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ABSTRACT 
Blackleg of potato is a bacteriosis widespread in the 
Russian Federation caused by pectolytic bacteria of 
the genus Pectobacterium, Enterobacteriaceae fami-
ly. In 2009, Dickeya spp. agents of potato blackleg were 
identified in Russia: Dickeya dianthicola and Dickeya so-
lani. The annual yield shortfall due to this disease can 
reach from 1–2 to 50–70%. The main pathway for the 
pathogen bacteria is connected to seed material move-
ment. The detection and identification of plant patho-
gens causing potato blackleg require the design and op-
timization of highly sensitive laboratory methods for 
practical use. In 2019, within the framework of the Fe
deral Scientific and Technical Program (FSTP) of agri-
culture development for 2017–2025, the RAS Shemya-
kin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry 
and A.G. Lorkh Russian Potato Federal Research Center 
designed new test systems in real-time PCR (RT-PCR) 
for the diagnosis of bacteria causing potato blackleg, 
with analytical sensitivity for detecting the pathogen 
DNA at the level of 10–50 copies of plasmids, contai
ning a specific PCR product, per reaction. The article 
presents the results of comparative testing of the new 
test systems for the diagnosis of the bacteria Pectobac-
terium atrosepticum, Dickeya dianthicola and Dickeya sola-
ni. When testing 20 varieties of seed potatoes delivered 
to the Testing Laboratory of A.G. Lorkh Russian Potato 
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АННОТАЦИЯ
Черная ножка картофеля – повсеместно распро-
страненный в Российской Федерации бактериоз, 
вызываемый пектолитическими бактериями рода 
Pectobacterium из семейства Enterobacteriaceae. 
В 2009 г. на территории России были идентифици-
рованы возбудители черной ножки картофеля, от-
носящиеся к роду Dickeya: Dickeya dianthicola и Dickeya 
solani. Ежегодный недобор урожая из-за данной бо-
лезни может составлять от 1–2 до 50–70%. Основ-
ной путь распространения патогенных бактерий 
связан с  перемещением семенного материала. 
Для выявления и идентификации фитопатогенов, 
вызывающих черную ножку картофеля, необходи-
ма разработка и оптимизация для практического 
использования высокочувствительных лабора-
торных методов. В 2019 г. в рамках Федеральной 
научно-технической программы (ФНТП) разви-
тия сельского хозяйства на 2017–2025 гг. Инсти-
тутом биоорганической химии имени академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН и Феде-
ральным исследовательским центром картофеля 
имени А.Г. Лорха (ФИЦ картофеля) были разрабо-
таны новые тест-системы в формате полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) для 
диагностики бактерий, вызывающих черную нож-
ку картофеля, с аналитической чувствительностью 
выявления ДНК патогенов на уровне 10–50 копий 
плазмиды, содержащей специфический ПЦР-про-
дукт, на реакцию. В статье представлены резуль-
таты сравнительных испытаний новых тест-сис
тем для диагностики бактерий Pectobacterium 
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INTRODUCTION

B lackleg of potato is a bacteriosis widespread 
in the Russian Federation caused by pecto-
lytic bacteria of the genus Pectobacterium, 
Enterobacteriaceae family. The disease af-
fects potatoes both during the growing sea-

son and tubers storage [1]. 
The damage caused by potato blackleg is mani-

fested in the thinning of potato plantings, a decrease 
in plant productivity, reducing seed and commercial 
qualities and the development of soft rot of tubers 
during storage. The annual yield shortfall due to this 
disease can reach from 1–2 to 50–70% [2].

In 2009, Dickeya spp. agents of potato blackleg were 
identified in Russia: Dickeya dianthicola and Dickeya sola-
ni [3, 4]. At present, Dickeya spp. pathogens have been de-
tected in many Russian regions [5]. The disease symp-
toms on potato plants and tubers caused by Dickeya 
genus bacteria are similar to those brought about by Pec-
tobacterium genus bacteria. At the same time, Dickeya spp. 
are more aggressive and can lead to stem soft rot and a 
more active form of tubers soft rot compared to Pectobac-
terium atrosepticum [6]. Dickeya spp. usually spread in re-
gions with hot climate. However, Dickeya spp. have been 
recently noted to actively spread into regions with tem-
perate climate, favourable for potato production [7, 8].

The main pathway for the pathogen bacteria caus-
ing potato blackleg is connected to seed material move-
ment [9, 10]. It should be noted that the infection can 
often be in a latent state without causing external signs 
of the disease manifestation [11, 12]. According to the 
current interstate standard GOST 33996-2016 “Seed 
potatoes. Technical conditions and methods of deter-
mining the quality”, the presence of bacteriosis agents 
including potato blackleg in the initial material as well 
as super-super elite (or ‘S’ for EU) is not allowed [13].

ВВЕДЕНИЕЧ ерная ножка картофеля  – широко 
распространенный в  Российской 
Федерации бактериоз, вызывае- 
мый пектолитическими бактерия
ми рода Pectobacterium из семей-

ства Enterobacteriaceae. Болезнь поражает карто-
фель как во время вегетации, так и при хранении 
клубней [1]. 

Вредоносность черной ножки проявляется 
в изреживании посадок картофеля, снижении про-
дуктивности растений, ухудшении семенных и то-
варных качеств, развитии мокрых гнилей клубней 
в период хранения. Недобор урожая из-за данной 
болезни в России составляет от 1–2 до 50–70% [2].

В 2009 г. на территории России были иденти-
фицированы возбудители черной ножки картофе-
ля, относящиеся к роду Dickeya: Dickeya dianthicola 
и  Dickeya solani [3, 4]. В  настоящее время патоге-
ны рода Dickeya обнаружены во многих регионах 
РФ [5]. Симптомы проявления болезни на расте-
ниях и клубнях картофеля, вызываемой бактерия
ми рода Dickeya, аналогичны симптомам, вызы-
ваемым бактериями рода Pectobacterium. В  то же 
время виды Dickeya spp. более агрессивны и могут 
вызывать водянистую гниль стеблей и более ак-
тивную форму мокрой гнили клубней по сравне-
нию с Pectobacterium atrosepticum [6]. Для видов рода 
Dickeya характерно распространение в  регионах 
с жарким климатом. Однако в последнее время от-
мечено интенсивное продвижение Dickeya spp. в ре-
гионы с умеренным климатом, благоприятные для 
производства картофеля [7, 8].

Основной путь распространения патогенных 
бактерий, вызывающих бактериоз черная ножка 
картофеля, связан с перемещением семенного ма-
териала [9, 10]. При этом нередко инфекция может 
находиться в скрытом (латентном) состоянии, не 
вызывая внешних признаков проявления болез-
ни [11, 12]. В соответствии с действующим в на-
стоящее время Межгосударственным стандартом 
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Federal Research Center by manufacturers from 4 re-
gions of the Russian Federation, in 15 cases, complete 
coincidence of the analysis results was shown when us-
ing routine and new test systems.
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atrosepticum, Dickeya dianthicola и Dickeya solani. При 
тестировании 20 сортообразцов семенного карто-
феля, поступивших в Испытательную лабораторию 
ФИЦ картофеля от производителей из 4 регионов 
Российской Федерации, в 15 случаях показано пол-
ное совпадение результатов анализа при использо-
вании рутинных и новых испытуемых тест-систем.  

Ключевые слова. Черная ножка картофеля, 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ), диагностика, 
тест-система.
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The detection of plant pathogens causing potato 
blackleg requires the design and optimization of high-
ly sensitive laboratory methods for practical use. These 
methods should allow to control effectively the bacteri-
osis agents in the early and subsequent stages of seed 
production, ensuring the production of high-quality 
seed.

Using enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) and immunochromatographic test systems in 
quality control schemes for seed potatoes allows to ef-
fectively detect the contamination of the test material 
with a latent form of the most harmful bacterial diseas-
es [14, 15, 16, 17]. At the same time, the pathogens of 
potato bacteriosis Pectobacterium spp. and Dickeya spp. 
show great strain differences in the composition of cell 
surface antigens, which makes it difficult to identify 
and quantify them by immunological methods [18].

The whole genome sequencing of bacterial patho-
gens isolates causing potato blackleg opened up new 
possibilities for molecular diagnosis of pathogens [19, 
20]. Apart from detecting minimal quantities of patho-
gens, using a highly sensitive PCR method allows to 
identify bacteria species [21]. Thus, using specific 
primers showed a wide spread of Pectobacterium caro-
tovorum subsp. brasiliensis on potato plantings in Russia 
in autumn 2017 [22].

In 2019, within the framework of the Federal Sci-
entific and Technical Program (FSTP) of agriculture 
development for 2017–2025, the RAS Shemyakin and 
Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry and 
A.G. Lorkh Russian Potato Federal Research Center de-
signed new test systems in real-time PCR (RT-PCR) for 
the diagnosis of bacteria Pectobacterium atrosepticum, 
Dickeya dianthicola and Dickeya solani causing the black-
leg of potato. A detailed description of the parameters 
and characteristics of the developed systems is given 
in the work of Stakheev et al., 2020 [23]. During testing, 
the developed test systems showed high specificity and 
analytical sensitivity for detecting the pathogen DNA at 
the level of 10–50 copies of plasmids, containing a spe-
cific PCR product, per reaction [23].

For further adaptation of the developed test sys-
tems in the practical work of diagnostic laboratories, it 
is necessary to test them in production conditions on 
material of different categories and classes grown in 
various regions of the Russian Federation. In this re-
spect, the aim of the present work is studying the possi-
bilities of using the new RT-PCR systems for the identi-
fication of potato blackleg agents when testing the seed 
material submitted to accredited testing laboratories 
for quality control and certification carried out in ac-
cordance with the existing standard protocol.

MATERIALS AND METHODS
During the research, 20 variety samples were analyzed 
delivered to the Testing Laboratory of A.G. Lorkh Rus-
sian Potato Federal Research Center by manufacturers 
from 4 regions of the Russian Federation: Moscow, Tula, 
Voronezh Regions and the Republic of Tatarstan. Each 
variety sample contained 200 tubers belonging to dif-
ferent categories and classes of seed potato (7 samples 
of the 1st field generation from mini-tubers, 3 samples 

ГОСТ  33996-2016 «Картофель семенной. Техни-
ческие условия и методы определения качества» 
наличие в исходном материале, а также в супер-
суперэлите возбудителей бактериозов, в том числе 
черной ножки картофеля, не допускается [13].

Для выявления фитопатогенов, вызывающих 
черную ножку картофеля, необходима разработка 
и оптимизация для практического использования 
высокочувствительных лабораторных методов. 
Данные методы должны позволять эффективно 
контролировать возбудителей бактериоза на ран-
них и последующих стадиях семеноводства, обес
печивая производство высококачественного се-
менного материала.

Применение иммуноферментного анали-
за (ИФА) и иммунохроматографических тест-систем 
в схемах контроля качества семенного картофеля 
позволяет эффективно выявлять зараженность 
тестируемого материала скрытой формой наибо-
лее вредоносных бактериальных заболеваний [14, 
15, 16, 17]. Вместе с тем у возбудителей бактериозов 
картофеля Pectobacterium spp. и Dickeya spp. наблюда-
ются большие штаммовые различия в составе по-
верхностных клеточных антигенов, что затрудняет 
их идентификацию и количественное определение 
иммунологическими методами [18].

Полногеномное секвенирование ДНК изолятов 
бактериальных патогенов, вызывающих черную 
ножку картофеля, открыло новые возможности 
для молекулярной диагностики возбудителей бо-
лезни [19, 20]. Использование высокочувствитель-
ного метода ПЦР помимо выявления минимальных 
количеств патогенов позволяет проводить видовую 
идентификацию бактерий [21]. Так, с использова-
нием специфических праймеров было показано 
широкое распространение вида Pectobacterium caro
tovorum  subsp.  brasiliensis  на посадках картофеля 
в России осенью 2017 г. [22].

В 2019 г. в рамках ФНТП развития сельского 
хозяйства на 2017–2025 гг. Институтом биоорга-
нической химии имени академиков М.М. Шемя-
кина и  Ю.А. Овчинникова РАН и  Федеральным 
исследовательским центром картофеля имени 
А.Г. Лорха были разработаны новые тест-системы 
в формате ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) для 
диагностики бактерий Pectobacterium atrosepticum, 
Dickeya dianthicola и Dickeya solani, вызывающих чер-
ную ножку картофеля. Подробное описание пара-
метров и  характеристик разработанных систем 
приведено в работе Стахеева и др., 2020 [23]. Раз-
работанные тест-системы при испытаниях пока-
зали высокую специфичность и  аналитическую 
чувствительность выявления ДНК патогенов на 
уровне 10–50 копий плазмиды, содержащей специ
фический ПЦР-продукт, на реакцию [23].

Для дальнейшей адаптации разработанных 
тест-систем в практической работе диагностиче-
ских лабораторий необходимо проведение их апро-
бации в производственных условиях на материале 
разных категорий и классов, выращенном в раз-
личных регионах Российской Федерации. В этой 
связи целью настоящей работы является изучение 
возможности применения новых ПЦР-РВ-систем 
для идентификации возбудителей черной нож-
ки картофеля при тестировании семенного мате-
риала, поступающего в  аккредитованные испы-
тательные лаборатории для контроля качества 
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of the super-super elite (S), 2 samples of the superelite 
(SE), 3 samples of the elite (E), 1 sample of the 1st elite 
reproduction (A1), and 4 samples of the 2nd elite repro-
duction (A2)).

To extract bacteria in 0.05 M potassium phos-
phate buffer pH 7.0 segments of tubers from the sto-
lon part with a capture of the vascular ring measuring 
1 x 1 cm were used. Average samples were prepared 
in accordance with STO VNIIKR 4.009-2013 [24]. The 
total DNA of average samples was isolated using re-
agent kits “PREP-GS” (for DNA) (AgroDiagnostika, Rus-
sia) in accordance with the manufacturer’s protocol. 
Each of the DNA samples was tested in 3 replications. 
RT-PCR was performed in the DT-96 detection ampli-
fier (DNA-Technology, Russia) in accordance with the 
amplification programs given in the article by Stakheev 
et al., 2020 [23]. The analysis of the obtained results 
was carried out using the threshold method [25].

For a comparative assessment of the results ob-
tained, the studied samples were tested in parallel 
using commercial kits for ELISA (A.G. Lorkh Russian 
Potato Federal Research Center1) and RT-PCR (Syn-
tol) used in the Testing Laboratory of A.G. Lorkh Rus-
sian Potato Federal Research Center for routine tests 
of samples for bacteria causing potato blackleg: Pecto-
bacterium atrosepticum, Dickeya dianthicola, Dickeya solani 
(ELISA) and Pectobacterium spp., Dickeya spp. (RT-PCR).

RESEARCH RESULTS
Since the presence of bacteriosis agents is not allowed 
in the initial and original potato seeds, including those 
causing potato blackleg (GOST 33996-2016), con-
trolling the spread of phytobacteria in the early stages 
of seed production when growing original seed mate-
rial is of paramount importance.

In this research, no agents of potato blackleg were 
detected when testing 7 samples of the initial material 
and 3 samples of super-super elite from different Rus-
sian regions with test systems used in the Testing Labo
ratory of A.G. Lorkh Russian Potato Federal Research 
Center for routine tests (ELISA, A.G. Lorkh Russian Po-
tato Federal Research Center2 and RT-PCR, Syntol). At 
the same time, testing the samples with new RT-PCR 
test systems allowed to select additionally in the 1st field 
generation from mini tubers 2 variety samples from 
Moscow Region and the Republic of Tatarstan with a 
positive reaction to Pectobacterium respectively at the 
cycles of 28.4 and 26.4 and identify the pest as Pecto-
bacterium atrosepticum (Table 1).

Amplification of the internal control was noted 
in all samples, which indicates the absence of the re-
action inhibition and the correctness of the results. 
The graphs of the increasing fluorescent signal when 
testing the samples with primers for the detection of 
P. аtrosepticum for specificity and internal control are 
shown in Fig. 1. 

According to GOST 33996-2016, the potato bacte-
riosis identification including potato blackleg in elite 

1, 2 This method was developed earlier by VNIIKH, which 
became A.G. Lorkh Russian Potato Federal Research Center – 
since August 31, 2019.

и сертификации, осуществляемых в соответствии 
с существующим стандартным протоколом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В процессе исследований анализировали 20 сор
тообразцов, поступивших в  Испытательную ла-
бораторию ФИЦ картофеля от производителей из 
4 регионов Российской Федерации: Московской, 
Тульской, Воронежской областей и  Республи-
ки Татарстан. Каждый сортообразец состоял из 
200 клубней, относящихся к различным категори-
ям и классам семенного картофеля (к 1-му полево-
му поколению из мини-клубней (ПП-1) относились 
7 образцов, супер-суперэлите (ССЭ) – 3 образца, су-
перэлите (СЭ) – 2 образца, элите (Э) – 3 образца, 1-й 
репродукции элиты (РС-1) – 1 образец и 2-й репро-
дукции элиты (РС-2) – 4 образца).

Для экстрагирования бактерий в  0,05 М ка-
лий-фосфатном буфере рН 7,0 использовали сег-
менты клубней из столонной части с захватом со-
судистого кольца размером 1 х 1 см. Средние пробы 
образцов готовили в соответствии со СТО ВНИИКР 
4.009-2013 [24]. Тотальную ДНК средних образцов 
выделяли с использованием комплектов реакти-
вов «Проба-ГС» (для ДНК) (ООО «АгроДиагностика», 
Россия) в соответствии с протоколом производите-
ля. Каждый из образцов ДНК был протестирован 
в 3 повторностях. ПЦР-РВ проводили в амплифи-
каторе ДТ-96 (ООО «ДНК-Технология», Россия) в со-
ответствии с программами амплификации, приве-
денными в статье Стахеева и др., 2020 [23].  Анализ 
полученных результатов проводили с использова-
нием порогового метода [25].

Для сравнительной оценки полученных ре-
зультатов исследуемые образцы параллельно тести-
ровали с использованием коммерческих наборов 
для ИФА (ФИЦ картофеля1) и ПЦР-РВ (ООО «Син-
тол»), применяемых в Испытательной лаборатории 
ФИЦ картофеля для рутинных анализов образцов 
на наличие бактерий, вызывающих черную нож-
ку картофеля: Pectobacterium atrosepticum, Dickeya 
dianthicola, Dickeya solani (ИФА) и Pectobacterium spp., 
Dickeya spp. (ПЦР-РВ).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Поскольку в исходном и оригинальном семенном 
картофеле не допускается присутствие возбудите-
лей бактериозов, в том числе вызывающих черную 
ножку картофеля (ГОСТ 33996-2016), контроль рас-
пространения фитобактерий на ранних стадиях се-
меноводства при выращивании оригинального се-
менного материала имеет первостепенное значение.

В наших исследованиях при тестировании 
7 образцов исходного материала и 3 образцов су-
пер-суперэлиты из различных регионов РФ с ис-
пользованием тест-систем, применяемых в  Ис-
пытательной лаборатории ФИЦ картофеля для 
рутинных анализов (ИФА ФИЦ картофеля2 и ПЦР-РВ 
ООО «Синтол»), не были выявлены возбудители 
черной ножки картофеля. В то же время тестирова-
ние образцов с использованием новых тест-систем 
ПЦР-РВ позволило выделить дополнительно в 1-м 
полевом поколении из мини-клубней 2 сортообраз-
ца из Московской области и Республики Татарстан 

1, 2 Данный метод был разработан ранее ВНИИКХ, который 
стал ФИЦ картофеля – с 31 августа 2019 г.
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and reproduction potato seeds 
is done visually both on vege
tative plants during field in-
spections and on tubers using 
tuber material analysis. At the 
same time, taking into account 
a possible latent state of the in-
fection, laboratory control of 
the disease agents spreading 
during the reproduction of elite 
and reproductive potato seeds 
is a key element of the material 
quality control.

When testing compara-
tively 10 variety samples of 
the elite and reproduction po-
tato seeds with 3 test systems 
our research showed a great 
coincidence of the results ob-
tained using 2 routine and a tri-

al test system (Table 2). A total coincidence was noted 
in 7 cases by 4 negative and 3 positive reactions by all 

с положительной реакцией на Pectobacterium соот-
ветственно на 28,4 и  26,4 цикле и  идентифици-
ровать возбудителя как Pectobacterium atrosepticum 
(табл. 1).

Амплификация внутреннего контроля была от-
мечена во всех образцах, что свидетельствует об от-
сутствии ингибирования реакции и о корректности 
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Таблица 1
Результаты тестирования образцов оригинального материала  
семенного картофеля (ПП-1 и ССЭ)
(в графе с данными ПЦР-РВ в скобках приведены средние значения пороговых циклов по 3 повторностям)

№ 
п.п. Образец

Результаты тестирования

ИФА (оптическая 
плотность) ПЦР-РВ (Сq ср.)

P. atro D. dian D. sol P. spp. D. spp. P. atro D. dian D. sol

1. Невский (ПП-1)
Р. Татарстан

− − − − − +
(26,4)

− −

2. Гала (ПП-1)
Р. Татарстан

− − − − − − − −

3. Импала (ПП-1)
Московская область

− − − − − − − −

4. Фиолетовый (ПП-1) 
Московская область

− − − − − +
(28,4)

− −

5. Дезире (ПП-1)
Московская область

− − − − − − − −

6. Ред Скарлетт (ПП-1)
Воронежская область

− − − − − − − −

7. Жуковский р. (ПП-1)
Тульская область

− − − − − − − −

8. Ред Скарлетт (ССЭ)
Воронежская область

− − − − − − − −

9. Ред Скарлетт (ССЭ)
Тульская область

− − − − − − − −

10. Удача (ССЭ)
Тульская область

− − − − − − − −

P. atro – Pectobacterium atrosepticum	 P. spp. – Pectobacterium spp.	 D. sol – Dickeya solani 
D. dian – Dickeya dianthicola	 D. spp. – Dickeya spp.        

Рис. 1. Графики разгорания флуоресцентного 
сигнала при тестировании образцов 
оригинального материала семенного 
картофеля с праймерами к P. atrosepticum: 
a – специфика; b – внутренний контроль. 
1 – образец 1; 4 – образец 4 (см. табл. 1) 
(3 повторности) 

Рис. 1. The graphs of increasing 
fluorescent signal when testing samples 
of original seed potato material with 
primers for P. atrosepticum: 
a – specific sample; b – internal control. 
1 – sample 1; 4 – sample 4 (see Table 1) 
(3 replications) 
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3 test systems. Thus, testing a sample of the elite vari-
ety Gala produced in Moscow Region and reproduction 
material of the variety Picasso (A2) from Voronezh Re-
gion showed positive reactions for the presence of Pec-
tobacterium atrosepticum in the material by ELISA (op-
tical density – 2.15 and 0.16), Pectobacterium spp. by 
RT-PCR (Syntol) at the cycles of 26.7 and 35.1 and  Pec-
tobacterium atrosepticum using the new test system of 
RT-PCR at the cycles of 26.0 and 28.3 respectively. The 
graphs of fluorescent signal increase when testing the 
samples with primers for the detection of P. atrosepticum 
are given in Fig. 2.

The presence of the bacterium Dickeya solani was 
also unambiguously detected in the sample of the vari-
ety Sifra (A2) from Voronezh Region by ELISA (optical 
density – 2.28), Dickeya spp. by RT-PCR (Syntol) at the 
cycle of 35.2 and Dickeya solani using the new test sys-
tem RT-PCR at the cycle of 29.7. 

The testing of two elite samples from Moscow Re-
gion (Queen Anna and Colombo) and the sample of the 
variety Gala (elite reproduction-1) from Voronezh Re-
gion showed positive reactions for the bacteria Pecto-
bacterium spp. by RT-PCR (Syntol) (average numbers 

полученных результатов. Графики разгорания 
флуоресцентного сигнала при тестировании образ-
цов с праймерами для детекции P. аtrosepticum для 
специфики и внутреннего контроля приведены на 
рисунке 1. 

В соответствии с ГОСТ 33996-2016 идентифи-
кация бактериозов картофеля, в том числе черной 
ножки, в элитном и репродукционном семеновод-
стве картофеля осуществляется визуальными ме-
тодами как на вегетирующих растениях во время 
полевых инспекций, так и  на клубнях с  исполь-
зованием клубневого анализа материала. В то же 
время, с учетом возможного латентного характера 
инфекции, лабораторный контроль за распростра-
нением возбудителей болезни в процессе размно-
жения элитного и  репродукционного семенного 
картофеля является важным элементом контроля 
качества материала.

В наших исследованиях при сравнительном 
тестировании 10 сортообразцов элитного и  ре-
продукционного семенного картофеля 3 тест-
системами было выявлено значительное совпаде-
ние результатов, полученных с  использованием 
2 рутинных и испытуемой тест-системы (табл. 2). 
В 7 случаях было выявлено полное совпадение по 
4 отрицательным и 3 положительным реакциям 
всеми 3 тест-системами. Так, при тестировании об-
разца элиты с. Гала, произведенного в Московской 
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Table 1
Test results of original potato seed material samples (1st field generation  
and super-super elite)
(in the column with RT-PCR data in brackets are the average values of the threshold cycles for 3 replications)

№ Sample

Test results

ELISA (optical density) RT-PCR (Сq ср.)

P. atro D. dian D. sol P. spp. D. spp. P. atro D. dian D. sol

1. Nevsky (А1*)
Republic of Tatarstan

− − − − − +
(26.4)

− −

2. Gala (А1)
Republic of Tatarstan

− − − − − − − −

3. Impala (А1)
Moscow region

− − − − − − − −

4. Purple (А1) 
Moscow region

− − − − − +
(28.4)

− −

5. Desire (А1)
Moscow region

− − − − − − − −

6. Red Scarlett (А1)
Voronezh region

− − − − − − − −

7. Zhukovsky (А1)
Tula region

− − − − − − − −

8. Red Scarlett (super-super elite)
Voronezh region

− − − − − − − −

9. Red Scarlett (super-super elite)
Tula region

− − − − − − − −

10. Udacha (super-super elite)
Tula region

− − − − − − − −

P. atro – Pectobacterium atrosepticum	 P. spp. – Pectobacterium spp.	 D. sol – Dickeya solani
D. dian – Dickeya dianthicola	 D. spp. – Dickeya spp.	 * – see ‘Materials and Methods’

Рис. 2. Графики разгорания флуоресцентного 
сигнала при тестировании образцов 
элитного и репродукционного семенного 
картофеля с праймерами к P. atrosepticum: 
a – специфика; b – внутренний контроль.  
5 – образец 5; 10 – образец 10 (см. табл. 2) 
(3 повторности) 

Рис. 2. The graphs of increasing 
fluorescent signal when testing samples  
of elite and reproductive potato seeds 
with primers for P. atrosepticum: 
a – specific sample; b – internal control. 
5 – sample 5; 10 – sample 10 (see  
Table 2) (3 replications) 

of the threshold cycles: 31.1, 
33.1 and 34.3 respectively). 
Also, when using ELISA and the 
new RT-PCR test systems for 
the testing no blackleg of pota-
to agents were detected in these 
samples.

CONCLUSION
The comparative testing of 
20  variety samples of potato 
seeds received by the Testing 
Laboratory of A.G. Lorkh Rus-
sian Potato Federal Research 
Center from producers from 
4  Russian regions showed in 
15  cases a full coincidence 
of the analysis results using 
2 routine and 1 trial test system 
(12 negative and 3 positive re-

actions). Using the new RT-PCR test system in the early 
stages of seed production to test original potato seeds 

области, и репродукционного материала с. Пикассо 
(РС-2) из Воронежской области были получены по-
ложительные реакции на присутствие в материале 
Pectobacterium atrosepticum методом ИФА (оптическая 
плотность – 2,15 и 0,16), Pectobacterium spp. мето-
дом ПЦР-РВ (ООО «Синтол») на 26,7 и 35,1 циклах 
и Pectobacterium atrosepticum с использованием новой 
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Таблица 2
Результаты тестирования образцов элитного  
и репродукционного семенного картофеля
(в графе с данными ПЦР-РВ в скобках приведены средние значения пороговых циклов по 3 повторностям)

№ 
п.п. Сортообразец

Результаты тестирования

ИФА (оптическая 
плотность) ПЦР-РВ (Сq ср.)

P. atro D. dian D. sol P. spp. D. spp. P. atro D. dian D. sol

1. Ред Скарлетт (СЭ)
Московская область

− − − − − − − −

2. Удача (СЭ)
Московская область

− − − − − − − −

3. Королева Анна (Э)
Московская область

− − − +
(31,1)

− − − −

4. Коломбо (Э)
Московская область

− − − +
(33,1)

− − − −

5. Гала (Э)
Московская область

+
(2,15)

− − +
(26,7)

− +
(26,0)

− −

6. Гала (РС-1)
Воронежская область

− − − +
(34,3)

− − − −

7. Сифра (РС-2)
Воронежская область

− − +
(2,28)

− +
(35,2)

− − +
(29,7)

8. Гала (РС-2)
Воронежская область

− − − − − − − −

9. Эволюшн (РС-2)
Воронежская область

− − − − − − − −

10. Пикассо (РС-2)
Воронежская область

+/−
(0,16)

− − +
(35,1)

− +
(28,3)

− −

P. atro – Pectobacterium atrosepticum	 P. spp. – Pectobacterium spp.	 D. sol – Dickeya solani 
D. dian – Dickeya dianthicola	 D. spp. – Dickeya spp.        
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allowed to detect additionally 2 samples with a posi-
tive reaction to Pectobacterium atrosepticum. The con-
ducted research has shown the possibility of using the 
test systems developed within the Federal Scientific 
and Technical Program of agriculture development for 
2017–2025 (subprogram “Development of potato and 
seed production in the Russian Federation”) for the de-
tection and identification of potato blackleg agents.
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тест-системы ПЦР-РВ на 26,0 и 28,3 циклах соот-
ветственно. Графики разгорания флуоресценции 
при анализе образцов с праймерами к P. atrosepticum 
приведены на рисунке 2.

Также однозначно выявляли присутствие 
в образце с. Сифра (РС-2) из Воронежской области 
бактерии Dickeya solani методом ИФА (оптическая 
плотность – 2,28), Dickeya spp. методом ПЦР-РВ (ООО 
«Синтол») на 35,2 цикле и Dickeya solani  с использо-
ванием новой тест-системы ПЦР-РВ на 29,7 цикле. 

При тестировании 2 образцов элиты из Мо-
сковской области (Королева Анна и  Коломбо) 
и  образца с. Гала (РС-1), поступившего из Воро-
нежской области, были получены положительные 
реакции на бактерии Pectobacterium spp. методом 
ПЦР-РВ (ООО «Синтол») (средние значения поро-
говых циклов: 31,1, 33,1 и  34,3 соответственно). 
Вместе с тем при использовании для тестирования 
метода ИФА и новых тест-систем ПЦР-РВ в данных 
образцах не было выявлено присутствие возбуди-
телей черной ножки картофеля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При сравнительном тестировании 20 сортообраз-
цов семенного картофеля, поступивших в Испы-
тательную лабораторию Федерального исследова-
тельского центра картофеля имени А.Г. Лорха от 
производителей из 4 регионов Российской Феде-
рации, в 15 случаях показано полное совпадение 
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Table 2
Results of testing samples of elite and reproductive potato seeds 
(in the column with RT-PCR data in brackets are the average values of the threshold cycles for 3 replications)

№ Variety sample

Test results

ELISA (optical density) RT-PCR (Сq ср.)

P. atro D. dian D. sol P. spp. D. spp. P. atro D. dian D. sol

1. Red Scarlett (super elite)
Moscow region

− − − − − − − −

2. Udacha (super elite)
Moscow region

− − − − − − − −

3. Queen Anna (elite)
Moscow region 

− − − +
(31.1)

− − − −

4. Colombo (elite)
Moscow region

− − − +
(33.1)

− − − −

5. Gala (elite)
Moscow region

+
(2.15)

− − +
(26.7)

− +
(26.0)

− −

6. Gala (A1)
Voronezh region

− − − +
(34.3)

− − − −

7. Sifra (A2)
Voronezh region

− − +
(2.28)

− +
(35.2)

− − +
(29.7)

8. Gala (A2)
Voronezh region

− − − − − − − −

9. Evolution (A2)
Voronezh region

− − − − − − − −

10. Picasso (A2)
Voronezh region

+/−
(0.16)

− − +
(35.1)

− +
(28.3)

− −

P. atro – Pectobacterium atrosepticum	 P. spp. – Pectobacterium spp.	 D. sol – Dickeya solani  
D. dian – Dickeya dianthicola	 D. spp. – Dickeya spp.

Rosii bakterialny patogen kartofelya]. Izvestiya TSKhA.  
2010; 3: 134–141. (In Russian.)

4.  Karlov A.N, Ignatov A.N, Karlov G.I, Pekhtere-
va E.S., Matveeva E.V, Shaad N.V, Varitsev Y.A., Jali-
lov  F.S. Diagnosis of the potato bacterial pathogen 
Dickeya dianthicola [Diagnostika bakterialnogo patoge-
na kartofelya Dickeya dianthicola]. Izvestiya TSKhA. 2011; 
3: 38–48. (In Russian.)

5.  Ignatov A.N., Lazarev A.M., Panycheva Yu.S., 
Provorov N.A., Chebotar V.K. Potato bacterial pathogens 
of the genus: mini-review on the taxonomy and etiology 
of diseases [Bakterialnye patogeny kartofelya roda Dick-
eya: mini-obzor po sistematike i etilologii zabolevaniy]. 
Agricultural Biology. 2018; 53 (1): 123–131. (In Russian.)

6.  Toth I.K., van der Wolf J.M., Saddler G., Lojkow-
ska E., Hélias V., Pirhonen M., Tsror L., Eiphinstone J.G. 
Dickeya species: an emerging problem for potato pro-
duction in Europe. Plant Pathology. 2011; 60: 385–399.

7.  Ignatov A.N., Karlov A.N., Jalilov F.S., Karanda
shov A.E., Knyazkina M.S., Kornev K.P., Pekhtereva E.S. 
The spreading in Russia of potato blackleg caused by 
Dickeya spp. [Rasprostranenie v Rossii chernoy nozhki 
kartofelya vyzyvaemoy bakteriyami roda Dickeya]. Plant 
protection and quarantine. 2014; 11: 41–43. (In Russian.)

8.  Lazarev A.M., Mysnik E.N., Varitsev Y.A., Zai
tsev I.A., Kozhemyakov A.P., Popov F.A., Volgarev S.A., 
Chebotar V.K. Areas and zones of harmfulness of the 
main plant bacterioses on the territory of Russia and 
neighboring countries [Arealy i zony vredonosnostu os-
novnykh bakteriozov rasteniy na territorii Rossii i so-
predelnykh stran]. St. Petersburg: VIZR, 2017. 136 p. 
(In Russian.)

9.  Anisimov B.V., Belov G.L., Varitsev Y.A., Elan-
sky S.N., Zhuromsky G.K., Zavriev S.K., Zeyruk V.N., 
Ivanyuk V.G., Kuznetsova M.A., Plyakhnevich M.P., 
Pshechenkov K.A., Simakov E.A., Sklyarova N.P., Sta-
shevsky Z., Uskov A.I., Yashina I.M. Protecting potatoes 
from diseases, pests and weeds [Zashita kartofelya ot 
bolezney, vrediteley i sornyakov]. M.: Kartofelevod, 
2009. 272 p. (In Russian.)

10.  Nadtochiy I.N., Lazarev A.M., Zaitsev I.A., Va
ritsev Y.A. On the prevalence and harmfulness of black-
leg of potato caused by bacteria of the genus Pectobacte-
rium [K voprosu o rasprostranennosti y vredonosnosti 
chernoy nozhki kartofelya, vyzyvayemoy bakteriyami 
roda Pectobacterium]. Potato growing. Collection of sci-
entific papers. Materials of the international scienti
fic and practical conference: “Methods of biotechno
logy in breeding and seed production of potatoes.” М.: 
GNU  VNIIKH Russian Agricultural Academy, 2014: 
225–230. (In Russian.)

11.  Ignatov A.N. It is necessary to increase the 
control of potato bacteriosis [Neobhodimo usilit borbu 
s bakteriozami kartofelya]. Potatoes and vegetables. 2011; 
5: 28–29. (In Russian.)

12.  Zaitsev I.A., Varitseva Yu.A., Lazarev A.M., Ga-
lushka P.A., Varitseva G.P. Monitoring of latent forms 
of spread of potato black leg and ring rot pathogens in 
the Russian Federation [Monitoring skrytykh (latent-
nykh) form rasprostraneniya vozbuditeley chernoy 
nozhki i koltsevoy gnili kartofelya v Rossiyskoy Federa
tsii]. Collection of scientific papers on the results of the 

результатов анализа при использовании 2 рутин-
ных и 1 испытуемой тест-системы (12 отрицатель-
ных и 3 положительные реакции). Использование 
новой тест-системы ПЦР-РВ на ранних этапах 
семеноводства для тестирования оригинального 
семенного картофеля позволило выделить допол-
нительно 2 образца с положительной реакцией на 
Pectobacterium atrosepticum. Проведенными иссле-
дованиями показана возможность использования 
разработанных в рамках ФНТП развития сельского 
хозяйства на 2017−2025 гг. (подпрограмма «Разви-
тие селекции и  семеноводства картофеля в  Рос-
сийской Федерации») тест-систем для выявления 
и  идентификации возбудителей черной ножки 
картофеля.
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