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ÇÒ-ÏËÐ ²ÄÅÍÒÈÔ²ÊÀÖ²ß ÏÐÅÄÑÒÀÂÍÈÊ²Â ÐÎÄ²Â
VITIVIRUS ÒÀ FOVEAVIRUS, ÇÁÓÄÍÈÊ²Â ÕÂÎÐÎÁ
ÂÈÍÎÃÐÀÄÓ

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ â³ðóñ³â A, B âèíîãðàäó, áîðîçíèñòîñò³ äåðåâèíè Ðóïåñòð³ñ
çàñòîñîâóâàëè ìåòîä ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñ-
êðèïö³ºþ. Â õîä³ äîñë³äæåííÿ îïòèì³çîâàí³ ïàðàìåòðè ðåàêö³¿ � òåìïåðà-
òóðà â³äïàëó òà êîíöåíòðàö³ÿ ìàãí³þ.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ, çâîðîòíà òðàíñêðèïö³ÿ, â³-
ðóñ À âèíîãðàäó (GVÀ), â³ðóñ Â âèíîãðàäó (GVÂ), áîðîçíèñò³ñòü äåðåâèíè
Ðóïåñòð³ñ (RSPàV).

Êîìïëåêñ áîðîçíèñòîñò³ äåðåâèíè (àíãë. � "Rugose wood
complex" � RWC) ñêëàäàºòüñÿ ç ÷îòèðüîõ îêðåìèõ çàõâîðþâàíü, ÿê³
øèðîêî ðîçïîâñþäæåí³ ó âñüîìó ñâ³ò³ òà õàðàêòåðèçóþòüñÿ óòâîðåí-
íÿì ÿìîê ³ áîðîçíèí íà çäåðåâ'ÿí³ëîìó öèë³íäð³ [1, 2].

Äî ñêëàäó RWC âõîäÿòü ïðåäñòàâíèêè äâîõ ñàìîñò³éíèõ ðîä³â
Foveavirus òà Vitivirus [1, 2, 3, 4, 5, 6]:

� Áîðîçíèñò³ñòü äåðåâèíè Ðóïåñòð³ñ � àíãë. � "Rupestris stem
pitting" � RSPàV;

� Â³ðóñ Â âèíîãðàäó (îïðîáêîâ³ííÿ êîðè) � àíãë. � "Grapevine
virus B" � GVB;

� Â³ðóñ À âèíîãðàäó (ÿì÷àò³ñòü äåðåâèíè Êîáåðà) � àíãë. �
"Grapevine virus A" � GVA;

� ßì÷àò³ñòü äåðåâèíè ËÍ 33 � àíãë. � "LN 33 stem grooving".
Ãíó÷ê³ â³ðóñí³ íèòêîïîä³áí³ ÷àñòèíêè ñÿãàþòü ó ðîçì³ð³

800 õ 12 íì, êàïñèä ñêëàäàºòüñÿ ç îäíîãî á³ëêà âàãîþ 22�26 êÄà ó
â³ò³â³ðóñ³â � GVA, GVB òà 28 êÄà � ó RSPaV [1, 3, 7]. Ãåíîì â³ðóñ³â
ïðåäñòàâëåíèé îäí³ºþ îäíîëàíöþãîâîþ ïîçèòèâíîþ ìîëåêóëîþ ÐÍÊ
[2, 3].

Ïîøèðåííÿ â³ðóñ³â çä³éñíþºòüñÿ çà ùåïëåííÿ ðîñëèí, íåäîáðîÿê³ñ-
íèì ñàä³âíèì ìàòåð³àëîì, áîðîøíèñòèìè ÷åðâåöÿìè (GVA, GVB)
(Pseudococcus affinis, Ps. longispinus, Planococcus citri, Pl. ficus) òà ìå-
õàí³÷íèì øëÿõîì [6, 8, 9].

Äàí³ â³ðóñè ìîæóòü âèêëèêàòè çàòðèìêó ðîñòó êóù³â òà ñëàáêèé
õëîðîç ëèñòÿ. Ñïåöèô³÷íèìè ñèìïòîìàìè äëÿ ö³º¿ ãðóïè çàõâîðþâàíü

© ². Ä. Æóíüêî, Í. Â. Ë³ìàíñüêà,
 Á. Í. Ì³ëêóñ, Ë. Î. Êîíóï, 2005



137

º óòâîðåííÿ íà øòàìá³, ³íîä³ íà ðóêàâàõ òà êîð³íí³ ÿìîê, âèäîâæåíèõ
áîðîçíèíîê äîâæèíîþ 50 ìì, ùî ñïðèÿº ðîçòð³ñêóâàííþ øòàìáà ³
ðóêàâ³â [10, 11].

Ñåðåä çàõâîðþâàíü RWC áîðîçíèñò³ñòü äåðåâèíè Ðóïåñòð³ñ íàé-
á³ëüø ðîçïîâñþäæåíà ó ñâ³ò³, ìàáóòü çàâäÿêè òîìó, ùî íàé÷àñò³øå
âîíà ïðîò³êàº ó ëàòåíòí³é ôîðì³, íå âèêëèêàþ÷è õàðàêòåðíèõ ñèìïòî-
ì³â òà íå âïëèâàþ÷è íà ð³ñò ³ âðîæàéí³ñòü êóù³â [2].

Óñ³ âèùåçàçíà÷åí³ â³ðóñè âõîäÿòü äî ñèñòåìè ñåðòèô³êàö³¿ ªâðî-
ïåéñüêîãî Ñï³âòîâàðèñòâà, çã³äíî ç ÿêîþ âèíîãðàä îáîâ'ÿçêîâî òåñòó-
ºòüñÿ ïðè âèðîáíèöòâ³ ñàä³âíîãî ìàòåð³àëó [12].

²ñíóº äåê³ëüêà ìåòîä³â òåñòóâàííÿ âèíîãðàäó íà íàÿâí³ñòü â³ðóñ³â
äàíî¿ ãðóïè:

1. Â³çóàëüíèé (ô³òîñàí³òàðíèé) êîíòðîëü � óñêëàäíþºòüñÿ ëàòåíò-
íîþ ³íôåêö³ºþ;

2. ²íäåêñàö³ÿ ùåïëåííÿì íà ³íäèêàòîðí³ ñîðòà Ðóïåñòð³ñ äþ Ëî,
Êîáåðà 5 ÁÁ, ËÍ 33 òà ³íø³. Õàðàêòåðí³ ñèìïòîìè ïðîÿâëÿþòü-
ñÿ íà äðóãèé � òðåò³é ð³ê ï³ñëÿ çàðàæåííÿ;

3. Ñåðîëîã³÷íèé ìåòîä � ³ìóíîôåðìåíòíèé àíàë³ç (äëÿ GVA, GVB)
[13, 14];

4. Ìîëåêóëÿðíî-á³îëîã³÷íèé ìåòîä � ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàê-
ö³ÿ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ (ÇÒ-ÏËÐ) [1, 11].

Îñòàíí³ äâà ìåòîäè º íàéá³ëüø íàä³éíèìè äëÿ ä³àãíîñòèêè â³ðóñ-
íèõ çàõâîðþâàíü âèíîãðàäó.

Ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî íàëàãîäæåííÿ ìåòîäèêè òà îïòèì³çàö³ÿ
ïàðàìåòð³â ðåàêö³¿ ÇÒ-ÏËÐ äëÿ âèÿâëåííÿ GVÀ, GVÂ, RSPaV.

Ìàòåð³àë ³ ìåòîäè äîñë³äæåíü

Äëÿ íàëàãîäæåííÿ ìåòîäèêè âèêîðèñòîâóâàëè çðàçêè, ïðèãîòîâëåí³
ç âåðõíüîãî ëèñòÿ ³íô³êîâàíèõ êóù³â âèíîãðàäó, ëþá'ÿçíî íàäàíèõ
äîêòîðîì D. Boscia (óí³âåðñèòåò Áàð³, ²òàë³ÿ).

Çðàçîê âàãîþ 100 ìã ïîì³ùàëè ó ñòåðèëüíó ñòóïêó, çàëèâàëè 2 ìë
åêñòðàêö³éíîãî êàðáîíàòíîãî (GGÂ) áóôåðà òà ðåòåëüíî ãîìîãåí³çóâà-
ëè. Äî ñêëàäó GGÂ áóôåðà (ðÍ 9,6) âõîäèëè íàñòóïí³ êîìïîíåíòè
(ã/ë): Na2CO3 � 1,59, NaÍCO3 � 2,93, PVP-40 � 20, BSA � 2, Tween
20 � 0,5, Na2S2O5 � 10.

Óòâîðåíó ñóñïåíç³þ â îá'ºì³ 2 ìêë äîäàâàëè äî 25 ìêë åêñòðàêö³é-
íîãî ãë³öèíîâîãî (GES) áóôåðà (0,05 Ì NaCl, 0,1 M ãë³öèí, 1 ìÌ ÅÄÒÀ,
0,5 % Òðèòîí Õ-100, ðÍ 9,0) ³ ïðîòÿãîì 10 õâèëèí ñóì³ø ïðîãð³âàëè
ó òåðìîñòàò³ ïðè 95 °Ñ. Ïîò³ì çðàçêè âèòðèìóâàëè 3 ãîäèíè íà ëüîäó
[15]. Îòðèìàíó ñóñïåíç³þ âèêîðèñòîâóâàëè â ïîë³ìåðàçí³é ëàíöþãîâ³é
ðåàêö³¿ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ äëÿ âèÿâëåííÿ GVÀ, GVÂ, RSPaV,
ïàðàìåòðè ÿêî¿ ëþá'ÿçíî ïîâ³äîìèâ äîêòîð N. Habili (Àâñòðàë³ÿ).

Äëÿ ïðîâåäåííÿ ÇÒ-ÏËÐ âèêîðèñòîâóâàëè íàñòóïí³ ïàðè ïðàéìå-
ð³â:

1. äëÿ äåòåêö³¿ GVÀ � Ñ 995 (5' � AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG
� 3') òà Í 587 (5' � GACAAATGGCACACTACG � 3') [16];

ÇÒ-ÏËÐ ³äåíòèô³êàö³ÿ â³ðóñ³â âèíîãðàäó...
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2. äëÿ äåòåêö³¿ GVÂ � Ñ 410 (5' � ATCAGCAAACACGCTTGAACCG
� 3') òà Í 28 (5' � GTCCTAAGAACGTCTTCACAGC � 3') [17];

3. äëÿ äåòåêö³¿ RSPaV � 13 (5' � GATGAGGTCCAGTTGTTTCC �
3') òà 14 (5' � ATCCAAAGGACCTTTTGACC � 3') [2].

Ðåàêö³éíà ñóì³ø îá'ºìîì 25 ìêë ì³ñòèëà ïî 12,71 ìêë äåéîí³çî-
âàíî¿ âîäè, 2,5 ìêë 10Õ ÏËÐ áóôåðà (500 ìÌ ÊCl, 100 ìÌ Òð³ñ-ÍCl,
ðÍ 9,Î), 2,5 ìêë ñàõàðîçè 20 % ³ êðåçîëó, 2,5 ìêë 2 ìÌ äåçîêñè-
íóêëåîçèäòðèôîñôàò³â (dNTP), ïîïåðåäíüî çì³øàíèõ ç 1,25 ìêë 0,1 M
äèò³îòðèåòîëó (ÄÒÒ), 1,25 ìêë êîæíîãî ³ç ïðàéìåð³â (10 ìÌ), 0,25 ìêë
Taq-ïîë³ìåðàçè (5 Îä/ìêë, "Àìïëè-Ñåíñ", Ðîñ³ÿ), 0,04 ìêë ðåâåðòàçè
(200 Îä/ìêë, "ÀìïëèÑåíñ", Ðîñ³ÿ). Â õîä³ äîñë³äæåíü çàñòîñîâóâàëè
ð³çí³ êîíöåíòðàö³¿ Mg++. Ó ðåàêö³éíó ñóì³ø âíîñèëè ïî 2 ìêë ï³äãî-
òîâëåíîãî çðàçêà.

Çâîðîòíó òðàíñêðèïö³þ ïðîâàäèëè ó òåðìîñòàò³ ïðè 52 °Ñ ïðîòÿãîì
30 õâèëèí. Àìïë³ô³êàö³ÿ âêëþ÷àëà 35 öèêë³â (94 °Ñ � 30 ñåê, 56 °Ñ �
45 ñåê, 72 °Ñ � 60 ñåê), à ÷àñ åëîíãàö³¿ â îñòàííüîìó öèêë³ ñÿãàâ
7 õâèëèí (Rowhani A., îñîáèñòå ïîâ³äîìëåííÿ). Òåìïåðàòóðó â³äïàëó
(Òâ³ä) çì³íþâàëè ó ïðîöåñ³ ï³äáîðó íàéêðàùîãî ðåæèìó àìïë³ô³êàö³¿
äëÿ äàíîãî â³ðóñó. Äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ âèêîðèñòîâóâàëè ïðîãðàìóâàëü-
íèé òåðìîöèêëåð "Òåðöèê" ô³ðìè "ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ" (Ðîñ³ÿ).

Åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â ÏËÐ ïðîâàäèëè ó 1,5 % àãàðîçíîìó ãåë³.
Òð³ñ-áîðàòíèé áóôåð äëÿ åëåêòðîôîðåçó ì³ñòèâ áðîì³ä åòèä³þ ("Àìï-
ëèÑåíñ", Ðîñ³ÿ). Çà äîïîìîãîþ â³äåîñèñòåìè "Samsung" ãåëü ôîòîãðà-
ôóâàëè â óëüòðàô³îëåòîâîìó ñâ³òë³ (äîâæèíà õâèë³ 312 íì).

Â ÿêîñò³ ìàðêåð³â ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè çàñòîñîâóâàëè ìàðêåðè 200�
800 ïàð îñíîâ ("ÀìïëèÑåíñ", Ðîñ³ÿ) òà ìàðêåðè � ôðàãìåíòè ÄÍÊ
ôàãà λ ðîçì³ðîì 150�2100 ïàð îñíîâ. Íåãàòèâíèìè êîíòðîëÿìè ñëó-
ãóâàëà äåéîí³çîâàíà âîäà òà åêñòðàêòè çäîðîâèõ ðîñëèí.

Ðåçóëüòàòè òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

Àìïë³ô³êàö³ÿ ç ïàðàìè ïðàéìåð³â Ñ 995 òà Í 587, Ñ 410 òà Í 28
ïîñë³äîâíîñòåé ãåíîìó â³ðóñ³â GVÀ ³ GVÂ ïðèçâåëà äî ïîÿâè ÷³òêèõ
ñìóã àìïë³êîí³â çàäàíî¿ äîâæèíè (430 ï. î. òà 450 ï. î. â³äïîâ³äíî)
çà óìîâàìè ÇÒ-ÏËÐ, îïèñàíèìè A. Rowhani, à ñàìå ïðè òåìïåðàòóð³
â³äïàëó (Òâ³ä) 56 °Ñ òà êîíöåíòðàö³¿ Mg++ 1,5 ìÌ (ðèñ. 1).

Ó âèïàäêó òåñòóâàííÿ ðîñëèí íà ïðèñóòí³ñòü â³ðóñó RSPaV ðåàêö³ÿ
ïîòðåáóâàëà ïîäàëüøî¿ îïòèì³çàö³¿, îñê³ëüêè âêàçàí³ ïàðàìåòðè íå
äîçâîëÿëè îòðèìàòè äîñòàòíþ ê³ëüê³ñòü îäèíè÷íîãî ïðîäóêòà ÇÒ-ÏËÐ.

Â ïðîöåñ³ ï³äáîðó íàéêðàùîãî ðåæèìó àìïë³ô³êàö³¿ ç ïàðîþ ïðàé-
ìåð³â 13 òà 14 äî ïîñë³äîâíîñò³ ãåíîìó RSPaV òåìïåðàòóðà â³äïàëó
áóëà çì³íåíà. Áóëî çàñòîñîâàíî äåê³ëüêà òåìïåðàòóð â³äïàëó (Òâ³ä):
52 °Ñ, 56 °Ñ, 58 °Ñ, 60 °Ñ. Êðàùèõ ðåçóëüòàò³â áóëî äîñÿãíóòî ïðè òåìïå-
ðàòóð³ 60 °Ñ. Çà òàêèõ óìîâ ñèíòåçóâàâñÿ ôðàãìåíò ÄÍÊ (ðèñ. 2), ÿêèé
â³äïîâ³äàâ äîâæèí³ àìïë³êîíó äëÿ äàíî¿ ïàðè ïðàéìåð³â 339 ï. î. [2].
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Ðèñ. 1. Åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â ÇÒ-ÏËÐ â àãàðîçíîìó ãåë³: 1, 2 � ïîçèòèâí³
êîíòðîë³ GVÀ; 3, 4 � íåãàòèâí³ êîíòðîë³; Ì � ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè

(2100, 1400, 1000, 600, 470, 280, 150).

ÇÒ-ÏËÐ ³äåíòèô³êàö³ÿ â³ðóñ³â âèíîãðàäó...

Ðèñ. 2. Åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â ÇÒ-ÏËÐ â àãàðîçíîìó ãåë³: 1�3 � Ò
â³ä

 = 52 °Ñ;
4�6 Ò

â³ä
 = 56 °Ñ; 7�9 � Ò

â³ä
 = 58 °Ñ; 10�12 � Ò

â³ä
 = 60 °Ñ; Ì � ìàðêåðè ìîëåêó-

ëÿðíî¿ âàãè

Êð³ì òîãî, âñòàíîâëþâàëè îïòèìàëüíó êîíöåíòðàö³þ Mg++ ó ðåàê-
ö³éí³é ñóì³ø³. Ç ìåòîþ îòðèìàííÿ âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ àìïë³êîí³â òà
óíèêíåííÿ íåñïåöèô³÷í³õ ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ âèïðîáîâóâàëè íà-
ñòóïí³ êîíöåíòðàö³¿: 1,0 ìÌ, 1,2 ìÌ òà 1,5 ìÌ (ðèñ. 3).

Çà ðåçóëüòàòàìè öèõ äîñë³ä³â îïòèìàëüí³ ïàðàìåòðè ÇÒ-ÏËÐ äëÿ
âèÿâëåííÿ â³ðóñó RSPaV áóëè íàñòóïíèìè: êîíöåíòðàö³ÿ MgSO4 �
1,5 ìÌ òà Òâ³ä = 60 °Ñ.

Âèùåçãàäàí³ íàëàãîäæåí³ òà îïòèì³çîâàí³ ìåòîäèêè ÇÒ-ÏËÐ äëÿ
³äåíòèô³êàö³¿ ïðåäñòàâíèê³â ðîä³â Vitivirus òà Foveavirus, ùî ïàðàçè-
òóþòü íà âèíîãðàä³, ìîæóòü óñï³øíî çàñòîñîâóâàòèñÿ äëÿ ñêðèí³íãà
âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ ðîñëèí. Ïîäàëüø³ äîñë³äæåííÿ äîçâîëÿòü âèâ÷èòè
åï³äåì³îëîã³þ òà ðîçïîâñþäæåííÿ çáóäíèê³â öèõ çàõâîðþâàíü â Óêðà-
¿í³.
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Ðèñ. 3. Åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â ÇÒ-ÏËÐ â àãàðîçíîìó ãåë³: 1�3 � 1,0 ìÌ Mg++;
4�6 � 1,2 ìÌ Mg++; 7, 8 � íåãàòèâí³ êîíòðîë³; 9�11 � 1,5 ìÌ Mg++; Ì � ìàð-

êåðè ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè (2100, 1400, 1000, 600, 470, 280, 150 ï. î.).

Âèñíîâêè

1. Âïåðøå â Óêðà¿í³ íàëàãîäæåíà ìåòîäèêà ÇÒ-ÏËÐ äëÿ âèÿâëåííÿ
â³ðóñ³â êîìïëåêñó áîðîçíèñòîñò³ äåðåâèíè (GVÀ, GVÂ, RSPàV);

2. Âñòàíîâëåíà îïòèìàëüíà òåìïåðàòóðà â³äïàëó äëÿ ïðàéìåð³â 13
³ 14 òà ç'ÿñîâàíà îïòèìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ ìàãí³þ ó ðåàêö³éí³é
ñóì³ø³ äëÿ äåòåêö³¿ RSPàV.

Âèñëîâëþºìî ùèðó ïîäÿêó äîêòîðó A. Rowhani (ÑØÀ), äîêòîðó
D. Boscia (²òàë³ÿ) òà äîêòîðó N. Habili (Àâñòðàë³ÿ) çà íàäàíó äîïîìîãó
òà êîíñóëüòàö³¿ â ïðîöåñ³ ðîáîòè ïî ÇÒ-ÏËÐ-ä³àãíîñòèö³.
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ÎÒ-ÏÖÐ ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈß ÏÐÅÄÑÒÀÂÈÒÅËÅÉ ÐÎÄÎÂ
VITIVIRUS È FOVEAVIRUS, ÂÎÇÁÓÄÈÒÅËÅÉ ÁÎËÅÇÍÅÉ
ÂÈÍÎÃÐÀÄÀ

Ðåçþìå
Äëÿ èäåíòèôèêàöèè âèðóñîâ À, Â âèíîãðàäà, áîðîçä÷àòîñòè äðåâåñèíû Ðóïåñò-

ðèñ ïðèìåíÿëè ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé. Â
õîäå èññëåäîâàíèÿ îïòèìèçèðîâàíû ïàðàìåòðû ðåàêöèè � òåìïåðàòóðà îòæèãà è
êîíöåíòðàöèÿ ìàãíèÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, âèðóñ
À âèíîãðàäà (GVÀ), âèðóñ Â âèíîãðàäà (GVÂ), áîðîçä÷àòîñòü äðåâåñèíû Ðóïåñòðèñ
(RSPàV).
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RT-PCR IDENTIFICATION OF GRAPEVINE DISEASE AGENTS �
THE MEMBERS OF THE VITIVIRUS AND FOVEAVIRUS GENERA

Summary
The polymerase chain reaction with reverse transcription has been used for

identification of the grapevine virus A, the grapevine virus B, Rupestris stem pitting
associated virus. The parameters of the reaction � annealing temperature and
magnesium concentration were optimized during the investigation.
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