеля. Моноинфицированные ХВК клоны картофеля послужат объектами  дальнейших вирусологических и иммунологических исследований, а полиинфицированные клоны в качестве универсальных положительных контролей. Оптимальный способ инокуляции растений ХВК в перспективе может быть использован при изучении вирусоустойчивости сортов картофеля, в частности при инокуляции in vivo и поиске генов устойчивости к ХВК в рамках селекционно-генетических программ.

Технология in vitro позволяет поддержания культур круглый год и регулировать их накопления в культуре ткани. Коллекция местных изолятов вирусов картофеля, поддерживаемых в культуре изолированных органов и тканей растений, устраняет рутинную работу по инокуляции и накоплению вирусов картофеля, обеспечивает круглогодичный доступ к антигенам при создании диагностических тестов.
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Рисунок 8 -  Перевод изолятов в культуру изолированных органов и тканей растений.
Важная задача (Рисунок 8) перевод изолятов в культуру изолированных органов и тканей растений. Изоляты ХВК и устойчивые контрольные сорта поддерживаются в лаборатории

3.5 Молекулярно-генетическая идентификация генотипов картофеля, устойчивых к изолятам PVХ

         Обнаружение молекулярных маркеров 1Rх, 5Rx1 (ген Rx1), 106  Rx2 (ген Rx2), GM 339, GM 637 (ген Nb, Nx) осуществляли с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР), которую проводили на приборах Mastercycler gradient (Eppendorf, США) и Т100 (Biorad, США). Температурные режимы проведения ПЦР, применение микса для маркера 1Rх1, 5Rx1, GM 339, GM 637 и условия детектирования соответствовали методикам, приведенным в научных исследованиях [136, 159, 160].
Объектами исследования являлись 90 сорт и селекционные линии казахстанского и зарубежного генофонда картофеля (полный список скрининга сортов картофеля всего 137 образцов на наличие молекулярных маркеров, сцепленных с генами устойчивости к XВК, представлены в таблице А1 приложение А), поддерживаемые в коллекциях «Казахский агротехнический исследовательский университет имени С. Сейфуллина» (таблица 13).
 

Таблица 13. Перечень изученных образцов картофеля, происхождение и характеристика
 

	№ п/н
	Наименование
образца
	Происхождение 
	Страна, оригинатор
	Источник
биоматериала
	Характеристикаобразца*  

	1
	Ақкөл 
	Мавка х 80-1ш
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	2
	Ақжар 
 
	Вилия × [дигаплоид S. andigenum USW 1793 × S. rybinii]
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Поражается вирусными болезнями

	3
	Ауыл 
 
	Герлинде х Сенекано
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	4
	Адиль 
 
	7П-41 × Добро 129/4
	Казахстан, Северо-Западный НПЦСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	5
	Аксор 
 
	[Смачный х Олев] х Резерв
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	6
	Артём 
	Самоопыление сорта Ермак улучшенный 
	Казахстан,  Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к распространенным болезням на севере Казахстана

	7
	Альянс 
 
	Линия 397077-16(материал из CIP, Перу)
	Казахстан, 
КазНИИКО 
	КазНИИКО
 

 
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	8
	Бабаев
	Линия 720189
(материал из CIP, Перу)
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
 
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	9
	Болашақ
	Линия 720139 (Hydra x MPI-904.61)
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
 
	Относительно устойчивый к вирусным болезням

	10
	Беркут
	В298-7/2000 с/о
	Казахстан, КазНИИКО
	Костанайский НИИСХ
	Нет данных

	11
	Вид 2
	Самоопыление сеянцаn-1898 
	Казахстан,
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	12
	Валерий
	Самоопыление сорта Весна
	Казахстан,
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	13
	Дидар 
	Адретта х Катадин
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к ВСЛК

	14
	Дуняша 
	Шортандинский × Омега
	Казахстан и Россия, Северо-Западный НПЦСХ и СибирскийНИИСХ
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	15
	Еламан
	Д834620 (Агути х Hydra)
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
 
	Высокоустой
чив к вирусным болезням

	15
	Дихан  
	клеточная селекциябиоматериала сорта Гатчинский с последующим клоновым отбором
	Казахстан, КазНИИКО
	НПЦ НАН Беларуси по картофелеводству и плодоовощеводству
	Толерантный тип устойчивости к вирусным болезням

	16
	Жанайсан  
	Юбель х Анока
	Казахстан, КазНИИКО 
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	17
	Жуалы 
	К 532 х Гитте
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	18
	Ильин 
	Линия 392781.1(материал из CIP, Перу)
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	19
	Карасайский 
	Поэт х Приекульский ранний
	Казахстан, КазНИИКО
	ВИР
	Устойчив к вирусным болезням

	20
	Костанайские новости
	Самоопыление сорта Тамаша 
	Северо-Западный НПЦСХ
 
	Северо-Западный НПЦСХ
	Относительно устойчив к вирусным болезням

	21
	Краса
	Кларисса х Тобол
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
 
	Высокоустой
чив к вирусным болезням

	22
	Курант-1
	обработка ботанических семян сорта Идеал супермутагеномнитрозометилмочевиной (НММ)
	Казахстан, 
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Слабо поражается вирусными болезнями

	23
	Киру
	Самоопыление сорта Степан 
	Казахстан, 
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ 
	Нет данных

	24
	КазСИП
	Serrana x XY.4(материал из CIP, Перу)
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО, 
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	25
	Когалы 
	Клеточная селекция на основе сомаклональнойвариабильности  сорта Полет с последующим отбором устойчивых клеток на селективной питательной среде с ПЭГ – 800 и NaCl
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Нет данных

	26
	Максим
	Кардия х 128-6
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	27
	Нэрли 
	138 ж х Фиделио
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	28
	Нур-Алем
	Г3 13 х S.andigenum с последующим клоновым отбором
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	29
	Памяти Кунаева
	LR 93.120 x C 93.154(материал из CIP, Перу)
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	30
	Памяти Лигай
	Соматический клон сорта Экспресс полученный методом клеточной селекции
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	31
	Памяти Боброва
	80-96 х Зарево
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	32
	София 
	Салями х Аксор
	Казахстан, КазНИИКО
	ВИР
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	33
	Стёпа 
	Нет данных
	Казахстан,
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Нет данных

	34
	Сеянец Степан 
	Самоопыление сорта Степан
	Казахстан,
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Нет данных

	35
	Тамаша 
	Ермак х Приекульский ранний
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО и Карагандинский НИИ сельского хозяйства
	Восприимчив к PVY

	36
	Тохтар 
	Клеточная селекция на основе отбораклеточных протоклонов на борту орбитального комплекса «Мир» от исходной формы сорта Гатчинский
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	37
	Тениз 
	Невский х Дружный
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	38
	Тамыр 
	Восток х Пепо
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	39
	Тянь-шанский 
	Львовянка х Бакша
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	40
	Терра-1
	Самоопыление сеянцаиз гибридной популяции19.100 n1753× 481-362-8 
	Казахстан,
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ 
	Слабо поражается вирусными болезнями

	41
	Тустеп
	С 15.7 П-41 × Добро 129/4
	Казахстан, КазНИИКО, Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	42
	Удовицкий 
	Самоопыление сорта Спиридон
	Казахстан, Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ, 
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	43
	Улан  
	Весна левобережная х Резерв
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО
	Устойчив к вирусным болезням

	44
	Ушконыр 
	Линия 392780 -1(материал из CIP, Перу)
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО
	Высокоустойчив к вирусным болезням

	45
	Шагалалы 
	Вильня х 128-6 
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО иСКНИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	46
	Федор 
	К 20422 х Аксор
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	47
	Эдем 
	Аксор х Нэрли
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Устойчивость к распространенным болезням в РК

	48
	Ягодный 19
	многократный отбор  вгибридной популяции n1753×367-8
	Казахстан 
Костанайский НИИСХ
	Костанайский НИИСХ
	Устойчив к вирусным болезням

	49
	6-02-94
	Львовянка х Бакша
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	50
	11-04-3
	Атцимба х Добро 
	КазНИИКО, Казахстан
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	51
	4-08-2
	Крерка хСедов 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	52
	2-10-15
	95-7 х Аксор 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	53
	2-94-6
	Белорусский крахмалистый х Акколь 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	54
	12-07-03
	Акколь х А3 7037
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	55
	4-08-2
	Крерка х Седов 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	56
	9-07-12
	Франка х Тениз 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	57
	15-08-3
	Тениз х А3 7037 
	Казахстан, КазНИИКО
	КазНИИКО, 
	Нет данных

	58
	15 с.ц 7П41хДобро
	7П41 х Добро
	Казахстан, Северо-Западный НПЦСХ
	Костанайский НИИСХ
	Нет данных

	59
	KC-17
	Алладин х Z 876-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	60
	КС-26
	Xisen 6 xУдовицкий
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	61
	КС-27
	Курант-1 х Z 897-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	62
	КС-21
	Xisen 6 x Алладин
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	63
	КС-25
	Алладин x Z 872-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	64
	КС-28
	Xisen 6 x Удовицкий
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	65
	КС-29
	17 216-9 х Костанайские новости
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	66
	КС-30
	17 250-10 х Тустеп
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	67
	КС-4
	Удовицкий x Z897-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	68
	KC-20
	Xisen 6 x Алладин
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	69
	KC-24
	Алладин x Z 872-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	70
	KC-18
	Алладин x Z 872-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	71
	KC-15
	Алладин x Z 872-3
	Казахстан, КАТИУ им С.Сейфуллина
	КАТИУ им С.Сейфуллина
	В процессе исследования

	72
	Xisen 6
	Shepody х XS9304
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	73
	Xisen 3
	Favorita х K9304
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	74
	17 223-14
	Z523 х Z705
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	75
	17 225-12
	TD-1 х ZS-5
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	76
	17 205-6
	Xisen 6 х Xisen 5 
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	77
	17 203-8
	Z523 х Z658
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	78
	17 250-11
	Zaodabai х CZ
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	79
	17 212-19
	Xisen 6 х Russet
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	80
	17 225-2
	TD-1 х ZS-5
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	81
	17 201-11
	Xisen 6 x CZ
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	82
	17 223-10
	 Z523 x Z705
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	83
	17 243-4
	Misaba Suitra de Gua’er
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	84
	17 211-20
	Xisen 5 x Z658
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	85
	17 214-2
	Xisen 5 x Z705
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	86
	17 249-2
	Atlantic x CHP20-9
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	87
	17 216-9
	Z705 x Z658
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	88
	Z 853-6 
	Favorita  x XS9304
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	89
	Z 861-1
	SF-4 x XS9304
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования

	90
	Z 897-3
	Favorita x 9304
	China, Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	Leling Xisen Potato Industry Group Company Limited
	В процессе исследования


* приведена характеристика образцов картофеля в отношении устойчивости/восприимчивости к вирусным инфекциям, основываясь на работах [13-15].
 
Далее была проведена детекция молекулярных маркеров, сцепленных с генами устойчивости к ХВК у сортов и селекционных линий казахстанского генофонда картофеля. Результаты приведены в таблице 14.
Таблица 14 – Наличие ДНК-маркеров, сцепленных с генами устойчивости к ХВК, в образцах генофонда картофеля Казахстана
	Ген
	Маркер
	Сорта и селекционные линии

	Не обнаружены
	Киру, Мирас, Памяти Боброва

	Rx1
	5 Rx1
	Улан,  Ред Роуз

	 
	1 Rx1 + 5 Rx1
	2-94-06

	Rx2
	106Rx2
	Дуняша, Дихан, Ильин, КазСип, Қоғалы, Терра-1, КС-17; КС-26; КС-27 КС-21; КС-25; КС-28; КС-29; КС-30; КС-20, 17-203-8, 17-201-11, 

	Nb
	GM 339
	Памяти Конаева, Стёпа, сеянец Степана, КС-15, 17 212-19

	 
	GM 637
	Ақкөл 

	 
	GM 339+ GM 637
	Аксор, Еламан, Тохтар, Тамыр, 12-07-01, КС-4; 17-225-12, 17 214-2, 17 223-10, 

	Rx1 + Rx2
	5 Rx1+106Rx2
	Дидар, 6-02-94

	 
	1 Rx1 + 5 Rx1+ 106Rx2
	Бабаев

	Rx1 + Rx2+Nb
	5 Rx1+106Rx2+ GM 339
	Жуалы, 4-08-02, 

	 
	5 Rx1+106Rx2+ GM 637
	Краса, 15-08-03, 17-250-11, 17-225-2, 

	 
	5 Rx1
+ 106Rx2 + GM 339+ GM 637
	Валерий, Карасайский, Максим, Мечта Красавина, Тянь-Шаньский, Тустеп, Федор, 4-08-02, Xisen 6

	Rx2 + Nb
	106Rx2 + GM 339
	Артем, Альянс, Жанайсан, Костанайские новости, Памяти Лигай, Тамаша, Тениз, 2-10-15, 17-211-20

	 
	106Rx2 + GM 637
	Удовицкий, КС-18

	 
	106Rx2 + GM 339+ GM 637
	Ауыл, Адиль, Беркут, Вид 2, Курант-1, Нэрли, София, Ушконыр, Шагалалы, Эдем, Ягодный 19, 11-04-03, 9-07-12, КС-24, 15 с.ц 7П41хДобро, Xisen 3, 17-205-6, 17-243-4, 

	
	5 Rx1+ GM 339
	 17-223-14, Z 853-6, Z 861-1

	
	5 Rx1+ GM 339+ GM 637
	17-249-2


 

В результате проведенного молекулярного скрининга было обнаружено 25 образцов картофеля, обладающих SCAR-маркером 5Rx1, и 2 образец, обладающий SCAR-маркером 1Rx1. Таким образом, молекулярные маркеры, разработанные для детекции гена Rx1, были суммарно обнаружены у 27 % (25 шт.) образцов из 90 изученных сортов и селекционных линий картофеля. В результате проведенной работы были идентифицированы 64 образцов (71% исследованной выборки), имеющие в своем генотипе молекулярный SCAR-маркер 106Rx2, разработанный для молекулярной детекции гена Rx2 (рисунок 16, табл.14). В тоже время были определены 44 образца, обладающие маркером GM 637 и 39 образца имеющие маркер GM 339. На основании полученных результатов можно сделать заключение, что достаточно большое количество исследованных сортов и селекционных линий казахстанского генофонда картофеля обладали комплексом двух или трех ДНК-маркеров, сцепленных с генами устойчивости к ХВК. Однако, в генетическом материале трех сортов картофеля: Киру, Мирас и Памяти Боброва не был детектирован ни один из диагностируемых в данном исследовании молекулярный маркер.
На рисунке 1 представлена структура изученного генофонда картофеля Казахстана, охарактеризованнная на основе частоты выявленияДНК-маркеров: образцы обладающие Rx генами - 28%, образцы имеющие Nb ген – 16%, образцы с комплексом генов Rx и Nb – 52%, образцы не имеющие молекулярных маркеров – 4%.
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Рисунок 16 - Доля выявленных образцов картофеля, обладающих молекулярными маркерами, сцепленными с генами устойчивости к ХВК
 

Согласно характеристике сортов и селекционных линий, которая представлена в таблице 1, в настоящее время для большинства образцов казахстанского генофонда картофеля имеется только лишь обобщенное описание признака устойчивости/восприимчивости к вирусной инфекции, без указания имеющегося типа устойчивости у конкретного генотипа (сорта, селекционной линии), а также отсутствует перечисление конкретных вирусных патогенов, к которым у образцов картофеля имеется устойчивость. В связи с этим, на следующем этапе исследования было проведено изучение типа устойчивости образцов картофеля к XВК. На основе результатов диагностики исследуемых образцов картофеля с помощью ELISA-теста были отобраны 26 безвирусных образцов не иинфицированных PVY, PVX, PVM, PVS и PLRV. Эти безвирусные образцы были посажены в контролируемых условиях фитотрона и подвергнуты искуственному заражению PVX путем механической инокуляции PVX-инфицированным биоматериалом. Остальные образцы (64 шт.) согласно результатам ELISA-test оказались инфицированными различными вирусами и не были вовлечены в дальнейшее исследование, по причине того, что наличие иных вирусных патогенов в листовой ткани растений могло существенно исказить результаты оценки определения типа устойчивости картофеля к PVX.
В таблице 3 приведены результаты исследования типа устойчивости образцов картофеля к ХВК, проведенного путем визуального наблюдения симптомов на инокулированных ХВК растениях картофеля, а также с помощью детекции XВК методом ELISA-test.
 

Таблица 3 - Результаты исследования типа устойчивости образцов картофеляк ХВК
 

	Название сорта
или линии картофеля
 
	Реакция растений 
 
	Результат ELISA-test
	Наличие маркера
 
	Тип 
устойчивости
 

	
	
	Экстинция А405, о.е.
	Ao/Ok
	Р
	
	

	Акжар
	S: К
	1,321
	3,0
	+
	GM339
	Неустойчивый

	Альянс
	n\s
	0,276
	0,6
	-
	GM339, 106Rx2
	Устойчивый

	Вид 2
	n\s
	0,152
	0,3
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	Ильин
	n\s
	0,355
	0,8
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	Мирас
	n\s
	1,336
	3,0
	+
	нет
	Толерантный

	Памяти Конаева
	n\s
	1,325
	3,0
	+
	GM 339
	Толерантный

	Тамаша
	n\s
	1,013
	2,3
	-
	GM 339, 106 Rx2
	Устойчивый

	Ягодный 19
	n\s
	1,051
	2,4
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	15 с.ц 7П41хДобро
	n\s
	0,138
	0,3
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	9-07-12
	n\s
	0,300
	0,7
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	15-08-03
	n\s
	0,528
	1,2
	-
	5Rx1, GM 339, 106 Rx2
	Устойчивый

	КС-17
	n\s
	0,429
	1,0
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-26
	n\s
	0,640
	1,4
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-27
	n\s
	0,383
	0,9
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-28
	n\s
	1,026
	2,3
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-29
	n\s
	0,581
	1,3
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-30
	n\s
	0,961
	2,2
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	КС-4
	n\s
	1,427
	3,2
	+
	GM 339, GM 637
	Толерантный

	КС-20
	n\s
	0,835
	1,9
	-
	106 Rx2
	Устойчивый

	Xisen 6
	n\s
	0,175
	0,4
	-
	5Rx1, GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	Xisen 3
	n\s
	0,508
	1,1
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	17 223-10
	n\s
	0,571
	1,3
	-
	1Rx1, GM 339
	Устойчивый

	17 205-6
	n\s
	0,204
	0,5
	-
	GM 339, GM 637, 106 Rx2
	Устойчивый

	17 212-19
	n\s
	1,320
	3,0
	+
	GM 339
	Неустойчивый

	Ред Роуз
	n\s
	0,189
	0,4
	-
	5Rx1
	Устойчивый

	17 225-12
	S: К
	1,963
	4,4
	+
	GM 339, GM 637
	Неустойчивый

	Примечание:
S - системная реакция, К- крапчатость и пятнистость, n\s - отсутствие симптомов, 
«+» - положительная реакция ELISA-test, «-» - отрицательная реакция ELISA-test, 
Ao/Ok - отношение среднего значения оптической плотности исследуемой пробы к среднему значению оптической плотности отрицательного образца в ELISA-test, Р –результат тестирования, ELISA-test.


 

Отсутствие симптомов XВК инфекции после искусственного инфицирования в изолированных условиях фитотрона было зафиксировано у 24 образцов картофеля: Альянс, Вид 2, Ильин, Тамаша, Ягодный 19, 15 с.ц 7П41хДобро, 9-07-12, 15-08-03, КС-17, КС-28, КС-26, КС-27, КС-29, КС-30, КС-4, КС-20, Xisen 6, Xisen 3, 17 223-10, 17 205-6, 17 205-6, 17 212-19,  Ред Роуз,  Исследование листьев этих образцов методом ELISA-test не выявило наличие вируса, что свидетельствует о том, что перечисленные образцы обладают экстремальным типом устойчивости к ХВК. В данных образцах картофеля устойчивость к XВК была тесно связана с наличием в генотипе этих образцов по меньшей мере одного молекулярного маркера, сцепленного с доминантными аллелями генов Rx1 или Rx2. 
После искусственного инфицирования растений картофеля ХВК симптомы поражения вируса, в форме крапчатости и пятнистости листьев, были обнаружены у двух образцов: сорт Ақжар), имеющего маркер GM339 (рисунок 17А) и селекционная линия 17 225-12 имеющий маркеры  GM339 и GM 637  . Наличие вируса в растительных тканях образцов было подтверждено диагностическим исследованием в ELISA-test. По литературным данным известно, что симптомы, вызываемые ХВК, могут варьировать в зависимости от сорта картофеля, штамма вируса, условий возделывания культуры, погодных условий и могут проявляться в виде крапчатости [161].
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Рисунок 17 – Фенотип сорта картофеля Акжар (А), 17 225-12 селекционная линия (Б) инокулированные ХВК
 

У трех образцов картофеля (сорта Мирас, Памяти Конаева и селекционная линия KC-4) был выявлен толерантный тип устойчивости, при котором симптомы XВК инфекции на растениях картофеля отсутствовали, но  ELISA-test достоверно выявил наличие XВК в листовой ткани этих образцов. В генотипе данных образцов картофеля были выявлены молекулярные маркеры GM 339 и GM 637, сцепленные с геном Nb, но отсутствовали молекулярные маркеры, связанные с генами Rx1 и Rx2.
В проведенном нами исследовании выявлено, что изученная выборка генофонда картофеля Республики Казахстан, характеризовалась относительно высокой долей доминантного аллеля гена экстремальной устойчивости Rx1 (26%) и особенно высокой долей аллеля гена Rx2 (71%). При этом была продемонстрирована очень высокая эффективность защитного действия гена Rx2 против PVX-инфекции, верифицированная у 20 образцов генофонда картофеля Казахстана. Очень высокая частота распределения маркера 106Rx2 была ранее была зафиксирована висследовании Shaikhaldein c соавторами из Potato Research Center (University of Pannonia, Keszthely, Hungary) [162], которые детектировали молекулярные SCAR-маркеры 5Rx1 и 106Rx2 в образцах генофонда Венгрии. Из 25 изученных генотипов картофеля три генотипа обладали маркером 5Rx1 (12%) и тринадцать генотипов несли молекулярный маркер 106Rx2 (52%). Имеется информация, что многие  сорта картофеля, созданные на территории стран бывшего СССР в качестве исходного родительского материала имеют генетический компонент пяти сложных межвидовых гибридов, созданных с использованием S. stoloniferum Schlechtd. et Bche.,  S. acaule, , S. chacoenseBitt. и S. demissum Lindl., которые являлись источниками экстремальной устойчивости к PVX,  potato virus Y (PVY), а также potato virus S (PVS), и  были получены от доктора I. Sárvári из Венгрии [163]. Одно из возможных объяснений высокой частоты присутствия молекулярного маркера 5Rx2 в генофонде картофеля Казахстана связано с возможным наличием генетического компонента этих сложных межвидовых гибридов. В настоящее время из-за отсутствия баз данных нам не удалось достоверно отследить и верифицировать родословные сортов картофеля Казахстана и это является одной из задач последующих исследований.
Исследования, связанные с изучением распределения в генофонде картофеля различных стран мира генов сверхчуствительности Nx и Nb, а также сцепленных с ними молекулярных маркеров, в настоящее время немногочисленны и отрывочны. Подобное изучение осложнено тем, что в настоящее время не разработаны молекулярные маркеры, позволяющие достоверно и надежно выявлять ген Nx с помощью современных ДНК-технологий. Информация о том, несут ли старые сорта картофеля гены гиперчувствительности Nx или Nb, в настоящее время доступна для сортов, созданных в Германии [164], Северной Америке [165] и в Великобритании [166], в упоминавшейся нами ранее работе [167] при исследовании 38 сортов и одной селекционной линии, имеющих европейское, североамериканское, южноамериканское и австралийское происхождение, наличие гена Nx было детектировано у 10 образцов (26% выборки), а присутствие гена Nb обнаружено у 8 образцов (21% выборки). В проведенном нами исследовании, молекулярные маркеры GM 339 и GM 637, сцепленные с геном Nb, были суммарно обнаружены у 70% обследованных образцов генофонда картофеля Казахстана. При этом, наличие гена сверхчуствительности Nb у трех изученных безвирусных образцов картофеля не приводило к развитию симптомов некроза верхушки картофеля, а приводило к развитию tolerance-like типу устойчивости, при котором симптомы XВК инфекции на растениях картофеля отсутствовали, но  ELISA-test достоверно выявил наличие XВК в тканях растений после их искусственного инфицировании PVX.
Можно заключить, что устойчивые к ХВК сорта и селекционные линии казахстанского генофонда картофеля могут быть включены в селекционные программы по созданию новых вирусоустойчивых сортов картофеля. Гены Rx1 и Rx2, обеспечивающие крайнюю устойчивость к XВК, а гены сверхчувствительности могут быть полезны при создании сортов картофеля обладающих полевой устойчивостью.
Вовлечение в селекционный процесс доминатного аллеля гена Rx1, обладает дополнительным селекционным преимуществом, поскольку известно о его очень тесном генетическом сцеплении с геном Gpa2, обеспечивающим экстремальную устойчивость к патотипам Pa2 и Pa3 цистообразующей бледной нематоды Globodera pallida (Stone) Behrens [168]. Образцы с подобной комплексной устойчивостью представляют особый интерес для дальнейшей̆ селекции картофеля. Успехи в этом направлении с большой вероятностью приведут к высокому уровню защиты растений картофеля от различных патогенов и вредителей. 
3.7. Результаты  комплексной  вирусо-нематодоустойчивости селекционных образцов картофеля
Для оценки исследуемого материала на наличие генов устойчивости к золотистой нематоде  картофеля Globodera rostochiensis были использованы молекулярные маркеры N195-09, 57R сцепленные с геном H1. Для оценки бледной нематоды Globodera pallida  использовали молекулярный маркер Gpa2-2  выявляющий ген ген Gpa2 [169].  Результаты мониторинга устойчивости генотипов картофеля к нематодам представлены в таблице 3 и рисунках 2-4.
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Рис1. Электрофореграмма на праймер GPA 2-2
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Рис 2. Электрофореграмма на праймер N195-09
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Рис 3. Электрофореграмма на праймер 57R
В результате ПЦР-диагностики было выявлено, что сорта и линии картофеля 17-241-4, 17-204-2, z-872-3 и Ягодный 19 имеют ДНК-маркер GPA2-2 сцепленный с геном  Gpa2 устойчивость к  Globodera pallida.

Сорта и линии картофеля 17-225-12, 17-214-4, Xisen 6, KC-27, KC-26, KC-24, 17-205-6, 17-241-4, 17-242-8, KC-29, KC-21, 17-223-10, z-872-3, 17-213-1, Ягодный 19, Альянс, Red Rose имеют ДНК-маркер N195-09 сцепленный с геном  H1 к Globodera rostochiensis. Cорта и линии картофеля Xisen 6, KC-27, KC-26, KC-24, 17-204-2, z-872-3, Мирас, 17-242-8, 20-7-3B1№13 ДНК-маркер 57R генов для выявления гена H1 к Globodera rostochiensis.  

Cорта и линии картофеля у которых отсутствовали ДНК-маркеры: Вид 2, Алладин, Xisen 3, Адиль, 17-212-19, Памяти Конаева, Тамаша, KC-17, KC-30, KC-28, Лина Костаная, KC-18, 9-07-12. По результатам исследований одна из всех изученных образцов z-872-3 обладает всеми тремя ДНК-маркерами выявляющую устойчивость к  Globodera rostochiensis и Globodera pallida.

В результате корреляции анализа наличия маркеров генов нематодо- и вирусоустойчивости у трех сортов картофеля: Лисана, Розара и Жанайсан выявлена корреляция наличия маркеров 57R; N195-09 – носителей генов устойчивости к G. Rostochiensis
У образцов Xisen 6, КС-27, КС-26, КС-24, 17 242-8, КС-21, было выявлена корреляция между R геном (маркер106Rx2) и геном H1 (маркеры N195-09, 57R). У исследуемых образцов 17-205-6, Ягодный 19, КС-29 выявлена корреляция между R геном (маркер106Rx2) и геном H1 (маркер N195-09 ).

Комплекс всех маркеров на вирусоустойчивость и нематодоустойчивость выявлен у селекционного образца   17 204-2.  Идентифицирован гены на устойчивость ХВК: Rх1 ген маркерами (1Rx1, 5Rx1), Rx2 ген ( маркер 106 Rx2) Nb ген маркерами (GM 637, GM 339) а также маркер  Gpa2-2 (ген Gpa2) на устойчивость Globodera rostochiensis и маркер 57R (ген H1) на устойчивость к Globodera pallida.
Согласно литературным данным, ген устойчивости картофеля Nb отображается в верхней части хромосомы 5, где есть несколько другие гены устойчивости R1, Gpa, Rx2-ранее были локализованы [120]. Этот участок может показать корреляцию у исследуемого образца.
Таблица 3 - Результаты исследования  комплексной  вирусо-нематодоустойчивости селекционных образцов картофеля

	№
	Сорта и гибриды
	Устойчивость ХВК
	Устойчивость к Globodera pallida
	Устойчивость к
Globodera rostochiensis

	
	
	Ген Rx1
	Ген Rx2
	Ген Nb
	Ген  Gpa2
	Ген  H1
	Ген  H1

	
	
	1Rx1
	5X1
	106Rx2
	GM 339
	GM 637
	GPA 2-2
	N195-09
	57R

	1. 
	Вид 2
	
	
	+
	+
	+
	
	
	

	2. 
	17-225-12
	
	
	
	+
	+
	
	+
	

	3. 
	17-214-4
	
	
	
	+
	+
	
	+
	

	4. 
	Xisen 6
	
	+
	+
	+
	+
	
	+
	+

	5. 
	КС-27
	
	
	+
	
	
	
	+
	+

	6. 
	КС-26
	
	
	+
	
	
	
	+
	+

	7. 
	КС-24
	
	
	+
	+
	+
	
	+
	+

	8. 
	17-205-6
	
	
	+
	+
	+
	
	+
	

	9. 
	17-241-4
	
	
	
	+
	+
	+
	+
	

	10. 
	17-204-2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	
	+

	11. 
	z-872-3
	
	
	
	
	
	+
	+
	+

	12. 
	Ягодный 19
	
	
	+
	+
	+
	+
	+
	

	13. 
	Xisen 3
	
	
	+
	+
	+
	
	
	

	14. 
	17-213-1
	
	
	
	
	
	
	+
	

	15. 
	Альянс
	
	
	
	+
	+
	
	+
	

	16. 
	Red Rose
	+
	
	
	
	
	
	+
	

	17. 
	Адиль
	
	
	+
	+
	+
	
	
	

	18. 
	17-212-19
	
	
	
	+
	
	
	
	

	19. 
	Мирас
	-
	-
	-
	-
	-
	
	
	+

	20. 
	Памяти Конаева
	
	
	
	+
	
	
	
	

	21. 
	Тамаша
	
	
	+
	+
	
	
	
	

	22. 
	КС-17
	
	
	+
	
	
	
	
	

	23. 
	КС-30
	
	
	+
	
	
	
	
	

	24. 
	17-242-8
	
	
	+
	+
	+
	
	+
	+

	25. 
	КС-21
	
	
	+
	
	
	
	+
	+

	26. 
	КС-28
	
	
	+
	
	
	
	
	

	27. 
	КС-29
	
	
	+
	
	
	
	+
	

	28. 
	17-223-10
	
	
	
	+
	+
	
	+
	

	29. 
	КС-18
	
	
	+
	
	+
	
	
	

	30. 
	9-07-12
	
	
	+
	+
	+
	
	
	

	
	
	


3.8 Создание новых устойчивых к ХВК гибридов картофеля
Далее были отобраны наиболее устойчивые сорта и гибриды для подбора родительских форм

	[image: image29.png]Galibri (Oewo 11

Pasuerca cpanus

AN A

Cesankn

Howymesrl - Microsoft Word

Peuersuposarie

Bua

AaB6B:

A

=

#

& AaBGBarT,

e I A B 7 OBt | 1 es e, aronoso.. - Vsiewrs | Peaacuposaiue

Eyoep o6uena 1 wougr 5 Crum

H9-0 =

L e (SRR S0t DB e 7 &
| 974

“omd





                       А
	
[image: image30.png]


                          Б

	
[image: image31.png]M 12 10111523 K+ K-



В
	
[image: image32.png])l': 1100115 B K- K-




Г


А – молекулярный маркер 1Rx1; Б - молекулярный маркер 5Rx1; В- молекулярный маркер GM339; Г - молекулярный маркер GM637. 

1-KC-1; 2-KC-2; 10-KC-10; 11-KC-11; 15-KC-15; 23-KC-23; К+/-положительный контроль: маркер 1Rx1 - 974 bp, маркер 5Rx1 - 186 bp, маркер GM339 - 330 bp, маркер GM637 - 220 bp; М - маркер (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas). 

Рисунок 15 - Элетрофореграмма идентификации ДНК-маркеров методом ПЦР 

Проведенные исследования показали, что все исследованные родительские формы, за исключением селекционной линии 17-225-3, содержали в своем генотипе один или два маркера устойчивости к ХВК (рисунок 15, таблица 12). 
Таблица 12 - Результаты выявления молекулярных маркеров, сцепленных с генами устойчивости к ХВК 

	№


	Родительские формы 
	Гибриды F1

	
	♀
	♂
	

	
	сорт/

линия
	маркер
	ген
	сорт/

линия
	маркер
	ген
	гибрид


	маркер
	ген

	1
	Z897-3
	5Rx1
	Rx1
	Удовицкий


	GM637
	Nb
	KC-1

	5Rx1
	Rx1

	2
	Z897-3
	5Rx1
	Rx1
	Удовицкий
	GM637
	Nb
	KC-2
	GM637
	Nb

	10
	Тустеп
	5Rx1, GM339
	Rx1, Nb
	17-225-3
	не выявлен
	нет
	KC-10
	5Rx1
	Rx1

	11
	Z872-3
	5 Rx1
	Rx1
	Аlаdin
	GM637
	Nb
	KC-11
	5Rx1
	Rx1

	15
	Z872-3
	5 Rx1
	Rx1
	Аlаdin
	GM637
	Nb
	KC-15
	GM637
	Nb

	23
	Аlаdin
	GM637
	Nb
	Хisеn 6
	5Rx1, GM339
	Rx1, Nb
	KC-23
	GM339
	Nb


Примечание: ♂ - отцовская форма; ♀ - материнская форма; F1 - гибридное потомство; № 1, 2, 10, 11, 15, 23 - нумерация соответствует условным обозначениям к рисунку 1.

В образцах родительских генотипов картофеля Удовицкий и Aladin выявлен один молекулярный маркер (GM637), сцепленный с геном Nb; в образце Xisen 6 – два ДНК-маркера (5Rx1, GM339), сцепленных с генами  Rx1 и Nb; у селекционных линий Z897-3 и Z872-3 определен один маркер (5Rx1), сцепленный с геном Rx1; в генотипе сорта картофеля Тустеп детектировано два молекулярных маркера (5Rx1, GM339), сцепленных с генами Rx1 и Nb. 
Заключение

В результате проведенных исследований необходимо сделать следующие выводы:

1. В ходе фитосанитарного мониторинга выявлено, что посадки картофеля на территории Республики Казахстан были инфицированы ХВК: в  Восточно-Казахстанской области (0…4%), Костанайской области (0…7%), Западно-Казахстанской области (2…4%), Акмолинской области (0…7%), Павлодарской области (0…20%) и Карагандинской области (0…21%). В  посадках картофеля Алматинской области ХВК диагностирован не был. В рамках данного исследования максимальное распространение вирусов зафиксировано в Карагандинской области (PVY - 53,1%, PVX – 21% PVS – 6%, PVM – 6%, PLRV - 2%), наименьшее – в Алматинской области  (PVY - 1%, PVX – 0% PVS – 5%, PVM – 3%, PLRV - 1%).

2. С помощью комплексного применения методов ИФА и ОТ-ПЦР было выявлено 5 изолятов ХВК. Филогенетический анализ, проведенный на основе нуклеотидных последовательностей фрагмента гена белка оболочки, установил принадлежность изолятов евразийской группе штаммов 1 клады I. Выявленные изоляты ХВК различались по фитопатологическим проявлениям на растениях N.tabacum и D. stramonium.

3. Создана коллекция изолятов ХВК in vitro: KZ3, KZ5, KZ6, CN38, BY21. При биологическом тестировании изолят KZ5 на 16 сутки проявлял симптомы ХВК на растениях D. stramonium в виде светло-зеленых крапчатых пятен.  

4. Разработан модифицированный способ инокуляции и накопления ХВК, включающий искусственное инфицирование тест-растений D. stramonium и N. tabacum инфекционным соком PVX с последующим выявлением патогена в ИФА  на 10-е сутки.

5. На основе частоты выявления ДНК-маркеров, установлено, что из 90 исследованных  генотипов картофеля : 28%  образцов обладали Rx генами, 16%
 - Nb генами, 52% – комплексом Rx и Nb – генов. У 4% изученных образцов молекулярных маркеров генов устойчивости к ХВК установлено не было. 

6. Выявлено, что изученная выборка генофонда картофеля Республики Казахстан характеризовалась относительно высокой долей доминантного аллеля гена экстремальной устойчивости Rx1 (26%) и особенно высокой долей аллеля гена Rx2 (71%). 
Высокая эффективность защитного действия гена Rx2 против PVX-инфекции верифицированная у 20 образцов генофонда картофеля Казахстана.

В результате исследования типов устойчивости к ХВК отечественных и зарубежных генотипов картофеля выявлено: 3 образца с толерантным типом устойчивости: КС-4, Памяти Конаева, Мирас; 20 устойчивых образцов обладающих экстремальным типом устойчивости к ХВК: Альянс, Ильин, Тамаша, Ягодный-19,  Вид 2, Памяти Конаева, 15 с.ц 7П41хДобро, 9-07-12, 15-08-03, КС-17, КС-26, КС-27, КС-28, КС-29, КС-30, КС-20, Xisen 6, Xisen 3, 17 223-10, 17 205-6, Ред Роуз.
7. Выявлена корреляция между R геном (маркер106Rx2) ХВК и геном H1 (маркеры N195-09, 57R) Globodera rostochiensis у образцов картофеля: Xisen 6, КС-27, КС-26, КС-24, 17 242-8, КС-21. У образцов 17-205-6, Ягодный 19, КС-29 выявлена корреляция между R геном (маркер106Rx2) ХВК и геном H1 (маркер N195-09) Globodera rostochiensis.

Комплекс всех маркеров на вирусо- и нематодоустойчивость выявлен у селекционного образца 17-204-2. Идентифицированы гены устойчивости к ХВК: Rх1 - маркерами 1Rx1, 5Rx1, Rx2 - маркером 106 Rx2, Nb - маркерами GM 637, GM 339, Gpa2 - маркером  Gpa2-2 на устойчивость к Globodera pallida и ген H1 - маркером 57R на устойчивость к Globodera rostochiensis.
Рекомендации для селекционной практики и производства
1.Установленные в результате исследований, устойчивые сорта картофеля казахстанской селекции, рекомендованы в качестве исходного материала для создания новых сортов в Международной научной программе: «Создание перспективных линий картофеля на основе генетических ресурсов КНР и Республики Казахстан»:17 223-10, 17 205-6, КС-17, КС-26, КС-27, КС-28, КС-29, КС-30, КС-20, Xisen 6, Xisen 3.
2. Выявленные устойчивые к ХВК сорта и гибриды картофеля казахстанской селекции: Альянс, Вид 2, Ильин, Тамаша, Ягодный 19, 9-07-12, 15-08-03, 15 сеянец 7П41хДобро рекомендуются использовать в селекционной практике.
3. Для практической селекции предложен и апробирован новый способ инокуляции растений картофеля PVX.
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57. Интернет ссылка :https://s.siteapi.org/0e7013f5e622239/docs/a0mydypwu8wkc8cc0c0ok0ogoksgkg (дата обращения 12.05.2024)
58. Ю.И. Власова. Вирусные
болезни
и
семеноводство
картофеля
/
под
ред.– М.: Колос, 1976. – 824 с.

59. Бацанов Н.С. Картофель. – М.: Колос, 1970. – 376 с.

60. Симаков Е.А., Усков А.И., Варицев Ю.А. Новые технологии производства исходного оздоровленного материала в элитном семеноводстве картофеля: рекомендации. — М.: Агропромиздат, 2000. — 76 с

61. Bonantz, P.J.M., Shoen, C.D., Szemes, M., Speksnijder, A., Klerks, M.M., van den Boogert, P.H.J.F., Waalwijk, C., van der Wolf, J.M. et al. (2005) From single to multiple detection of plant pathogens: pUMA, a new con- cept of multiplex detection using microarrays. Phytopathol Pol35, 29-47.

62. Geojith G., Dhanasekaran S., Chandran S.P., Kenneth J. (2011). Ef- ficacy of loop mediated isothermal amplification (LAMP) assay for the labora- tory identification of Mycobacterium tuberculosis isolates in a resource limited setting. J. Microbiol. Methods. 84 (1): 71-3. DOI: 10.1016/j.mimet.2010.10.015. PMID 21047534.

63. Павловская Н.Е. Создание тест-систем для идентификации фито- патогенов методом твердофазного иммуноферментного анализа /Н.Е. Пав- ловская, И.Ю. Солохина, А.В. Лушников // Биология в сел. хоз-ве. – Орел ГАУ. – 2015. – No4(9). – С. 5.
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136. Nyalugwe, E. P., Wilson, C. R., Coutts, B. A., and Jones, R. A. C. 2012. Biological properties of Potato virus X in potato: Effects of mixed infection with Potato virus S and resistance phenotypes in cultivars from three continents. Plant Dis. 96:43-54.
137. Rahim Ahmadvand, István Wolf, Ahmad Mousapour Gorji, ZsoltPolgár, János Taller. Development of Molecular Tools for Distinguishing Between the Highly Similar Rx1and Rx2 ХВК Extreme Resistance Genes in Tetraploid Potato. PotatoResearch (2013) 56:277–291

138. Т.А. Гавриленко, Н.С. Клименко, О.Ю. Антонова, В.А. Лебедева, З.З. Евдокимова, Н.М. Гаджиев. Молекулярный скрининг сортови гибридов картофеля северо-западной зоны Российской Федерации. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2018;22(1):35-45. DOI 10.18699/VJ18.329.
139. Shultz, E. S., Clark, C. F., Raleigh, W. P., Stevenson, F. J., Bonde, R., and Beaumont, J. H. 1937. Recent developments in potato breeding for resis- tance to virus diseases. Phytopathology 27:190-19 

140. Cox, B. A., and Jones, R. A. C. 2010. Genetic variability of the coat protein gene of Potato virus X, and the current relationship between phylogenetic placement and resistance groupings. Arch. Virol. 155:1349-1356 

141. Wilson, C. R., and Jones, R. A. C. 1995. Occurrence of potato virus X strain group 1 in seed stocks of potato cultivars lacking resistance genes. Ann. Appl. Biol. 127:479-487. 

142. Wright, N. S. 1977. The effect of separate infections by potato viruses X and S on netted gem potato. Am. Potato J. 54:147-149 

143. Kavanagh, T., Goulden, M., Santa Cruz, S., Chapman, S., Barker, I., and Baulcombe, D. 1992. Molecular analysis of a resistance-breaking strain of potato virus X. Virol. 189:609-61 

144. Khiutti А.V., Antonova O.Yu., Mironenko N.V., Gavrilenko T.A., Afanasenko O.S. Potato resistance to quarantine diseases. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii=Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2017;21(1):51-61. DOI 10.18699/VJ17.223
145. М.С. Хлопюк, В.И. Макаров. Оценка урожайности нематодоустойчивых сортов картофеля. Известия ТСХА, выпуск 6, 2019. DOI 10.34677/0021-342х-2019-6-120-129. С.120-122

146. Электронная ссылка: https://belbulba.by/gallovaya-nematoda-meloydoginoz/ (дата обращения: 10.08.2024 г.)
147. Электронная ссылка: https://agrostory.com/info-centre/fans/blednaya-kartofelnaya-nematoda/ (дата обращения: 10.08.2024 г.)

148. Электронная ссылка: https://www.amplisens.ru/upload/iblock/f32/DNK-sorb-C-M.pdf (дата обращения: 28.08.2024 г.)

149. Электронная ссылка: https://znanierussia.ru/articles/%D0%A4%D0%B8%D1%82%D0%BE%D1%84%D1%82%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B7_%D0%BA%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%BE%D1%84%D0%B5%D0%BB%D1%8F#:~:text=%D0%A4%D0%B8% (дата обращения: 28.06.2024 г.)

150. Хютти А.В., Антонова О.Ю., Мироненко Н.В., Гавриленко Т.А., Афанасен​ко О.С. Устойчивость картофеля к карантинным болезням. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2017;21(1):51-61. DOI 10.18699/VJ17.223
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Приложение А
Результаты скрининга сортов картофеля на наличие молекулярных маркеров, сцепленных с генами устойчивости к XВК, представлены в таблице А1.  

Таблица А1 - Оценка сортов картофеля на наличие молекулярных маркеров генов устойчивости к ХВК

	№ п/н
	Название с

орта или линии
	Ген Rx-1
	Ген Nb
	Rx2
	Количество обнаруженных генов

	
	
	5 Rx1

	1Rx1
	GM 339
	GM 637
	106Rx2
	

	1. 
	Ақкөл
	-
	-
	-
	+
	-
	1

	2. 
	Ақжар
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	3. 
	Ауыл
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	4. 
	Адиль
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	5. 
	Аксор
	-
	-
	+
	+
	-
	2

	6. 
	Артем
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	7. 
	Альянс
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	8. 
	Бабаев
	+
	+
	-
	-
	+
	2

	9. 
	Болашақ
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	10. 
	Беркут
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	11. 
	Вид 2
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	12. 
	Валерий
	+
	-
	+
	+
	+
	2

	13. 
	Дидар
	+
	-
	-
	-
	+
	2

	14. 
	Диар
	+
	-
	+
	-
	+
	3

	15. 
	Дуняша
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	16. 
	Еламан
	-
	-
	+
	+
	-
	2

	17. 
	Дихан
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	18. 
	Жанайсан
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	19. 
	Жуалы
	+
	-
	+
	-
	+
	3

	20. 
	Ильин
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	21. 
	Карасайский
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	22. 
	Костанайские Новости
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	23. 
	Краса
	+
	-
	-
	+
	+
	3

	24. 
	Курант
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	25. 
	Киру
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	26. 
	ҚазСип
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	27. 
	Қоғалы
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	28. 
	Картау
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	29. 
	Максим
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	30. 
	Мечта Красавина
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	31. 
	Мирас
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	32. 
	Нәрлі
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	33. 
	Нұр Әлем
	+
	-
	+
	-
	+
	3

	34. 
	Памяти Конаева
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	35. 
	Памяти Лигай
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	36. 
	Памяти Боброва
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	37. 
	Саян
	-
	-
	+
	-
	-
	0

	38. 
	София
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	39. 
	Степа
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	40. 
	сеянец Степана
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	41. 
	Тамаша
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	42. 
	Тохтар
	-
	-
	+
	+
	-
	2

	43. 
	Теңіз
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	44. 
	Тамыр
	-
	-
	+
	+
	-
	2

	45. 
	Тянь-Шаньский
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	46. 
	Терра 1
	-
	-
	-
	+
	+
	2

	47. 
	Тустеп
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	48. 
	Удовицкий
	-
	-
	-
	+
	+
	2

	49. 
	Улан
	+
	-
	-
	-
	-
	1

	50. 
	Үш Қоңыр
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	51. 
	Шағалалы
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	52. 
	Федор
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	53. 
	Эдем
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	54. 
	Ягодный 19
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	55. 
	6-02-94
	+
	-
	-
	-
	+
	2

	56. 
	69-1
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	57. 
	№4
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	58. 
	11-04-03
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	59. 
	4-08-02
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	60. 
	15 с.ц 7П41хДобро
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	61. 
	62 211.108. 5 с.ц Тамаша х Ягодный 19
	+
	-
	-
	-
	-
	1

	62. 
	10.28 Лазарь х Алая заря
	+
	-
	-
	+
	+
	3

	63. 
	2-10-15
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	64. 
	2-94-06
	+
	+
	-
	-
	-
	1

	65. 
	12-07-01
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	66. 
	4-08-02
	+
	-
	+
	-
	+
	3

	67. 
	27-10-03
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	68. 
	9-07-12
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	69. 
	32-07-01
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	70. 
	15-08-03
	+
	-
	+
	-
	+
	3

	71. 
	27-09-04
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	72. 
	Сogu Valley
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	73. 
	Bora Valley
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	74. 
	Cherie -1
	-
	-
	-
	+
	+
	2

	75. 
	Cherie -2
	-
	-
	+
	-
	-
	2

	76. 
	Cherie -3
	-
	-
	-
	-
	+
	2

	77. 
	Cherie -5
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	78. 
	Cherie -6
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	79. 
	Cherie -7
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	80. 
	Cherie -8
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	81. 
	Cherie -9
	-
	-
	-
	+
	+
	2

	82. 
	Cherie -10
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	83. 
	Cherie -11
	-
	-
	-
	+
	+
	2

	84. 
	Xisen 6
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	85. 
	Xisen 3
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	86. 
	17 99-00
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	87. 
	17 223-14
	-
	+
	+
	-
	-
	2

	88. 
	17 225-12
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	89. 
	17 205-6
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	90. 
	17 101-8
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	91. 
	17 203-8
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	92. 
	17 250-11
	+
	-
	-
	+
	+
	3

	93. 
	17 250-12
	+
	-
	-
	-
	+
	2

	94. 
	17 212-19
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	95. 
	17 243-4
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	96. 
	17 211-20
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	97. 
	17 225-2
	+
	-
	-
	+
	+
	3

	98. 
	17 201-11
	-
	-
	-
	-
	+
	2

	99. 
	17 241-4
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	100. 
	17 214-2
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	101. 
	17 228-7
	-
	-
	+
	-
	+
	2

	102. 
	17 242-8
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	103. 
	17 249-2
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	104. 
	17 215-11
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	105. 
	17 222-15
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	106. 
	17 223-9
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	107. 
	17 223-10
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	108. 
	17 223-2
	+
	-
	+
	-
	-
	2

	109. 
	17 204-2
	+
	+
	+
	+
	+
	3

	110. 
	17 249-2
	+
	-
	+
	+
	+
	3

	111. 
	17 225-11
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	112. 
	17 216-9
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	113. 
	17 235-3
	+
	+
	+
	+
	-
	2

	114. 
	17 223-6
	-
	-
	-
	+
	-
	1

	115. 
	17 212-7
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	116. 
	17 218-18
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	117. 
	17 243-5
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	118. 
	17 250-10
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	119. 
	17 236-7
	+
	-
	+
	+
	-
	2

	120. 
	17 240-18
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	121. 
	Z 853-6
	+
	-
	+
	-
	-
	2

	122. 
	Z 861-1
	+
	-
	+
	-
	-
	2

	123. 
	Z 897-3 (Ред Роуз)
	+
	-
	-
	-
	-
	1

	124. 
	Z 440-3
	-
	-
	+
	-
	-
	1

	125. 
	КС-17
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	126. 
	КС-26
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	127. 
	КС-27
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	128. 
	КС-21
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	129. 
	КС-25
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	130. 
	КС-28
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	131. 
	КС-29
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	132. 
	КС-30
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	133. 
	КС-4 
	-
	-
	+
	+
	-
	1

	134. 
	КС-20
	-
	-
	-
	-
	+
	1

	135. 
	КС-24
	-
	-
	+
	+
	+
	2

	136. 
	КС-18
	-
	-
	-
	+
	+
	1

	137. 
	КС-15
	-
	-
	-
	+
	-
	1
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Рисунок 9 - Электрофореграмма продуктов ПЦР – амплификации маркера 1Rx1
Положительные по 1Rx1:17 204-2, 17 235-3, Бабаев, 
Z 879, 2-94-06, 17 223-14
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Рисунок 10 - Электрофореграмма продуктов ПЦР – амплификации маркера 5Rx1

Положительные:17 236-7, 17 101-8, 17 250-12, 17 215-11, Жуалы, Диар, 27-09-04, 6-02-94, 17 99-00, 17 249-2, 17 204-2, 17 235-3, Бабаев, 4-08-02, Z 853-6, Z 861-1, Z 838-1, Z 765-1, Z 872-3, Z 897-3, Xisen 6, 17 250-11, 17 223-2, 17 214-9, 17 225-2, 17 225-11, 17 218-18, 17 216-9, 17 250-1, Карасайский, Тянь-Шаньский, Федор, Картау, Дидар, Улан, Нур-Алем, 2-94-06, Краса, Валерий, Тустеп, 62 211.108. 5 с.ц Тамаша х Ягодный
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Рисунок 11 - Электрофореграмма продуктов ПЦР – амплификации маркера GM 339
Положительные: Z 853-6, Z 861-1, Z 440-3, Z 765-1, 17 241-4, Z 879, Z 487-8, 17 249-2, 17 101-8, 17 99 00, 17 225-12, 17 212-19, 17 223-14, 17 214-2, 17 222-15, 17 215-11, 17 211-20, Уш-Коныр, Жуалы, 
69-1, Шагалалы,  София, Эдем, 11-04-03, Акжар, Тохтар, 1-98-02,
Альянс, 1,5 с.ц. 7п х Добро, Аксор, 17 242-8, Ягод 19, 32-07-01, 4-08-02, Артем, Нарли, 9-07-12, 27-09-04, Диар, Ch-7, П.Лигай, Тустеп, Ch-8, Cogu Valley, Ch-2, Ch-10, Bora Valley, Теңіз,17 243-5, 17 205-6, 17 228-7, 17 223-10, 17 235-3, 17 236-7, Xisen 3, 17 243-4, Нур-Алем, Адиль, Курант, Тамаша, Картау, Ch-5, Беркут, Жанайсан, 17 223-9, 17 223-2, 17 216-9, 17 240-18, 17 250-10, 17 218-18, 17 225-11, Вид 2, Федор, 12-07-02, Степа, с ц Степана, Максим, Мечта Красавина, Костанайские новости, Тамыр, Еламан, Тянь-Шаньский, П Конаева, Карасайский, Ауыл, 15-08-03, Валерий.Саян, 2-10-15, Хisen 6.
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Рисунок 12 - Электрофореграмма продуктов ПЦР – амплификации маркера GM 637
Положительные GM 637:  17 249-2, 17 250-11, 17 214-9, 17 225-2, 17 240-18, 17 225-11, 17 218-18, 17 216-9, 17 250-1, Карасайский, Ауыл, Тянь-Шаньский, Тамыр, Картау, Федор, Еламан, Аккол, 12-07-02, Уш-Коныр, Краса, Валерий, Тустеп, Мечта Красавина, Курант, С.ц Лазарь-Алая заря, Максим, Ch-5, Xisen 6, Терра 1, Беркут, Вид 2, Адиль, 9-07-12, Bora Valley, София, Тохтар, 11-04-03, Аксор, 27-09-04, 17 223-10, 17 99 00, 17 236-7, 17 241-4, Х3, 17 214-2, 17 223-6, 17 235-3, Шагалалы, Нарли, Эдем, Ch-7, Ch-11, 1-98-02, Ch-1, 17 225-12, Удовицкий, 4-08-02, Cogu-Valley, Ch-9, 15 с.ц 7П41хДобро, 69-1, Ягодный-19, 32-07-01,17 242-8, 17 222-15, 17 101-8, 17 204-2, 17 215-11, 17 249-2, 17 243-5, 17 205-6, 17 243-4
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Рисунок 13 - Электрофореграмма продуктов ПЦР – амплификации маркера 106Rx2

Положительные 106Rx2:   Aладин, Ауыл, Альянс, Бабаев, Болашақ, Беркут, Вид 2, Валерий, Дидар, Дуняша, Дихан, Жанайсан, Жуалы, Ильин, Карасайский, Костанайские Новости, Краса, Курант, ҚазСип, Қоғалы, Картау, Максим, Мечта Красавина, Нәрлі, Нұр Әлем, Памяти Лигай, Тамаша, Теңіз, Тянь-Шаньский, Терра 1, Тустеп, Удовицкий, Үш Қоңыр, Шағалалы, Федор, Эдем, Ягодный 19, 6-02-94, 69-1, №4, 11-04-03, 4-08-02, 15 с.ц 7П41хДобро, 10.28 Лазарь х Алая заря, 2-10-15, 4-08-02, 27-10-03, 9-07-12, 32-07-01, 15-08-03, 27-09-04, Сogu Valley, Bora Valley, Cherie -1, Cherie -3, Cherie -5, Cherie -6, Cherie -7, Cherie -8, Cherie -9, Cherie -10, Cherie -11, Xisen 6, Xisen 3, 17 99-00, 17 205-6, 17 101-8, 17 203-8, 17 250-11, 17 250-12, 17 243-4, 17 211-20, 17 225-2, 17 201-11, 17 228-7, 17 242-8, 17 204-2, 17 249-2, 17 243-5. 

Приложение Б
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PELIEHUE

O BbIJIa4€ MaTEeHTa Ha CEJICKUMOHHOE JIOCTHKCHHE

(21) 3asiBra Ne

(22) /lara nojaun 3asiBKu

(54) HasBanue ceJIeKIMOHHOTO
JIOCTHIKREHHST

(71) 3asiBuresn(u)

(72) AsTop (b1)

(copt pacrenus)

2021/059.4
24.12.2021
Kaprogeas Pyx Poys (Red Rose)

Hexommepueckoe akumonepuoe obmecrso «Kasax-
ckuii arporexmmuccknii ynusepenter uvenn Cakena
Ceiidyummar (KZ)

«Jleannr Wncen IMoraro Unaacrpn Ipyn Komuann
Jlamuren» (CN)

Xy Baiirn (CN); Xacanos Bagum Taruposuu (KZ);
Cujopur Asnexcanap Msanosuu (KZ); Beiicembuna
buburyas (KZ); Omimxan Mostip OKIMXaHKBI3bI
(KZ); babaxanos Cyunarkoxa Koawiposnu (KZ);
Tackymnosa Aiibivryis Makeyrosua (KZ); CyJeiivan
Moauna Axbapaabikeiel (KZ); Maxanosa Mepyepr
Maparosna (KZ)

B coorBerctBuu ¢ nynkrom 4 crathu 10 3akona Pecny6nuku Kasaxcran «O6
OXpaHe CeJICKLIMOHHBIX JIOCTHKEHHIT», Ha OCHOBAHMHM 3aKioueHus [ocynapeTBeHHON
KOMHMCCHH [0 COPTOMCIIBITAHHMIO CeJbCKOXO3SHCTBEHHbIX KyIbTyp MHHHCTEpCTBA
cenbekoro xossiiictBa PecryGnmku Kasaxcran or 21.12.2023 1, BbIHECEHO pelueHue
0 BblJlaye [aTeHTa Ha CeIeKLIMOHHOE 0CTHKEHHE.

3amecTuTeb 1MPEKTOPA

A. ApTbIKOBA

(M




Приложение В
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Ne 2023/0824.1 ot 06.12.2023 n1p. Manrmmax En 49, 25, Ecunsckuii pafios,
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tagacv.zeilhan@mail.ru

Yeedomnenue o nonosycumensnom pesyrsmame opmansvuoii IKCnepmusst

Hacrosmmy  PITI «HUUC» yBenomnseT sasBuTens O TOM, 9TO  (opMalbHAs
JKcrepTH3a mo 3asBke Ha H3obperenne «CIIOCOB WMHOKVIIALIMM PACTEHHMM U
HAKOIIJIEHUS Y- 1 X-BUPYCOB KAPTO®EJLSI» 3aBepiieHa.

@1)  2023/0824.1
(22) 06122023

(71)  Hexommepueckoe akiuoHepHOe 0bmecTBo "Kasaxckuif arpoTeXHHYeCKuit
mccnesoBarensckuii ynusepcutet umenn Cakena Celidymmna" (KZ)

(72) Beiicembuna buburymns (KZ); Xacanos Bagum Taruposud (KZ); Cunopuk Asekcanap
HBanosud (KZ); Oximaxan Memnnip Oximaxankessl (KZ)

Coznacno nynxmy 7 cmamsu 22 Ilamenmnozo 3axona Pecny6nuiu Kasaxcman (danee - 3axon) skcnepmusa
3aR6KU NO CYULECMEY NPOUIS00UMCS NP YCTO6UN NPeDOCMIETEHUS & KCHEPMNYIO Op2ANU3ANUI0 JOKYMeHMa,
nOOMeepICORIONIe20 ONAGMY IKCMEPMUIS AAEKU MO CYMECMGY & MeueHUe MPeX Mecaues C Oambi
nanpasnenus dannozo ysedomnenus.

Hpu neonname skcnepmusvi no cyuiecmey & ykazanisiii CpoK 3a56Ka CHUMAEIMCS OMO36ANNOI.

B coomeemcmeuu ¢ nynkmox 13 cmambu 22 3axona cpoxu, nponywenisie 3assumenem, mozym Geims
6occmanoenens: IKcnepmnoii opaanusauueil npu npedcmasnenuu JOKyMenma o6 oniame €0CCMAHOSTEHUS
nponyuennozo cpoka. Xodamaiicmeo o soccmanoenenuu cpoka moxcem Gbims nodHO aREUMETEM He
no3diee dsenadyamu Mecaues co OHA UCMIEUCHUS NPORYIKEHNOZO CPOKA.

Toanucano SIIIIL:
. Anumzkanosa (PykoBouTeNIb yIpaBieHus)
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ArpoHom W ‘ Kpamapenko B.A.
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