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В Гербарии культурных растений мира, их диких родичей и сорных растений (WIR) Федерального исследовательского центра 
Всероссийского института генетических ресурсов растений им.  Н.И.  Вавилова (ВИР) хранится крупнейшая в России коллекция 
исторических образцов культурных видов картофеля. Образцы этой коллекции были собраны в 1925-1928 годах С.В.  Юзепчуком 
и  С.М.  Букасовым  – членами организованной Н.И.  Вавиловым экспедиции в страны Латинской Америки. Этот материал представляет 
несомненный интерес для молекулярно-генетических исследований. В то же время, существует ряд методических ограничений, 
обусловленных различной степенью деградации ДНК растений, длительное время сохраняемых в гербарных коллекциях. Оригинальный 
набор ПЦР-маркеров, специфичных к разным локусам пластидной ДНК, разработанный японскими исследователями K.  Hosaka 
и R. Sanetomo (2012), широко используется для исследований генетического разнообразия и происхождения культурных видов картофеля, 
сохраняемых в полевых и in  vitro коллекциях разных генбанков. Применение данного набора в полном объеме для детекции разных 
типов хлоропластной ДНК (хлДНК) у длительно хранящихся гербарных образцов проблематично, поскольку в случае маркера А размер 
диагностического фрагмента превышает 1000 пн. В настоящей работе были разработаны новые праймеры А494 для детекции А-типа 
пластидной ДНК у ~100-летних гербарных образцов культурных видов картофеля. Результативность применения праймеров А494, 
с  использованием которых ампликоны ожидаемого размера были получены для 22 из 25 гербарных образцов, была достоверно выше 
в сравнении с результатами, полученными с праймерами А из набора Hosaka и Sanetomo (2012) – ампликоны ожидаемого размера получены 
для пяти из 25 образцов. Расширенный набор маркеров для детекции различных типов хлДНК будет использован в дальнейшем для 
изучения исторической коллекции культурных видов картофеля, хранящейся в гербарии ВИР.
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The Herbarium of cultivated plants of the world, their wild relatives and weeds (WIR) at the N.I. Vavilov All-Russian institute of plant genetic 
resources (VIR) houses Russia’s largest collection of historical herbarium specimens of cultivated potato species. The plant samples were collected in 
1925-1928 by S.V. Yuzepchuk and S.M. Bukasov, members of an expedition to Latin American countries organized by N.I. Vavilov. This material is 
of undoubted interest for molecular genetics research. However, there are methodological limitations due to varying degrees of DNA degradation in 
plants preserved long-term in herbarium collections. The original set of PCR markers specific to different loci of plastid DNA, developed by Japanese 
researchers K. Hosaka and R. Sanetomo (2012), is widely used for studying the genetic diversity and origin of cultivated potato species maintained 
in field and in vitro collections of various Genebanks. Applying this marker set in full for detecting different types of chloroplast DNA (cpDNA) in 
historical herbarium specimens is problematic, as some primers in this set generate amplicons larger than 1000 bp. In this study, new primers A494 
were developed to detect A-type plastid DNA in ~100-year-old herbarium specimens of cultivated potato species. The efficiency of A494 primers, 
with the use of which amplicons of the expected size were obtained for 22 of 25 herbarium specimens, was significantly higher compared to the 
results obtained with primers A from the Hosaka and Sanetomo (2012) set, that is, amplicons for five out of 25 specimens. The expanded marker 
set for detecting various cpDNA types will be used in further studies of historical herbarium collection of cultivated potato preserved in the VIR 
Herbarium.
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Введение

Первая классификация культурных видов картофеля 
Solanum tuberosum L., включающая 12 андийских культур-
ных видов и один чилийский  – Solanum tuberosum sensu 
stricto – была создана С.В. Юзепчуком и С.М. Букасовым 
(Juzepczuk, Bukasov, 1929), на основании изучения мате-
риалов, собранных ими в разных странах Латинской Аме-
рики в 1925-1928 годах в ходе экспедиции, организован-
ной Н.И.  Вавиловым. Позднее С.М.  Букасов разработал 
внутривидовую классификацию тетраплоидных андий-
ских и чилийских культурных видов картофеля (Bukasov, 
1933). Аутентичные образцы, на основании которых 
были описаны сотни таксонов различного ранга, по 
сей день сохраняются в Гербарии культурных расте-
ний мира, их диких родичей и сорных растений (WIR) 
Всероссийского института генетических ресурсов рас-
тений им.  Н.И.  Вавилова (ВИР), где хранится крупней-
шая в России коллекция исторических гербарных образ-
цов культурных видов картофеля (Korovina et  al., 1985; 
Ovchinnikova et  al., 2011; Chukhina et  al., 2016; Oskina 
et  al., 2023). Часть этой коллекции сохраняется также 
в Гербарии высших растений (LE) Ботанического инсти-
тута им. В.Л. Комарова РАН.

Изучение полиморфизма последовательностей хлоро
пластной ДНК (хлДНК) является одним из подходов 
к  исследованию внутри- и межвидового разнообра-
зия культурных видов картофеля и их происхождения. 
Первоначально, изучение полиморфизма хлДНК у куль-
турных и родственных диких видов картофеля прово-

дили с использованием метода рестрикционного анали-
за (Hosaka, 1986; Hosaka, Hanneman, 1988a; 1988b; Hosaka 
et al., 1984), затем – методом RFLP-анализа (Hosaka et al., 
1988; Sukhotu et  al., 2004). В ставших классическими 
работах K.  Hosaka с коллегами, на основании изучения 
полиморфных профилей рестрикционных фрагментов 
культурных видов картофеля, полученных с  использо-
ванием рестриктаз BamHI, HindIII, KpnI, PvuII и XhoI, 
были идентифицированы пять основных (T, W, A, S, C) 
и несколько минорных типов хлДНК (Hosaka, 1986; 1995; 
Hosaka, Hanneman, 1988a). Разные типы хлДНК картофе-
ля отличаются друг от друга специфическими делеция-
ми или мутациями в определенных рестрикционных сай-
тах. Так, для Т-типа хлДНК характерна делеция размером 
241  пн в межгенном спейсере ndhC/trnV; S-тип имеет 
специфическую делецию размером 48  пн в межгенном 
спейсере rps16/trnQ; у носителей С-типа хлДНК выявле-
на мутация в локусе cemA, вследствие которой утрачива-
ется сайт распознавания рестриктазы BamHI; обладате-
ли А-типа хлДНК имеют характерную мутацию в локусе 
rpl32/ccsA, вследствие которой образуется сайт распозна-
вания рестриктазы BamHI; W-тип  – дикий тип (Hosaka, 
1986).

С развитием методов ПЦР-диагностики RFLP-мар-
керы были конвертированы в SCAR- и CAPS- маркеры. 
Японскими исследователями K.  Hosaka и R.  Sanetomo 
(Hosaka, Sanetomo, 2012) был разработан набор ПЦР-мар-
керов для идентификации основных типов хлДНК куль-
турных видов картофеля и близкородственных им диких 
видов (табл. 1).

Таблица 1. Определение типов хлДНК у образцов культурных видов картофеля с помощью 
набора маркеров, разработанных Hosaka, Sanetomo (Hosaka, Sanetomo, 2012)

Table 1. Identification of cpDNA types in cultivated potato species using the 
marker set designed by Hosaka, Sanetomo (Hosaka, Sanetomo, 2012)

Тип хлДНК/ Type of 
cpDNA

Маркеры для определения типов хлДНК культурных видов картофеля/ Marker for 
identification of cpDNA types in cultivated potato species

H1 SAC A S
Праймеры и рестриктазы для определения основных типов хлДНК/ Primers and restriction 

enzymes for identification of basic cpDNA types
H1 SAC/BamHI A/BamHI NTCP6

Размеры ампликонов (пн) / Amplicon size (bp)
202 – Т-тип;

443 – не Т-тип 312 1178 127– S-тип;
175 – не S-тип

T делеция 241 пн рестрикция ПЦР-
продуктов нет рестрикции нет делеции

S нет делеции нет рестрикции нет рестрикции делеция 48 пн
C нет делеции нет рестрикции нет рестрикции нет делеции

A нет делеции нет рестрикции рестрикция ПЦР-
продуктов нет делеции

W нет делеции рестрикция ПЦР-
продуктов нет рестрикции нет делеции
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Разработанный японскими исследователями набор 
праймеров демонстрирует высокую диагностическую 
ценность и его использование позволяет сравнивать 
и  обобщать результаты изучения ex  situ коллекций раз-
личных генбанков, полученных в разных лаборатори-
ях. В  ходе исследований обширных выборок образцов 
культурных видов картофеля, сохраняемых в полевых 
и в in  vitro коллекциях генбанков разных стран (NRSP6, 
США; CIP, Перу; VIR, РФ), было показано, что Т-тип 
хлДНК характерен для чилийских аборигенных сортов 
S.  tuberosum (Hosaka, Hanneman, 1988a; Hosaka, 2003; 
2004; Spooner et al., 2007; Gavrilenko et al., 2013); S-тип – 
для большинства образцов андийских диплоидных видов 
(Solanum stenotomum Juz. et  Buk., Solanum goniocalyx 
Juz. et  Buk., Solanum phureja Juz. et  Buk.) и пентапло-
идного Solanum curtilobum Juz. et  Buk. (Hosaka, 1995; 
Sukhotu et al., 2004; 2006; Sukhotu, Hosaka, 2006; Hosaka, 
Sanetomo, 2009; Gavrilenko et al., 2013); С-тип преоблада-
ет у образцов гибридогенных культурных видов Solanum 
ajanhuiri Juz. et Buk. и Solanum juzepczukii Buk. (Sukhotu 
et  al., 2004; Hosaka, Sanetomo, 2009). Типом  А хлДНК 
обладает большинство образцов тетраплоидного андий-
ского культурного вида Solanum andigenum Juz. et  Buk., 
большинство образцов триплоидного культурного вида 
Solanum chaucha Juz. et  Buk. и около четверти изучен-
ных образцов диплоидных культурных видов (Hosaka, 
Hanneman, 1988b; Hosaka, 1995; Sukhotu et  al., 2004; 
2005; 2006; Hosaka, Sanetomo, 2009; 2012). Дикий тип 
W хлДНК выявлен у большинства изученных образцов 
близкородственных предковых диких видов из Solanum 
brevicaule Bitter complex и единичных образцов куль-
турных видов (Hosaka, 1995; Sukhotu et  al., 2004; 2006; 
Hosaka, Sanetomo, 2009; 2012).

Все пять типов хлДНК выявлены у наиболее поли-
морфного культурного вида S. andigenum, представленно-
го андийскими тетраплоидными аборигенными сортами, 
которые возделываются местным населением на обшир-
ных территориях Южной Америки. Таксономическое раз-
нообразие S. andigenum включает один подвид, 21 разно-
видность и 43 формы согласно С.М.  Букасову (Bukasov, 
1930; 1933), или шесть подвидов и 15 разновидностей 
согласно В.С. Лехновичу (Lekhnovich, 1983).

Типовые образцы культурных видов картофеля, 
выделенные С.В.  Юзепчуком и С.М.  Букасовым в кон-
це 1920-х годов (Juzepczuk, Bukasov, 1929), включают: 
17  голотипов, два изотипа, 45 лектотипов, семь изолек-
тотипов, 18 синтипов и один изосинтип (Korovina et  al., 
1985; Ovchinnikova et al., 2011; Chukhina et al., 2016; 2017; 
Oskina et  al., 2023). Этот аутентичный материал пред-
ставляет несомненный интерес для молекулярно-генети-
ческих исследований. При этом следует учитывать, что 
существует ряд методических ограничений, обусловлен-
ных различной степенью фрагментации ДНК растений, 
длительное время сохраняемых в гербарных коллекциях, 
в том числе, проблематичность амплификации крупных 
фрагментов ДНК размером более 600  пн; оптимальным 

размером при работе с ДНК, выделенной из старого гер-
барного материала, можно считать фрагменты до 300 пн 
(Hughey, Gabrielson, 2012; Särkinen et  al., 2012; Dabney 
et  al., 2013; Krinitsina et  al., 2015; Fomina et  al., 2019; 
Papalini et al., 2023).

Все праймеры из набора Hosaka и Sanetomo (Hosaka, 
Sanetomo, 2012), определяющие разные типы пластидной 
ДНК, за исключением праймеров для детекции А-типа, 
позволяют амплифицировать фрагменты небольших раз-
меров (от 127 пн до 443 пн) (см. табл. 1), поэтому их воз-
можно использовать для изучения длительно хранящих-
ся гербарных образцов, ДНК которых может быть сильно 
деградирована. Так, например, с использованием марке-
ра Н1 (диагностический фрагмент 202 пн) Т-тип хлДНК 
был определен у образцов европейских сортов картофеля, 
заложенных в гербарий с 1700 по 1910 год (Ames, Spooner, 
2008), и у аутентичных гербарных образцов чилийско-
го картофеля, собранных в Чили в 1928 году (Gavrilenko 
et al., 2023). Сопоставление результатов анализа полимор-
физма в различных локусах хлДНК у образцов чилий-
ского картофеля, собранных около 100 лет назад, с более 
поздними сборами позволило изучить процессы генети-
ческой эрозии (Gavrilenko et al., 2023).

Использование праймеров А, генерирующих ампли-
кон размером 1178  пн, для выявления А-типа хлДНК 
среди старых (возрастом ~100 лет) гербарных образцов 
культурных видов картофеля проблематично, что было 
показано нами ранее (Gavrilenko et  al., 2023). Возмож-
ным подходом к решению данной проблемы является раз-
работка новых праймеров, образующих более короткие 
ампликоны, что и было осуществлено в настоящей рабо-
те.

Материалы и методы

Материал для исследований: а) выборка старых гер-
барных образцов культурных видов картофеля возрастом 
~100 лет, включающая 24 аутентичных образца из гер-
бария ВИР (WIR), заложенных на хранение в 1928-1931 
годах; б) выборка аналогичного таксономического соста-
ва, включающая 22 живых образца, собранных в Южной 
Америке во второй половине XX века, сохраняемых 
в in vitro коллекции ВИР (табл. 2).

Для детекции разных типов хлДНК в качестве кон-
троля были использованы сорта картофеля из in  vitro 
коллекции ВИР, у которых ранее были определены раз-
личные типы пластидной ДНК: ‘Аляска’ и ‘Леген-
да’, имеющие W- и Т-типы хлДНК, соответственно 
(Lihodeevskiy, Shanina, 2022; Oskina et  al., 2023); сорт 
‘Катюша’, обладающий А-типом хлДНК (Sanetomo, 
Gebhardt, 2015; Gavrilenko et  al., 2019), был представ-
лен двумя образцами – живым из in vitro коллекции ВИР 
и 58-летним из Гербария ВИР (см. табл. 2).
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Таблица 2. Растительный материал для исследования
Table 2. The studied plant material

Вид*/ Species*

Число 
образцов/ 
Number of 
accessions

Номер образца/ Accession number

Образцы культурных видов картофеля из гербарной коллекции ВИР – 25 образцов (в скобках указан номер гербарного 
листа в гербарии ВИР) / Cultivated potato species from the herbarium collection of VIR – 25 accessions (the number of the 

herbarium sheet in the VIR herbarium is given in parentheses)

Solanum andigenum Juz. et Buk. 18

44 (WIR-38416д), 84 (WIR-38381д), 191c (WIR-38955), 1009a (WIR-
37494(69794)), 1227 (WIR-37143), 1253 (WIR-37157), 1256 (WIR-37027), 
1260 (WIR-37369), 1306 (WIR-37559), 1468a (WIR-37056), 1522b (WIR-
70774), 1525 (WIR-без номера), 1526 (WIR-38661), 1536 (WIR-без номера), 
1640 (WIR-1434), 1656 (WIR-1423), 1659 (WIR-1426), 1663b (WIR-1419)

S. chaucha Juz. et Buk. 2 1783 (WIR-без номера), 1858a (WIR-70815)
S. stenotomum Juz. et Buk. 4 1319 (WIR-70797), 1681 (WIR-1552), 1743 (WIR-1551), 1556b (WIR-70732)
S. tuberosum L.
(сорт/ cultivar) 1 ‘Катюша’ (WIR-21944)

Образцы из in vitro коллекции ВИР (25 образцов)/ Accessions from the VIR in vitro collection (25 accessions)

S. andigenum 14 VIR 1690, VIR 1714, VIR 1764, VIR 1771, VIR 1775, VIR 1796, VIR 3041, 
VIR 3172, VIR 3231, VIR 3240, VIR 4793, VIR 5606, VIR 8201, VIR 8931

S. chaucha 4 VIR 24674, VIR 24676, VIR 24677, VIR 24684
S. stenotomum 4 VIR 3558, VIR 8890, VIR 8903, VIR 16911
S. tuberosum
Контрольные образцы (сорта/ 
cultivars) 

3
‘Аляска’ (и-641838), ‘Катюша’ (и-643498), ‘Легенда’ (и-641840)**

* – название вида указано согласно системе, разработанной С.В. Юзепчуком и С.М. Букасовым (Juzepczuk, Bukasov, 1929)/ the name 
of the species is indicated according to the system developed by S.V. Juzepchuk and S.M. Bukasov (Juzepczuk, Bukasov, 1929).
**В скобках указаны номера интродукции (и-) для образцов из коллекции in vitro ВИР/ The introduction numbers (и-) for accessions 
from the in vitro collection of VIR are given in parentheses.

Выделение и очистка ДНК из гербарного материала 
была проведена на колонках при помощи готового набо-
ра для выделения геномной ДНК из растительных образ-
цов DNEasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany). Выделение 
ДНК из свежей растительной ткани in vitro растений про-
водили модифицированным методом CTAB-экстракции 
(Gavrilenko et al., 2013).

Праймеры разработаны при помощи компьютерной 
программы Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) и допол-
нительно проверены на отсутствие внутренних шпилек 
и самоотжига при помощи инструмента OligoAnalyzer™ 
Tool, доступного на онлайн-платформе Integrated DNA 
Technologies (IDT, 2025).

ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 
20  мкл, содержащей 40  нг геномной ДНК картофеля, 
1× реакционный буфер, 2,5 мМ MgCl2, 0,5 мМ каждого из 
dNTP’s, 0,5 мкМ прямого и обратного праймеров и 1  ед. 
Taq-полимеразы. Последовательности праймеров и тем-
пературы отжига приведены в таблице  3. Условия ПЦР 
в  целом соответствовали указанным в литературе. Для 

обеспечения большей специфичности все программы 
содержали функцию Touchdown: в первом цикле темпе-
ратура отжига была на 5°С выше требуемой и на протя-
жении 5 циклов понижалась на 1°С/цикл. Для пары прай-
меров А494 была использована следующая программа: 
3 мин – 94°C, 8 циклов [45 с – 94°C, 1 мин – 51°C с пони-
жением на 0,5°С/цикл, 1  мин  – 72°C], 30 циклов [45  с  – 
94°C, 45 с. – 47°C, 1 мин – 72°C], 5 мин – 72°C.

Рестрикция. ПЦР-продукты, полученные при исполь-
зовании праймеров SAC, A, A22 и A494, обрабатыва-
ли рестриктазой BamHI («СибЭнзим», Россия) в течение 
12 часов согласно инструкции производителя.

Электрофорез проводили в 2% агарозном геле 
с  использованием буфера ТВЕ с окраской бромистым 
этидием и визуализацией в проходящем УФ свете.

Статистическая обработка данных проведена на 
основе анализа таблиц сопряженности с использованием 
критерия хи-квадрат (χ²).
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Результаты и обсуждение

Для разработки праймеров мы использовали после-
довательность пластидного генома S.  tuberosum сорта 
‘Desiree’, депонированную в международном генном бан-
ке GenBank NCBI: DQ231562.1 (GenBank, 2024), в кото-
рой определили сайты отжига праймеров  А, рекомендо-
ванных К. Hosaka и R. Sanetomo (Hosaka, Sanetomo, 2012). 
Во фланкированном этими праймерами участке иденти-
фицировали сайт GGATCG, в котором замена G-C, харак-

терная для хлДНК А-типа, образовала рестрикцион-
ный сайт GGATCC, опознающийся рестриктазой BamHI. 
Было подобрано несколько пар праймеров, специфич-
ных для последовательностей вокруг этого сайта, из кото-
рых наилучшим вариантом были признаны праймеры 
А494 (рис.  1). Кроме относительно небольшого размера 
ПЦР-продукта (499 пн), преимуществом этих праймеров 
является наличие в ампликоне еще одного дополнитель-
ного BamHI-сайта (см.  рис.  1), что позволяет проводить 
контроль успешности работы рестриктазы.

Рис. 1. Фрагмент последовательности хлДНК DQ231562.1 сорта ‘Desiree’ с указанием положения 
А-праймеров, рекомендованных К. Hosaka и R. Sanetomo (по Hosaka, Sanetomo, 2012) и праймеров 

А494, разработанных в настоящем исследовании 
Последовательности А-праймеров (Hosaka, Sanetomo, 2012) выделены зеленым цветом; последовательности праймеров 

А494 – желтым. Последовательности праймеров А22 на этом рисунке не выделены, но приведены в Gavrilenko 
et al., 2023. Cайт рестрикции GGATCG, где выявлена замена, обозначен полужирным курсивом красным цветом, 

дополнительный сайт рестрикции GGATCC обозначен полужирным курсивом синим цветом. Размер диагностического 
фрагмента у образцов с А-типом хлДНК составляет 313 пн, в случае остальных типов пластидной ДНК – 403 пн.

Fig. 1. The fragment of cpDNA sequence DQ231562.1 of cv. ‘Desiree’ with A-primers recommended by 
К. Hosaka и R. Sanetomo (according to Hosaka, Sanetomo, 2012) and positions of the А494 primers designed 

in this study 
The sequences of A-primers (Hosaka, Sanetomo, 2012) are highlighted in green; those of A494 primers are highlighted 
in yellow. The sequences of A22-primers are not highlighted, but are given in Gavrilenko et al., 2023. The GGATCG 

restriction site where the substitution was revealed is shown in bold italics in red, the additional restriction site GGATCC is 
shown in bold italics in blue. The size of the diagnostic fragment for A-type is 313 bp, for all other types – 403 bp
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Для детекции А-типа пластидной ДНК мы исполь-
зовали три пары праймеров: праймеры A из набора 
К. Hosaka и R. Sanetomo (Hosaka, Sanetomo, 2012), разра
ботанные нами ранее праймеры А22 (Gavrilenko et  al., 
2023), а также подобранная в данном исследовании пара 

праймеров А494, которая была апробирована на двух 
выборках одинакового таксономического состава, вклю-
чавших старые гербарные образцы и образцы из in  vitro 
коллекции. Результаты представлены в таблицах 4 и 5.

Таблица 4. Типы хлДНК у образцов культурных видов картофеля из in vitro коллекции ВИР, 
установленные с использованием праймеров из набора К. Hosaka и R. Sanetomo (Hosaka, 

Sanetomo, 2012), и праймеров A22, А494, разработанных нами для определения А-типа хлДНК
Table 4. Тypes of cpDNA in accessions of cultivated potato species from the VIR in vitro 

collection, determined using primers from the К. Hosaka, R. Sanetomo set (Hosaka, Sanetomo, 
2012), and primers A22, A494 developed by us for determining the A-type of cpDNA

Вид/ Species

Номер 
образца/ 
Accession 
number

Маркер/ Marker Тип 
хлДНК/ 
Type of 
cpDNA

H1 S SAC/ 
BamHI

A/ 
BamHI

A22/ 
BamHI

A494/ 
BamHI

1 Solanum andigenum Juz. et Buk. VIR 1690 0 0 0 + + + A
2 ″ VIR 1714 0 0 0 + + + A
3 ″ VIR 1764 0 0 0 + + + A
4 ″ VIR 1771 0 0 0 + + + A
5 ″ VIR 1775 0 0 0 + + + A
6 ″ VIR 1796 0 0 0 + + + A
7 ″ VIR 3041 0 0 0 + + + A
8 ″ VIR 3172 0 0 0 + + + A
9 ″ VIR 3231 + 0 + 0 0 0 T
10 ″ VIR 3240 0 0 0 + + + A
11 ″ VIR 4793 0 0 0 + + + A
12 ″ VIR 5606 0 0 0 + + + A
13 ″ VIR 8201 0 0 0 + + + A
14 ″ VIR 8931 + 0 + 0 0 0 T
15 S. chaucha Juz. et Buk. VIR 24674 0 0 0 + + + A
16 ″ VIR 24676 0 0 0 + + + A
17 ″ VIR 24677 0 0 0 + + + A
18 ″ VIR 24684 0 0 0 + + + A
19 S. stenotomum Juz. et Buk. VIR 3558 0 0 0 + + + A
20 ″ VIR 8890 0 0 0 + + + A
21 ″ VIR 8903 0 0 0 + + + A
22 ″ VIR 16911 0 0 0 + + + A

Контрольные образцы/ Control accessions

23 S. tuberosum L.
(сорта/ cultivars) ‘Аляска’ 0 0 + 0 0 0 W

24 ″ ‘Катюша’ 0 0 0 + + + A
25 ″ ‘Легенда’ + 0 + 0 0 0 Т

“+” – наличие диагностического фрагмента; “0” – отсутствие диагностического фрагмента

Как и ожидалось, для образцов растений из in  vitro 
коллекции трудностей с амплификацией не возник-
ло  – у контрольных сортов были подтверждены уста-

новленные ранее типы хлДНК: Т  – у сорта ‘Легенда’, 
W – ‘Аляска’ и А – у сорта ‘Катюша’ (см. табл. 4). Сре-
ди 14 образцов S.  andigenum выявлены два образца 
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Рис. 2. Определение типов хлДНК у старых (возрастом ~100 лет) гербарных  
образцов андийских видов картофеля 

Использованы следующие маркеры: (A.) маркер A/BamHI; (B.) маркер (A494/BamHI) 1 – вода (отрицательный контроль);  
2 – S. andigenum 1663b (WIR-1419); 3 – S. andigenum 1656 (WIR-1423); 4 – S. andigenum 1640 (WIR-1434);  

5 – S. andigenum 1659 (WIR-1426); 6 – S. andigenum 1009a (WIR-37494 (69794)); 7 – S. andigenum 191c (WIR-38955);  
8 – S. stenotomum 1319 (WIR-70797); 9 – S. stenotomum 1681 (WIR-1552); 10 – S. stenotomum 1743(WIR-1551);  

11 – S. andigenum 1227 (WIR-37143); 12 – S. andigenum 1253 (WIR-37157); 13 – S. andigenum 1256 (WIR-37027);  
14 – S. andigenum 1260 (WIR-37369); 15 – S. chaucha 1858a (WIR-70815); 16 – сорт ‘Катюша’ (WIR-21944);  

M – маркер молекулярного веса. Стрелкой указаны диагностические фрагменты А-типа хлДНК.

Fig 2. Detection of cpDNA types in the old (~ 100 years old) herbarium specimens  
of Andean cultivated potato species 

The following markers were used: (A.) A/BamHI; (B.) A494/BamHI 
1 – water (negative control); 2 – S. andigenum 1663b (WIR-1419); 3 – S. andigenum 1656 (WIR-1423); 4 – S. andigenum 1640 (WIR-1434); 

5 – S. andigenum 1659 (WIR-1426); 6 – S. andigenum 1009a (WIR-37494 (69794)); 7 – S. andigenum 191c (WIR-38955); 
8 – S. stenotomum 1319 (WIR-70797); 9 – S. stenotomum 1681 (WIR-1552); 10 – S. stenotomum 1743(WIR-1551);  

11 – S. andigenum 1227 (WIR-37143); 12 – S. andigenum 1253 (WIR-37157); 13 – S. andigenum 1256 (WIR-37027); 
14 – S. andigenum 1260 (WIR-37369); 15 – S. chaucha 1858a (WIR-70815); 16 – cultivar ‘Katyusha’ (WIR-21944);  

M – molecular weight standard. The arrow indicates diagnostic fragments of A-type cpDNA

с  Т-типом. У оставшихся 12 образцов S.  andigenum, как 
и у всех проанализированных в данной работе образ-
цов S.  chaucha и S.  stenotomum идентифицирован А-тип 
хлДНК (см. табл. 4). Таким образом, на 21 живом образце 
показано полное 100% совпадение результатов определе-
ния А-типа хлДНК с использованием всех трех пар прай-
меров.

Сложности с получением ампликонов с парой прай-
меров А из набора Hosaka, Sanetomo (Hosaka, Sanetomo, 
2012), генерирующей ампликон размером 1178  пн, воз-
никли при использовании препаратов ДНК, выделен-
ных из старых (возрастом ~100 лет) гербарных образцов. 
В этом случае результаты амплификации были получе-

ны только для пяти (20%) образцов из 25 изученных (рис. 
2А). С парой праймеров А22 ампликоны размером 805 пн 
были получены только для девяти (36%) образцов, тог-
да как при использовании новой пары праймеров А494 
фрагменты размером 494 пн были получены для 22 (88%) 
из 25 изученных образцов (рис. 2В; см. табл. 5). При срав-
нении результативности амплификации с праймерами 
А и А22 статистически значимых различий не выявле-
но (р=0,208). В то же время, результативность использо-
вания праймеров А494 была достоверно выше (p<0,001), 
как в сравнении с результатами, полученными с прайме-
рами А, так и с праймерами А22.

Среди образцов культурного вида S.  andigenum, дли-
тельно хранящихся в гербарии, большая часть (13 из 18) 
имели А-тип хлДНК, у одного – выявлен S-тип и у одно-
го образца установлен C-тип пластидной ДНК. Один 

образец S.  stenotomum обладал S-типом, оставшиеся три 
образца имели А-тип хлДНК. У двух изученных образцов 
S. chaucha установлен А-тип хлДНК (см. табл. 5).
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Для трех гербарных образцов S.  andigenum уста-
новить тип хлДНК так и не удалось, так как для них не 
были получены диагностические фрагменты ни с одним 
из использованных маркеров А-типа хлДНК (А, А22, 
А494). В данном случае мы уверены, что эти образцы не 
имеют ни T-, ни S-типа, поскольку полученные с прайме-
рами Н1 и NTCP6 ампликоны не имели соответствующих 
делеций 241 пн и 48 пн; кроме того, ампликон, получен-
ный с  использованием праймеров SAC, не расщепился 
рестриктазой BamHI (см.  табл.  1); следовательно, у этих 
образцов может быть или А, или C тип хлДНК (на рисун-
ке 2 обозначены как C/А).

В результате разработки пары праймеров А494, допол-
няющих набор ПЦР-маркеров К.  Hosaka и  R.  Sanetomo 
для идентификации разных типов хлДНК культурных 
видов картофеля (Hosaka, Sanetomo, 2012), появилась 
возможность привлечения в молекулярно-генетические 
исследования широких выборок исторических гербарных 
образцов.

Заключение

Продемонстрирована возможность идентификации 
А-типа пластидной ДНК у исторических образцов куль-
турных видов картофеля, хранящихся ~100 лет в Герба-
рии культурных растений мира, их диких родичей и сор-
ных растений (WIR). C использованием новых праймеров 
А494 диагностические фрагменты ожидаемого размера 
были получены у 88% изученных гербарных образцов 
андийских культурных видов. Планируются дальнейшие 
исследования обширных выборок исторических гербар-
ных образцов картофеля с использованием дополненного 
набора ПЦР маркеров, детектирующих различные типы 
хлДНК.
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