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Д ІА ГН О С ТИ К А  ВІРУСУ МАРМУРОВОСТІ ВИНОГРАДУ 
ЗА ДОПОМ ОГОЮ  ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАН ЦЮ ГО ВО Ї РЕАКЦІЇ

Проведено дослідження клонового та рядового матеріалу винограду різних сортів на наявність вірусу мармуроеості за 
допомогою полімеразної ланцюгової' реакції зі зворотною транскрипцією (ЗТ-ПЛР). У ході досліджень застосовано різні кон­
центрації Mg** (1,3,1,7 та 2,0 ммоль/л) з метою зменшення неспецифічних продуктів ампліфікації. Температуру відпалу (Т 
змінювано у процесі підбору найкращого режиму ампліфікації, °С: 52, 58, 60, 62. У ході дослідження встановлено оптимальну 
Т&а (62°С) та з ’ясовано оптимальну концентрацію Mg** у реакційній суміші (1,3 ммоль/л).

The clonal and regular grapevine material o f different cutbvars has been tested for the presence o f GFkV by polymerase chain 
reaction with reverse transcription (RT-PCR). Different concentrations o f Mg** (1,3 mM, 1,7 mM та 2,0 mM) were applied for decreasing 
of unspecific amplification products. Annealing temperature (T*J was changed to improve amplification results, °С: 52, 58, 60, 62 The 
optimal Га, was established (62°С). Optimal Mg* concentration in reaction mix (1,3 mM) was found out

Вступ. Вірус мармуровості винограду (ЄРкУ) широ­
ко розповсюджений у всіх виноградарських районах 
світу. Це латентний ізометричний флоемолімітований 
вірус, який не передається механічним шляхом, розмі­
ром 2&-30 нм, с одноланцюговою позитивно зарядженою 
молекулою олРНК довжиною 7564 пар основ. Філогенети­
чний аналіз вірусної реплікази та покривного білка пока­
зав, що ЭРкУ, можливо, належать до родів ТутоУігиз 
та МагаГмігив. Однак геномна організація вірусу, його

біологія, епідеміологія, цитопатологія та молекулярні 
властивості відрізняються від вказаних властивостей 
представників цих родів [1-7].

ЄРкУ входить до переліку вірусних інфекцій, на які, згі­
дно з програмою сертифікації' ЄС, виноград обов’язково 
тестується при виробництві садівного матеріалу [8].

Візуальний фітосанітарний контроль не дозволяє 
розпізнати кущі з латентною інфекцією, і з них заготов­
люється лоза для вегетативного розмноження рослин.
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Багато років діагностика вірусу мармуровості базувалася 
на щепленні на сорт-індикатор Рупестрис дю Ло. Основ­
на ознака захворювання -  посвітління жилок третього 
порядку та тканин, які до них прилягають. Ріст індикатора 
пригнічується, листя стає більш хлоротичним, хвилястим 
[4, 9] Проте цей метод потребує кількох років дослі­
дження. Необхідною постає діагностика за допомогою 
сучасних швидких серологічних ті молекулярно-генетич­
них методів аналізу. Метод полімеразної ланцюгової ре­
акції дозволяє в стислі терміни визначити інфікованість 
кущів винограду вірусом [1,6, 10,11].

Метою даної роботи була оптимізація методики 
проведення ЗТ-ПЛР для діагностики вірусу мармурово­
сті та дослідження деяких сортів винограду на наяв­
ність даного фітопатогену.

Матеріали і методи. Досліджували клоновий і ря­
довий матеріал прищепних сортів винограду госпо­
дарств півдня України та Республіки Молдова.

Для тестування кущів клонів винограду на наявність 
вЛкУ у серпні-вересні відбирали верхівки молодих паго­
нів з верхнім листям. З настанням холодів виділення віру­
су проводили у здерев’янілих пагонах. Зразки транспорту­
вали в лабораторію і досліджували в той самий день або 
зберігали за температури -20  °С впродовж кількох місяців. 
Зразки для проведення ПЛР готували згідно з [12].

Реакційна суміш для проведення зворотної транскрипції 
й полімеразної ланцюгової реакції (ЗТ-ПЛР) обсягом 25 мкл 
містила деіонізовану воду, 2,5 мкл 10-кратного ПЛР буфе­
ра (500 ммоль/л КСІ, 100 ммоль/л Тріс-НСІ, рН 9,0), 2,5 мкл 
сахарози (20 %) і крезолу, 2,5 мкл дезоксинуклеозидтрифо 
сфатів (ЦИТР) (2 ммоль/л), попередньо змішаних з 1,25 мкл 
дитіотріетолу (ДТТ) (0,1 моль/л), 1,25 мкл кожного з 
праймерів (10 ммоль/л), 1,25 од. Тац-полімерази (5 
од./мкл, “АмпліСенс", Росія), 8 од. ревертази (200 
од./мкл, “АмпліСенс”, Росія). Було випробовано конце­
нтрації Мд*” 1,3, 1,5 і 2 ммоль/л. Використовували 
(5’ С(СТ)СА(АОСА(СТ)АА(АО)СТ(АСС)ААССА 3’) та ЇЮ2 
(5‘ 6СССАТ6СА(ССТ)СТ(СС)А0(АС)0СС 3') ОБкУ 
праймери [2].

У реакційну суміш вносили по 2 мкл підготовленого 
зразка.

Як позитивний контроль використовували інфіко­
ваний вірусом мармуровості матеріал винограду, 
люб'язно наданий доктором Д. Босція (Університет 
Барі, Італія). Як негативні контролі використовували 
деіонізовану воду (для перевірки якості реактивів) та 
вільний від вірусу рослинний матеріал.

Зворотну транскрипцію проводили в термостаті за 52 °С 
упродовж ЗО хв. Ампліфікація включала 35 циклів (94°С -  
30 с, 56°С -  45 с, 72°С -6 0  с), а час елонгації в останньому 
циклі сягав 7 хв (А. Ровгані, особисте повідомлення). Тем­
пературу відпалу (Тад) змінювали у процесі підбору най­
кращого режиму ампліфікації, °С: 52, 58,60,62.

Реакція проходила у програмувальному термостаті "Те- 
рцик" фірми "ДНК-Технология" (Росія). Електрофорез про­
водили в 1,5%-ному агарозному гелі. Бромистий етидій для 
візуалізації продуктів ПЛР входив до складу трио-боратного 
буфера для електрофорезу ("АмпліСенс", Росія). Гель фо­
тографували за допомогою відеосистеми "Затзипд" в уль­
трафіолетовому світлі (довжина хвилі 312 нм). Для оцінки 
молекулярної маси ампліфікованих фрагментів використо­
вували маркери 800-200 пар основ ('АмпліСенс", Росія) та 
маркери фрагменти ДНК фапа А 2100-150.

Результати та їх обговорення. У ході дослідження 
методику проведення ПЛР для виявлення вірусу мар­
муровості винограду було оптимізовано.

У процесі підбору найкращого режиму ампліфікації з 
даною парою праймерів температуру відпалу змінюва­
ли. Було застосовано кілька Гвід, °С: 52 , 58, 60, 62.

Кращий результат було досягнуто за температури 62°С 
Синтезований за цієї температури фрагмент ДНК від­
повідав довжині амплікону для даної пари праймерів 
(386 п о ), крім того, меншою була кількість неспецифі­
чних продуктів реакції, ніж за інших температур відпалу.

З метою виключення неспецифічних продуктів реак­
ції було встановлено оптимальну концентрацію Мд** у 
реакційній суміші для проведення ПЛР. За концентрації 
1,3 ммоль/л МдЭОд і Гвю = 62°С неспецифічні продукти ре­
акції були відсутніми, а кількість ампліфікованих фрагмен­
тів достатньою для чіткої візуалізації в агарозному гелі.

За допомогою оптимізованої методики ПЛР прове­
дено тестування зразків рослинного матеріалу. Вияв­
лено, що вірус мармуровості поширений на різних при­
щепних сортах винограду.

Дослідження матеріалу винограду показало, що ві­
рус мармуровості виявлявся в насадженнях на терито­
рії України рідше, ніж на території Молдови, де в деяких 
випадках визначалась стовідсоткова інфікованість рос­
лин певного клону (див. рис.).

Електрофорез продуктів ЗТ-ПЛР в агарозному гелі:
1 -  негативний контроль; 2-6, 8-12 -  позитивні зразки ма­

теріалу винограду, ураженого вірусом мармуровості;
7 -  позитивний контроль; М -  маркери молекулярної маси 

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

Подальше вивчення поширення вірусу мармуровос­
ті дозволить отримати дані щодо епідеміології збудника 
на виноградниках півдня України та Молдови, а також 
дані щодо якості садівного матеріалу, який інтродуку- 
ється з-за кордону.

Висновки:
1. Оптимізовано методику ЗТ-ПЛР для виявлення 

вірусу мармуровості винограду, а саме;
-  встановлено оптимальну температуру відпалу для 

праймерів, що застосовувалися у ЗТ-ПЛР;
-  з’ясовано оптимальну концентрацію магнію в реакцій­

ній суміші для усунення неспецифічних продуктів ПЛР.
2. Зразки матеріалу винограду різних сортів, віді­

брані на виноградниках півдня України та Молдови, міс­
тили збудника вірусу мармуровості винограду.
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