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ТЕСТУВАННЯ ДЕЯКИХ СОРТІВ ВИНОГРАДУ 
НА НАЯВНІСТЬ ЗБУДНИКА БАКТЕРІАЛЬНОГО 

РАКУ І ВІРУСІВ КОРОТКОВУЗЛЯ 
ТА СКРУЧУВАННЯ ЛИСТЯ

Деякі підщепні і прищепні сорти виноград у, які культивуються в Укріпні, 
досліджували на інфіковаиість нухлиііоутворювальними агробактеріями, вірусом 
коротковузля винограду і вірусами скручування листя винограду 1-го та 3-го серо- 
шиніа за допомогою методів імуноферменшного аналізу і полімеразної ланцюгової 
реакції. У ході дослідження параметри полімеразної ланцюгової реакції були мо­
дифіковані. Показано, що інфікованими збудником бактеріального раку виявилися 
не тільки рядовий садивний матеріал, а й сертифіковані клони винограду. Клано­
вий матеріал виявився вільним від в ірусів  коротковузля і скручування листя ви­
нограду. у  той час як рядовий садивний матеріал був  інфікований фішовірусами. 
Одержані результати вказують на необхідність включення Ayrobacterium v i tis  у  
перелік збудників, тестування на наявність яких сертифікованого садивного ма­
теріалу винограду с обов’язковим.

К л ю ч о в і с л о в a: Ayrobacterium vitis,  вірус коротковузля винограду, вірус  
скручування листя винограду, полімеразна ланцюгова реакція, імуноферменшний 
аналіз.

Ayrobacterium vitis — нухлиноутворювальні бактерії, які уражують 
виноград, — здатні викликати безсимнтомну інфекцію як на прищепних, 
так і на підщепних сортах. Бактерії, потрапивши крізь пошкодження до 
рослини, переносяться по судинній системі і призводять до системної 
інфекції [7, 14].

Сорти винограду чутливі до бактеріального раку різною мірою [б, 
11 |. Серед підщепних сортів більш чутливими до зараження A. v itis  е 
Vitis berlandieri х Vitis riparia Кобера 5ББ, V. berlandieri х V. riparia 
СО(. Пухлини виявляються на цих сортах частіше, ніж на сортах 
і ’, riparia х \ r. rupestris 101-14 і V. riparia  х V. rupestris 3309 [6J. 
Згідно з даними літератури, підщепні сорти V. riparia  і V. rupestris 
загалом більш резистентні до ураження бактеріальним раком, ніж сорти 
V’. vinifera  18, 24].
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Високочутливими прищепними сортами винограду с Каберне Со- 
віньйон, Мускат Олександріііськнй, Мерло, Восторг , Страшені ький |4 |. 
Ступінь ураження певного сорту належить від кліматичної доми культи­
вування винограду 17 1.

Одним із найбільш небезпечних для винограду фітовірусів с вірус 
скручування листя (OLRaV), широко розповсюджений у світі. Виділя­
ють 7 серологічно відмінних типів клостеровірусів (GLRaV 1 7). Най­
поширенішими е перший і третій серотинп (GLRaV-1 і GLRaV-З). Хво­
роба головним чином передасться із садивним матеріалом. Однак у дея­
ких регіонах має місце розповсюдження за допомогою кокцид (1, 18]. 
Типові симптоми скручування на червоних сортах винограду проявляються 
у вигляді почервоніння між жилками та скручування листкової пластинки 
донизу. На інших сортах винограду симптоми скручування можуть не 
спостерігатися, але деякі фізіологічні зміни слугують індикаторами на­
явності вірусної інфекції І Ні].

Дуже небезпечним вірусом є також вірус коротковузля винограду 
(GFLV). Цей шкідливий вірус поширюється за допомогою нематод виду 
Xi))hinema index [1, 10]. Симитоми хвороби залежать від чутливості сор­
ту та вірулентності патогену. Спочатку на листі з'являються світло-зе­
лені плями, пізніше — симптоми асиметрії та редукції листя, нетипове 
жилкування. На нагонах утворюються подвійні вузли іі короткі міжвуз­
ля [ 1, Ні].

Візуальний фітосапітарнпй контролі» не дозволяє розпізнати кущі з 
латентною інфекцією і запобігти заготовленню з них лози для вегетатив­
ного розмноження рослин. Багато років діагностика вірусів скручування 
листя винограду та коротковузля базувалася на щепленні на сортті-інди- 
каторн. Однак цей метод потребує декількох років дослідження. Необхід­
ною стає діагностика за допомогою сучасних швидких серологічних та 
молекулярно-генетичних методів аналізу. Метод полімеразної ланцюго­
вої реакції (ГІДР) дозволяє в короткий термін визначити наявність нух- 
лнноутворювальннх бактерій у лозі, корінні винограду, грунті, інфіко- 
ваиість кущів винограду фітопатогенннми вірусами | 12, 15, 17, 20]. Для 
виявлення вірусних інфекцій винограду ефективно застосовується метод 
імуноферментиого аналізу (ІФА), який також є високочутливим і спе­
цифічним методом діагностики |2, 3, 9, 25].

Метою даної роботи було дослідження деяких сортів винограду на 
інфікованість збудником бактеріального раку і наявність вірусних захво­
рювати» скручування листя і коротковузля.

Матеріали і методи. На інфікованість ііухлиноутворювальніїми аг- 
робактеріями впродовж 2003 р. досліджували клони підщепних сортів 
V. berlandieri х V. г і pari а Кобера 5ББ, Г. berlandieri х Г. гірагіа 
СО,, Г. гірагіа х \'. rupestris 101-Н і W гірагіа  х W rupestris 3309 
(ОАО “Украі ро” Овідіопольський р-н, Одеська обл.), клони іірііщепно- 
го сорту Каберне Совіньйоп (господарства Одеської області), рядовий са­
дившій матеріал прищепних сортів Страшенськніі, Восторі (господарства 
Херсонської обл.), Цитропипй Магарача (АР Крим). Вищевказані при­
щепні сорти винограду також досліджували на наявність таких вірусів, 
як вірус скручування листя виног раду (1-й та 3-й серотнни) і вірус ко­
ротковузля винограду.
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Виділення збудника бактеріального раку зі здерев'янілої лози вино­
граду проводили згідно з методом Lchoczky [ 14] з висівом на иапівселек- 
тивне середовище Рой і Cacepa (RSM) (22]. Після інкубації впродовж 
5 7 днів при 25 *С колонії пересівали на скошений картопляний агар.
ПЛР проводили з ДНК, виділеними з однодобовнх культур шляхом теп­
лового лізису бактеріальної суспензії (12, 23]. Загальний об’єм реакцій­
ної суміші для проведення ПЛР становив 20 мкл, об’єм зразка -- 5 мкл. 
У реакційну суміш вносили по 10 нмоль кожного з праіімерів, 200 мкМ 
кожного дезоксинуклеозидтрифосфату, 2 Од Taq-нолімерази, 2 мМ 
MgSOj, 4 мкл буфера для проведення ПЛР (5х) (усі реагенти фірми 
“АмплнСенс", Росія). Використовували праймери до послідовності ipt Ті- 
плазмідн І 12 |.

Позитивним контролем слугував патогенний штам A. tumefaciem FA2, 
люб'язно наданий доктором T.J. Burr (Корпельеькпй університет, СІІІА). 
Негативним контролем — деіонізована вода.

Ампліфікацію проводили згідно з Haas et al. f 121, збільшивши час 
початкової денатурації до 3 хв |5 |,  а температуру відпалу у процесі до­
бору оптимальних параметрів ПЛР — до 52 °С.

Для т ест ув ан н я  кущів клонів винограду на наявність GLRaV-1 та 
GLRaV-3 у серпні-вересні відбирали нижнє листя рослин, а для виявлен­
ня GFLV верхнє листя. З настанням холодів виділення вірусу прово­
дили із здерев’янілих пагонів. Зразки транспортували в лабораторію і 
досліджували в той самий день або зберігали при “ 20 °С протягом 
декількох місяців. Зразки для проведення ПЛР готували згідно з Rowhani 
et al. I 21 J.

Реакційна суміш для проведення зворотної транскрипції і нолімераз- 
ної ланцюгової реакції (ЗТ-ПЛР) обсягом 25 мкл містила деіонізовану 
воду, 10х П Л Р  буфер (500 мМ КС І, 100 мМ Трнс-НСІ, pH 9,0), саха­
розу (20 "„) і крезоловпй червоний, 2 мМ дезокспнуклеозндтрнфосфатів 
(dN IP ), 0,1 М днтіотреїтолу (ДТТ), К) нмоль кожного праймера, 
1,25 Од Taq-нолімерази ( “АмплнСеиє"), 8 Од ревертазн ( “АмплнСенс”, 
Росія), 1,5 мМ Mj*SO,(21]. Для тестування на присутність GFLV кон­
центрація магнію була оптнмізована і становила 1,3 мМ. Використовува­
ли такі пари праіімерів: CPV і CPC (GLRaV-1), С 547 і II 229 (GLRaV-3), 
oligoCI і oligoVl (GFLV) [ 17 -  19].

У реакційну суміш вносили по 2 мкл підготовленого зразка.
Як позитивний контроль використовували інфікований вірусами ко- 

ротковузля і скручування листя матеріал винограду, люб’язно наданий 
доктором І). Boscia (Барійськнй університет, Італія). Як негативний 
контроль деіонізовану воду.

Зворотну транскрипцію проводили у термостаті при 52 °С протягом
ЗО хв. Ампліфікація включала 35 циклів (94 °С ЗО с, 56 °С ..
45 с, 72 °С 60 с), а час елонгації в останньому циклі сягав 7 хв 
(A. Rowhani, особисте повідомлення). Для GLRaV-î у ході дослідження 
температура відпалу була зменшена до 53 °С, а для GFLV збільшена 
до 61 °С.

Реакцію проводили у програмувальному термостаті "Терпіне" фірми 
“ДНК-Технологня” (Росія). Електрофорез здійснювали в 1,5 %-му ага­
розному гелі. Бромистий етндій для візуалізації продуктів ПЛР входив
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Рис. 1. Електрофорез продуктів СІЛР з праймерами ip t  в агарозному гелі. М 
маркер молекулярної ваги; 2 негативний контроль; 7 позитивний контроль 
штам Agrabaeterium tnmefacicns FA2; 10 позитивний зразок сорту Восторг: S (і, 
<S\ 9. II, 12, ІЗ негативні зразки сортів Восторг та Страшенськпіі

до складу трнс-боратного буфера для електрофорезу ( “ЛмплиСенс”, 
Росія). Гель фотографували за допомогою підсос поеми “Samsung” н 
ультрафіолетовому світлі (довжина хвилі 312 нм). Для оцінки .молеку­
лярної ваги ампліфіковаиих фрагментів застосовували маркер 800- 
200 и. о. ( “АмплиСеис”, Росія).

Для ЇФЛ використовували діагностичні набори фірми “Agritest” (Іта­
лія). ГФЛ проводили згідно з рекомендаціями цієї фірми. Для виявлен­
ня GLRaV-1, GLRaV-З та GFLV застосовували “сеидвіч’-метод ГФЛ.

Результати та їх обговорення. За даними дослідників, латентне 
інфікування пухлнноутворювальними агробактеріямп можливе на всіх 
підщепних сортах [4]. У ході дослідження нами був встановленіїіі відсо­
ток кущів з латентною інфекцією серед клонів підщепних сортів з вино­
градників Одеської обл. Усього було иротестовано 84 кущі клонів вино­
граду. Сорти V. berlandicri х V'. гірагіа СО, Г. гі/нігіа х V'. rupestris 
101-14 і V. гірагіа  х V. râpes tris 3309 виявилися вільними від збудни­

ка, у тоіі час як 1'. berlandicri х 
х W гірагіа Кобера 5ББ у 6.2 % 
випадків був ураженпіі бактері­
альним раком (табл. 1).

Аналізували кущі клопів при­
щепного сорту Каберне Совінь- 
ііон, рядовиіі сади виші матеріал 
прищепних сортів Отрашенськиіі. 
Восторг (рис. І). Іінгронніпі Ма- 
гарача. Усього було иротестовано 
180 кущів винограду прищепних 
сортів.

Т а С л її ц я 1
Інфікованість підщепних сортів 

винограду A g r o b a c t e r i u m  v i t i s

Сорт
Відсоток

інфікованих
кущів.

Г. berlandicri х 1'. гірагіа СО, 0
Г. гірагіа х Г. rupestris 101-И 0
1 гірагіа х \ rupestris 3309 0
V. berlandicri х Р. гірагіа
Кобера ,)Ы> 6,2
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Рис. 2. Електрофорез продуктів 1121Р з праймерами С517 і 11229 в агарозному гелі. 
V  маркер молекулярної ваги: 0 негативний контроль; 7 позитивний конт­
ролі, (iI.RaV-.i; І. 9 по.іитпшн зразки сорту Цитринний Магарача; 2 5, 8, 10, 11
негативні зразки сорту Цитринний Магарача

Найбільш ураженими бактеріальним раком серед прищепних сортів 
виявилися Каберне Совіиьйои і Восторг (табл. 2).

Слід відмітити, той факт, що інфікованими бактеріальним раком ви­
являються не тільки рядовий садивний матеріал, а й клони винограду. 
До системи сертифікації садивного матеріалу, прийнятої Європейським 
співтовариством, не входить тестування рослин на наявність збудника 
бактеріального раку винограду. Як наслідок, садивний матеріал може 
містити A. v ilis . Симптоми захворювання проявляються на саджанцях 
з латентною інфекцією вже на 2 - 3-й рік після посадки. З ураженим 
садивним матеріалом збудник бактеріального раку потрапляє до грун­
ту, п інфікована ділянка може довгий час залишатися резервуаром 
A. v ilis  1121

Одержані результати вказують на необхідність включення A. v itis  
у перелік збудників, тестування на наявність яких сертпфікованого са­
дивного матеріалу е обов’язковим.

Т а б л и ц я 2
Інфікованість прищепних сортів винограду A g r o b a c t e r i u m  v i t i s  

і деякими фітовірусамн

Сорг Матеріал
Інфікопаність кутів, "о

. і  riris GI.RaV 1 GLRaV-3 G ГІД '

Каберне Соніпьйоп Клиновий 21,4 0,0 0,0 0.0
Страшеїіський Рядовий 10,0 0,0 10,0 10,0
Восторг 25,0 5.0 5,0 0,0
1 Вітринний Магарача 7.0 0,0 10,0 0,0
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Сорти Каберне Совіньііоп. Страшенськпй, Восторг та Цнтронниіі 
Магарача досліджували на наявність латентної інфіковаиосгі вірусами 
GLRaV-1, GLRaV-3 і GFLV. Вняішлося, що кущі рядового матеріалу 
сортів Восторг, Цитро и nuit Магарача та Страшенськиіі містили збудник 
скручування листя винограду, причому сорти Цитроннші Магарача та 
Страшенськиіі були інфіковані вірусом скручування листя 3-го серотипу 
(рис. 2), а сорт Восторг — 1-м та 3-м серотипами вірусу. Зразки сорту 
Страшенськиіі також містили збудник коротковузля винограду, годі як 
клоновиГі матеріал сорту Каберне Совіпьнон виявився вільним від збуд­
ників даних вірусних інфекцій. Одержані результати свідчать про важ­
ливість сертифікації садивного матеріалу винограду, оскільки кущі клонів, 
що прошили тестування на наявність вірусних інфекцій, не містять збуд­
ників GLRaV-1, GLRaV-3, GFLV', а рядовий матеріал виявився інфі­
кованим.

Подальші дослідження у даному напрямку дозволять зробити вис­
новки про поширеність бактеріального раку, скручування листя і корот­
ковузля на виноградниках. Кущі клопів, які були закуплені за кордо­
ном, необхідно обов’язково тестувати на наявність збудника бактеріаль­
ного раку винограду.

Hue.іон.поемо щиру подяку доктору T.J. Burr ( США )  і доктору 
І). Hoscia (Іт алія) за надані позитивні контролі, доктору A. Rotchani 
( США)  за допомогу з методикою ЗТ  ПЛР. докт. біол. //. С.С. М плюші 
і каш), біол. н. Г.Д. Тслс/.есву (Україна) за допомогу в освоєнні мсто 
дики І L'IP.

l i . ll .  Мнлкус, Л.А. Котрі, ІІ.Д. Жунько. 11.11. .'Ііімаїикая 
Одесский национальный университет

ТЕСТИРОВАН ME НЕКОТОРЫХ СОРТОВ ВИНОГРАДА 
НА НАЛИЧИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ ПАКТЕ РИАЛ MIO ГО РАКА 

И ВИРУСОВ КОРОТКОУЗЛИЯ II СКРУЧИВАНИЯ ЛИСТЬЕВ

Р I' 3 К) м е

Некоторые подвойпые и нрнвойные сорта винограда, культивируемые в Ук­
раине, исследовали на зараженность онухолеобразующнмн агробактерними, ви­
русом короткоуздня винограда, вирусами скручивания листьев винограда 1-го н 
3-го серотипов при помощи методов иммунофермептного анализа н полимераз­
ной ценной реакции. В ходе исследования параметры полимеразной ценной ре­
акции были модифицированы. Показано, что инфицированными бактериальным 
раком являются не только рядовой посадочный материал, но и сертифицирован­
ные клопы винограда. Клоповый материал оказался свободным от вирусов ко 
роткоу.члня h скручивания листьев винограда, в то время как рядовой посадоч­
ный материал был инфицирован фитовнрусамн. Полученные результаты указы­
вают на необходимость включения A yivbaclcr in m  ci l  is в список возбудителей, 
тестирование на присутствие которых посадочного материала является обяза­
тельным.

К л io ч е в ы е с л о в a: Aorobdctcrium viti.s. вирус короткоуздня винограда, 
вирус скручивания листьев винограда, полимеразная ценная реакция, нммунофер- 
ментный анализ.
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II.. V. Millais. I Копир.  LI), Zlninkn. N.V. Liimwska 
Odessa National University

TESTING OF SOME GRAPEVINE CULTIVARS 
I'OR THE PRESENCE OF CROWN GALL DISEASE AGENT 

AND FAN LEAF AND LEAFROLL VIRUSES

S u m in a г у

Some rootstoi ks and scion cultivars grown in Ukraine have been tested for the 
presence of tuniorigenir agrohactcria. grapevine fan leaf and grapevine leafroll viruses of 
the l s! and З'ч! serotypes by polymerase chain reaction and enzyme linked immunosorbent 
assay. The conditions of polymerase chain reaction were modified in the course of 
investigations. It was shown that the certified material as well as regular planting 
material may be infected by the agent of crown gall disease. Certified grapevine material 
was free from grapevine tanleaf and grapevine leafroll viruses; at the same time the 
regular planting material was infected by both viruses. Our data indicate the necessity 
of including AproluH teriuni v i t is  in the list of pathogens that should be tested in the 
process of certified planting material production.

К e у w о r d n. Afjrohacterium vitis, grapevine tanleaf virus, grapevine leafroll 
virus, polymerase chain reaction, enzyme-linked immunosorbent assay.
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