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ВИЯВЛЕННЯ Вірусу КОРОТКОВУЗЛЯ ВИНОГРАДУ 
ЗА ДОПОМОГОЮ ІМУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛІЗУ 
ТА ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ

Для виявлення вірусу коротковузля винограду (GFLV) застосовували мето­
ди імуноферментного аналізу та полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). В 
ході дослідження оптимізована методика ПЛР. Проведено дослідження 
440 зразків винограду із насаджень півдня України, АР Крим та Республ­
іки Молдова на наявність латентної вірусної інфекції.
Ключові слова: імуноферментний аналіз, полімеразна ланцюгова реакція, 
вірус коротковузля винограду (GFLV).

Вірус коротковузля відноситься до родини Comoviridae, роду 
Nepovirus і є одним з найбільш шкідливих патогенів винограду. Ізо­
метрична вірусна частинка досягає 30 нм у діаметрі, її капсид скла­
дається з одного білка вагою 56 кДа. Геном вірусу представлений 
двома одноланцюговими позитивними РНК (РНК1 та РНК2). Вірус 
широко розповсюджений у світі. Поширення вірусу здійснюється не­
матодами Xiphinema index та Xiphinema italiae [1, 2, 3]. Інфікована 
рослина при вегетативному розмноженні може слугувати джерелом 
поширення вірусу на значній території. GFLV веде до значних втрат 
врожаю, погіршення його якості. Даний вірус викликає зменшення 
змісту цукру в ягодах на 1-3 %, а втрати врожаю при даному захво­
рюванні складають від 12 до 23 % [4].

Саме тому GFLV входить до переліку вірусних інфекцій, на які, 
згідно з програмою сертифікації Європейського Співтовариства, вино­
град обов'язково тестується при виробництві садивного матеріалу.

Контроль за розповсюдженням GFLV відбувається за допомогою рі­
зноманітних засобів профілактики, які базуються на своєчасній іденти­
фікації та знищенні інфекційного матеріалу, що дозволяє зменшити 
рівень захворюваності та звести до мінімуму економічні втрати. Внаслі­
док цього визначення інфікованих рослин має дуже важливе значення.

3 розвитком молекулярно-генетичних методів дослідження стало 
можливим встановлення наявності вірусу в рослині. Полімеразна 
ланцюгова реакція (ПЛР) — метод, що знайшов широке застосування 
в діагностиці завдяки високій специфічності [3, 5, 6, 7].

Крім ПЛР, одним із найбільш чутливих методів діагностики є 
імуноферментний аналіз (ІФА) [8]. Незважаючи на швидкий розвиток
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молекулярно-генетичних методів, ІФА поряд із ПЛР залишається са­
мим надійним методом детекції вірусів винограду [9, 10, II].

Тестування рослин на присутність патогенів дозволяє не тільки 
виявити заражені і вільні від збудників виноградники, але й сприяє 
вивченню екології збудників, розробці профілактичних заходів, спря­
мованих на боротьбу з GFLV.

Метою даної роботи було виявлення GFLV на виноградниках Укра­
їни і Молдови за допомогою ІФА і ПЛР та оптимізація методики 
ПЛР.

Матеріал і метоли досліджень
За період з 2002 по 2004 рік були проведені скринінгові дослі­

дження 440 зразків кленового та рядового матеріалу винограду різ­
них сортів на наявність вірусу коротковузля (GFLV). Зразки відбира­
ли на виноградниках півдня України, АР Крим та Республіки Молдо­
ва.

Відбір зразків. Для тестування кущів клонів винограду в серпні - 
вересні відбирали верхнє листя рослин. З настанням холодів виділен­
ня вірусу провадили в здерев'янілих пагонах. Зразки транспортували 
в лабораторію і досліджували в той же день або зберігали при — 
20 °С протягом декількох місяців.

Полімеразна ланцюгова реакція
Приготування зразків. Зразок вагою 100 мг готували з верхніх 

листів або зі скрібків здерев'янілих пагонів, поміщали у стерильну 
ступку і заливали 2 мл екстракційного карбонатного (GGB) буфера. 
Стерильною маточкою ретельно гомогенізували рослинну тканину. До 
складу ООВ буфера (рН 9,6) входили наступні компоненти: Na2CO3 — 
1,59 г/л, NaHCO3 — 2,93 г/л, 20 г/л РVР-40, 2 г/л BSA, 0,5 г/л Tween 
20, 10 г/л Na2S2O5.

До 25 мкл екстракційного гліцинового (GES) буфера додавали 
2 мкл утвореної суспензії і протягом 10 хвилин суміш прогрівали у 
термостаті при 95 °С. Після цього зразки витримували на льоду 3 го­
дини. Отриману суспензію використовували в полімеразній ланцюго­
вій реакції зі зворотною транскрипцією для виявлення GFLV 
(N. Habili, особисте повідомлення). До складу GES буфера (рН 9,0) 
входили наступні компоненти: 0,05 М NaCl, 0,1 М гліцин, 1 мМ 
ЕДТА, 0,5 % Тритон Х-100.

Проведення зворотної транскрипції і полімеразної ланцюгової ре­
акції (ЗТ-ПЛР).

Використовували oligoC1 та oligoV1 праймери, підібрані до ділянки 
геному, що знаходиться на З'-кінці РНК2 та кодує капсидний протеїн. 
Праймер oligoC1 є комплементарним до послідовності нуклеотидів 
1064 -1083 (5'CCAAAGTTGGTTTCCCAAGA3'), а праймер oligoV1 відпо­
відає послідовності 762-781 (5'ACCGGATTFACGTGGGTGAT3') [3, 12].

Реакційна суміш об'ємом 25 мкл містила по 12,71 мкл дейонізо- 
ваної води, 2,5 мкл 10Х ПЛР буфера (500 мМ KCl, 100 мМ Tріс-HCl,
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рН 9,0), 2,5 мкл сахарози (20 %) і крезолу, 2,5 мкл 2 мМ дезоксину- 
клеозидтрифосфатів (dNTP), попередньо змішаних з 1,25 мкл 0,1 М 
дитіотриетолу (ДТТ), 1,25 мкл кожного із праймерів (10 мМ), 0,25 мкл 
Taq-полімерази (5 Од/мкл, "АмплиСенс", Росія), 0,04 мкл ревертази 
(200 Од/мкл, "АмплиСенс", Росія).

В ході досліджень застосовували різні концентрації М^++ (1,3 мМ, 
1,7 мМ та 2,0 мМ) з метою зменшення неспецифічних продуктів 
ампліфікації.

У реакційну суміш вносили по 2 мкл підготовленого зразка.
Зворотну транскрипцію провадили у термостаті при 52 °С протя­

гом 30 хвилин. Ампліфікація включала 35 циклів (94 °С — 30 сек, 
56 °С — 45 сек, 72 °С — 60 сек), а час елонгації в останньому циклі 
сягав 7 хвилин (Rowhani А., особисте повідомлення). Температуру 
відпалу змінювали у процесі підбору найкращого режиму ампліфіка­
ції для даного вірусу. Для ампліфікації використовували програмува­
льний термоциклер "Терцик" фірми "ДНК-Технология" (Росія).

Аналіз ПЛР продуктів. Електрофорез продуктів ПЛР провадили у 
1,5 % агарозному гелі. Тріс-боратний буфер для електрофорезу містив 
бромід етидію ("АмплиСенс", Росія). За допомогою відеосистеми 
"Samsung" гель фотографували в ультрафіолетовому світлі (довжина 
хвилі 312 нм).

Позитивними контролями у ПЛР слугували зразки, приготовлені з 
верхнього листя інфікованих GFLV рослин, негативними контролями - 
дейонізована вода. В якості маркерів молекулярної ваги застосовува­
ли маркери 200-800 пар основ ("АмплиСенс", Росія).

Імуноферментний аналіз
Для ІФА використовували діагностичні набори фірми "Agritest" 

(Італія). ІФА провадили відповідно до рекомендацій цієї фірми. Для 
виявлення GFLV використовували "сендвіч"-метод ІФА.

Результати та їх обговорення
Звичайно ідентифікацію збудника здійснюють шляхом щеплення 

винограду досліджуваних сортів на сорти-індикатори. Однак цей ме­
тод потребує дослідження тривалістю від декількох місяців до одного 
року. В даній роботі тестування винограду на інфікованість GFLV 
проведено за допомогою ПЛР аналізу.

В процесі підбору найкращого режиму ампліфікації з даною парою 
праймерів температура відпалу була змінена. Було застосовано декіль­
ка температур відпалу (Твід): 53 °С, 56 °С, 60 °С, 61 °С, 62 °С. Кращих 
результатів було досягнуто при температурах 53 °С і 61 °С. Синтезо­
ваний при цих температурах фрагмент ДНК відповідав довжині амп- 
лікону для даної пари праймерів (321 п. о.) [8], крім того, спостеріга­
лася менша кількість неспецифічних продуктів реакції, ніж при ін­
ших температурах.

З метою виключення неспецифічних продуктів реакції була встано­
влена оптимальна концентрація М^++ у реакційній суміші для прове-
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дення ПЛР. За концентрації 1,3 мМ М ^ 0 4 і Твід = 61 °С не спосте­
рігалося неспецифічних продуктів реакції, а кількість ампліфікованих 
фрагментів була достатньою для чіткої візуалізації в агарозному гелі. 
Збільшення концентрації магнію призводило до появи більш яскра­
вих смуг ампліконів, тобто до збільшення ефективності ПЛР, але вод­
ночас спостерігалася поява смуг неспецифічної ампліфікації (рис. 1).

Ч  ,

Рис. 1. Електрофорез продуктів ПЛР в агарозному гелі. 1, 2 — Тві = 53 °С, 1,3 
мМ М§++; 3, 4 — Твід — 53 °С, 1,7 мМ М§++; 5, 6 — Твід = 53 °С, 2,0 мМ М§++;
7, 8 — Твід = 61 °С,І,3 мМ М§++; 9, 10 — Твід = 61 °С,І,7 мМ М§++; 11, 12 —

Твід = 61 °С, 2,0 мМ М§++; М — маркери молекулярної ваги.
Застосування зазначених методів дослідження дозволило виявити 

інфікованість деяких прищепних сортів винограду вірусом короткову- 
зля на насадженнях півдня України, АР Крим та Молдови.

З 288 зразків винограду, відібраних на виноградниках Одеської та 
Херсонської областей, інфікованим вірусом GFLV виявився лише 
1 зразок.

Серед 119 зразків, отриманих з Криму, позитивними були 5 зраз­
ків.

Два зразки, що надійшли з Республіки Молдова, виявилися ураже­
ними GFLV, при цьому загальна кількість досліджених зразків скла­
дала 33.

Таким чином, для встановлення наявності вірусу коротковузля 
винограду поряд з імуноферментним аналізом можна успішно засто­
совувати полімеразну ланцюгову реакцію.
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Висновки
1. Оптимізована методика ПЛР для виявлення вірусу коротковузля 

винограду, а саме:
— встановлена оптимальна температура відпалу для праймерів, що 

застосовувалися у ПЛР;
— з'ясована оптимальна концентрація магнію у реакційній суміші 

для усунення неспецифічних продуктів ПЛР.
2. Окремі зразки матеріалу винограду різних сортів, відібрані на 

виноградниках півдня України, АР Крим та Республіки Молдо­
ва, містили збудника вірусу коротковузля винограду.

Висловлюемо щиру подяку лабораторії вірусології та мікробіології 
Одеського коньячного заводу, на базі якої проводилася експеримента­
льна робота, доктору А. Rowhani (США) та доктору N. НаЬіІі (Авст­
ралія) за надану допомогу та консультації в процесі роботи по 
ПЛР-діагностиці GFLV.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ВИРУСА КОРОТКОУЗЛИЯ ВИНОГРАДА 
ПРИ ПОМОЩИ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА 
И ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ
Резюме
Для выявления вируса короткоузлия винограда (GFLV) применяли методы 

иммуноферментного анализа и полимеразной цепной реакции. В ходе исследова­
ния оптимизирована методика ПЦР. Проведено тестирование 440 образцов виног­
рада на наличие латентной вирусной инфекции в насаждениях юга Украины, АР 
Крым и Республики Молдова.

Ключевые слова: иммуноферментный анализ, полимеразная цепная реакция, 
вирус короткоузлия винограда.

I. D. Zhunko
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Dvoryanskaya St. 2, Odessa 65026, the Ukraine

DETECTION OF GRAPEVINE FANLEAF VIRUS BY 
IMMUNOENZYME ASSAY AND POLYMERASE CHAIN REACTION
Summary
The enzyme-linked immunosorbent assay and polymerase chain reaction have been 

used for detection of grapevine fanleaf virus (GFLV). The protocol of polymerase chain 
reaction was optimized during the investigation. 440 grapevine samples from vineyards 
of the Ukraine, Crimea and Republic of Moldova were tested for the presence of latent 
viral infection.

Keywords: enzyme-linked immunosorbent assay, polymerase chain reaction, grapevine 
fanleaf virus.
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