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Вступ. Тестування винограду в лабора*
торних умовах є важливим тому, що дозво*
ляє уникнути розповсюдження хвороб на
нові виноградники. За останні роки вияв*
лення вірусних хвороб винограду супро*
воджувалось трудомісткими і довгостро*
ковими біологічними тестами [1]. Сьогод*
ні більшість  небезпечних вірусних хво*
роб винограду можна виявити швидкими
лабораторними тестами. В деяких випад*
ках при захворюванні винограду виявля*
ються характерні симптоми, які можна
легко ідентифікувати в польових умовах,
однак найчастіше зустрічаються симпто*
ми, які можуть бути викликані рядом при*
чин, у т. ч. фізіологічними відхиленнями
[2]. Для більшості вірусних хвороб  харак*
терні симптоми виявляються лише в пев*
ні пори року, наприклад, при вірусній хво*
робі скручування листя, його  почервонін*
ня на червоних сортах можна побачити в
кінці літа або восени [3]. Дослідження та*
ких кущів навесні дозволяє визначити ста*
тус  захворювання. В період спокою не*
можливо виявити в польових умовах сим*
птоми вірусної інфекції. Крім того, виног*
рад, уражений рядом вірусів може не ви*

являти симптомів інфекції. Таку латентну
ураженість можна визначити тільки в ре*
зультаті лабораторного тестування.

Останнім часом на виноградниках Ук*
раїни з'явилися небезпечні хвороби, які
викликаються фітоплазмою  і завдають
значних збитків.  Ці хвороби поширені в
Італії, Франції, Югославії, Німеччині,
але в Україні до 2004 р. не реєструвалися.
Найбільш шкодочинними та поширени*
ми серед таких хвороб в країнах Європи є
золотисте пожовтіння винограду [4]  та
почорніння деревини винограду [5]. Ці
дві хвороби за симптоматикою дуже схо*
жі, ідентифікацію їх можна провести
тільки лабораторними молекулярно*діаг*
ностичними методами [6, 7] .   

У 2004 р. почорніння деревини
виноградну було виявлено на території
Одеської області на сорті Шардоне — най*
більш чутливого до збудника фітоплазмо*
вої інфекції. 

Надзвичайно важливо проводити діаг*
ностику таких хвороб, оскільки це запобі*
гатиме їх розповсюдженню. Наші дослід*
ження було спрямовано на розробку швид*
ких і надійних методів діагностики.
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Метою даної роботи було досліджен*
ня деяких сортів винограду імпортного
походження на наявність вірусних і фі*
топлазмових хвороб. 

Матеріали і методи.  Дослідження
проводили  в лабораторії вірусології і мік*
робіології  ННЦ "Інститут виноградарства
і виноробства ім. В.Є. Таїрова" в 2013 р.
Матеріалом слугували саджанці сортів  Ка*
берне Совіньйон і Шардоне виробництва
Словенії, Німеччини, Франції і Молдови.  

Для проведення лабораторної діагнос*
тики латентного ураження  вірусними
хворобами відбирали один саджанець ви*
нограду з кожної сотні дослідженої партії. 

Вірусних антигенів виявляли метода*
ми імуноферментного аналізу (ІФА) з ви*
користанням тест*систем фірми "Agritest"
(Італія) та за допомогою полімеразної
ланцюгової реакції зі зворотною транс*
крипцією (ЗТ*ПЛР) з використанням
реактивів фірми "АмпліСенс" (Росія). Ви*
ділення вірусів проводили у здерев'янілих
пагонах. Зразки для проведення ПЛР го*
тували за [8]. Реакційна суміш для  прове*
дення зворотньої транскрипції і поліме*
разної ланцюгової реакції (ЗТ*ПЛР) обся*
гом 25 мкл містила дейонізовану воду, 10Х
ПЛР буфера (500 мМ КCl, 100 мМ Тріс*
НCl, рН 9,0), сахарозу (20 %) і крезоловий
червоний, 2 мМ дезоксінуклеозидтрифос*
фатів (dNTP), 0,1 M дитіотриєтола (ДТТ),
10 пмоль кожного праймера, 1,25 Од  Taq*
полімерази, 8 Од ревертази, 1,5 мМ
MgSO4 [1]. Використовували наступні па*
ри праймерів: CPV і CPC (GLRaV*1), С 547 і
Н 229 (GLRaV*3), oligoC1 і oligoV1 (GFLV)
[3]. У реакційну суміш вносили по 2 мкл
підготовленого зразка. В якості позитив*
ного контролю використовували інфіко*
ваний  вірусами коротковузля і скручуван*
ня листя матеріал винограду, люб’язно на*
даний доктором D. Boscia (Барійський уні*
верситет, Італія), а в якості негативного  —
дейонізовану воду.

Зворотню транскрипцію проводили у

термостаті за 52°С протягом  30 хв.  Амп*
ліфікація включала 35 циклів (94 °С —
30 с, 56 °С — 45 с, 72 °С — 60 с), а час елон*
гації в останньому циклі складав 7 хв. Для
GLRaV*1 у ході дослідження температура
відпалу була 52  °С, а для GFLV — 60 °С.

Реакцію проводили у програмувально*
му термостаті "Терцик" фірми "ДНК * Тех*
нология" (Росія). Електрофорез проводи*
ли в 1,5% агарозному гелі. Бромистий
етидій для візуалізації продуктів ПЛР вхо*
див до складу трис*боратного буфера для
електрофорезу. Гель фотографували за
допомогою відеосистеми  "Mintron" в
ультрафіолетовому світлі (довжина хвилі
312 нм). Для оцінки молекулярної ваги
ампліфікованих фрагментів  використо*
вували маркер молекулярної ваги 800—
200 пар основ нуклеотидів.  

Для діагностики фітоплазмової інфек*
ції виділення ДНК із здеревілих чубуків
проводили за методикою N. Habili. Для
цього брали зіскріб кортикального шару
чубука 0,2 г, гомогенізували з 0,02 г мета*
бісульфіта натрію і 2 мл екстракціоного
буферу. В епендорф об'ємом 1,5 мл дода*
вали 60 мкл 20 % саркозилу, інкубували
при 65 °С 30 хв у термостаті, після чого
додавали 0,6 мл суміші хлороформ/ізоа*
міловий спирт, струшували й завислі час*
тки вилучали центрифугуванням при
12000 об/хв. Переносили 0,65 мл водної
фракції в новий епендорф, додавали 
0,4 мл суміші хлороформ/ізоаміловий
спирт, добре струшували й центрифугува*
ли 10 хв при 14000 об/хв. Промивали
осад 0,6 мл холодним 76% етанолом,
який містив 100 мМ ацетату амонію. Доб*
ре висушували осад від етанолу й суспен*
дували в 200 мкл ТЕ*буферу рН 8,0. Після
чого додавали 0,5 мл холодного 100% ета*
нолу й 3 мкл 3 М ацетата натрію рН 4,6—
5,2; струшували і залишали на льоду 10 хв.
Центрифугували за 4°С 15 хв при 14000
об/хв. Промивали осад 1 мл холодного
70% етанолу, добре висушували від етано*
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лу й суспендували осад у 50 мкл ТЕ*буферу.
Виділену ДНК діагностували за  допомо*
гою полімеразної ланцюгової реакції. 

ПЛР*ампліфікацію проводили з уні*
версальною парою праймерів до різних
ділянок геному, специфічною для фітоп*
лазм fU5/rU3. Реакційна суміш (40 мкл)
складалась із 4 мкл буферу 10х для ПЛР;
1,2 мкл 1,6 мМ MgCl2; 5 мкл 2,5 mM
dNTPs; 2 мкл 5 μM праймеру fU5; 2 мкл 5
μM праймеру rU3; 0,4 мкл 5U/μl Taq
ДНК*полімерази; 22,8 мкл деіонізованої
води і 2 мкл нерозведеної виділеної ДНК
фітоплазми. 

Для збільшення виходу продукту ПЛР
проводили дві ампліфікації, оскільки піс*
ля першої продукт ПЛР візуально не спос*
терігався.  

Ампліфікація з цими праймерами скла*
далась із 35 циклів: 95 °С, 3 хв — денатура*
ція, 55 °С, 1 хв *  відпал і 72 °С, 6 хв 30 с —
елонгація в програмованому термостаті
"Терцик" фірми "ДНК — Технологія" (Ро*
сія). Для контролю чистоти реакції вико*
ристовували деіонізовану воду. Продукти
ПЛР (5 мкл) піддавали електрофорезу в
1,5% агарозному гелі в тріс*борат*ЕДТА*
буфері (ТВЕ) (тріс*борат 90 мМ, ЕДТА 
1 мМ; рН 8,2), використовуючи етидіум
бромід (EtBr). Маркером молекулярної
маси слугували фрагменти ДНК фага λ
2100 — 150 пар нуклеотидів. Продукт ПЛР
мав молекулярну масу 826 п.о. Результат
реєстрували на УФ*трансілюмінаторі з
довжиною хвилі 312 нм і фотографували з
допомогою відеосистеми "Biocom".

Результати досліджень. Було вста*
новлено відсоток кущів з латентною ін*
фекцією серед клонів підщепних сортів з

виноградників Одеської області. На на*
садженнях сорту Каберне Совіньйон з ви*
ноградників Одеської області виявлено
декілька зразків, уражених вірусом скру*
чування 1 серотипу; на насадженнях сор*
ту Шардоне ідентифіковано фітоплазмо*
ве захворювання — почорніння дереви*
ни. Усього було досліджено 63 зразки сор*
ту Каберне Совіньйон і 85 — Шардоне. На
наявність вірусу скручування 1 і 3 сероти*
пів досліджено 267 зразків обох сортів.
Встановлено, що із загальної кількості
проб 1 зразок інфіковано вірусом скручу*
вання 3 серотипу. Проведено візуальний
санітарний контроль та вибіркову іденти*
фікацію хвороби за допомогою методу
ЗТ*ПЛР на базових  та сертифікованих
маточниках загальною площею 50 га. Ви*
явлено та видалено 7 рослин з візуальни*
ми симптомами ураження  вірусом скру*
чування листя винограду і 45 рослин з
симптомами почорніння деревини. 

За допомогою цього методу проведе*
но перевірку значної частини матеріалу
перспективних клонів, рекомендованих
для подальшого розмноження,  на латен*
тне ураження вірусом скручування листя
винограду. Усі тестовані кущі виявилися
вільними від вірусу скручування листя.

В результаті досліджень методами ІФА
і ПЛР встановлено, що латентно ураже*
ний вірусами скручування листя і корот*
ковузля садивний матеріал  виробництва
Молдови і Словенії (табл.1, 2). Також
ідентифіковано почорніння деревини у
сорту Шардоне виробництва Франції, Ні*
меччини та Італії (табл. 3).  

Отже, використовуючи сучасні мето*
ди діагностики можна попередити заве*
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зення ураженого садивного матеріалу і
його розповсюдження.

Висновки
1. Найбільш ураженим латентною

формою вірусів скручування листя і ко*
ротковузля винограду є садивний матері*
ал виробництва Молдови.

2. Рослини сорту Шардоне виробниц*

тва Франції, Італії і Німеччини уражені
фітоплазмовою інфекцією — почорнін*
ням деревини винограду, 

3. Використання сучасних методів ді*
агностики — ІФА і ПЛР дозволяє в корот*
кий строк виявити і ідентифікувати вірус*
ні хвороби винограду і тим самим запобіг*
ти їх розповсюдженню.

Конуп А.І.,  Чистякова В.Л.,  Конуп Л.О. Ви=
русные фитоплазменные болезни винограда. Диаг=
ностика//Биоресурсы и природопользование. —
2014. — 6, № 3—4. — С. 77—80.

Сорта винограда, произрастающие в Украи�
не, изучали на зараженность вирусными и фитоп�
лазменными инфекциями методом полимеразной
цепной реакции и методом иммуноферментного
анализа. Установлено, что сертифицированные
клоны винограда импортного происхождения
также   инфифицированы этими инфекциями. 
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A. Konup,  V. Chystyakova, L. Konup. Virus and
phytoplasma diseases of grapes. Diagnostics //Biologi=
cal Resources and Nature Management. — 2014. — 6,
№ 3—4. — Р. 77—80.

Grapes grown in Ukrain are  studied for infection
of virus and phytoplasma infection by polymerase cha�
in reaction and of immynofermentals analysis. It is fo�
und that the infected viruses disease and phytoplasma
infection aren't appeared only ordinary landing mate�
rial but also certificated regular planting material.
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