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Вступ. Вірусні хвороби винограду
призводять до значних збитків у регіо*
нах з розвинутим виноградарством, 
у т. ч. і в Україні [1]. Виноградарство сві*
ту кожен рік втрачає приблизно 10%
врожаю через ураження вірусними хво*
робами [4]. 

Одним із шляхів обмеження поши*
рення вірусів є фітосанітарна селекція.
У Європейському Економічному співто*
варистві кущі клонів винограду переві*
ряються на такі віруси: коротковузля
(GFLV), скручування листя (GLRaV 1—
7), мармуровість (GFkV), борознистість
деревини Рупестріс, ямчатості деревини
Кобера і відсутність афінітету, ямчатості
деревини ЛН*33.  

Основним  джерелом розповсюджен*
ня бактеріального раку винограду є са*
дивний матеріал, який візуально здоро*
вий, але містить латентну форму збудни*
ка бактеріального раку.  Візуальний фіто*
санітарний контроль не дозволяє вияви*
ти кущі з латентною інфекцією і запобіг*
ти заготовленню з них лози для вегета*

тивного розмноження рослин. Багато
років діагностика вірусів  базувалася на
щепленні на сорти*індикатори. Однак
цей метод потребує декількох років дос*
лідження. 

На даний час існує ряд сучасних швид*
ких методів діагностики вірусних захво*
рювань  винограду. Наприклад, метод по*
лімеразної ланцюгової реакції дозволяє у
короткі строки визначити інфікованість
кущів винограду фітопатогенними віруса*
ми  [5, 6, 9, 11]. Для виявлення вірусних
інфекцій винограду ефективно застосову*
ється також імуноферментний аналіз,
який  є високочутливим, специфічним
методом діагностики [2, 8].

Метою даної роботи було досліджен*
ня деяких сортів винограду на  наявність
вірусних захворювань. 

Матеріали та методика досліджень.
У період  2010—2012 рр. проводились
скринінгові дослідження 440 зразків кло*
нового та рядового матеріалу винограду
різних сортів на наявність  вірусів корот*
ковузля  (GFLV) та  мармуровості (GFkV).

ВІРУСНІ ХВОРОБИ ВИНОГРАДУ 
НА ПІВДНІ УКРАЇНИ  

УДК (578.5:632.38+579.25:632.35):634.8.03/05

А.І. Конуп, молодший науковий співробітник
Національний науковий центр
"Інститут виноградарства і виноробства ім. В.Є. Таїрова"
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Зразки відбирали на виноградниках пів*
дня України. Для досліджень використо*
вували зразки із специфічними симпто*
мами захворювання і без них (рис.1, 2).

Для тестування кущів клонів виногра*
ду в серпні*вересні відбирали верхнє лис*
тя рослин. З настанням холодів віруси ви*
діляли із  здерев'янілих пагонів. Зразки
транспортували в лабораторію і досліджу*
вали в той же день або зберігали при 
—20 °С протягом декількох місяців.

Для тестування винограду на віруси
використовували імуноферментний ана*
ліз з діагностичними наборами фірми
"Agritest" і ПЛР*аналіз з різними парами
праймерів: для детекції GLRaV 1—
CPV/CPC; GLRaV—3 — C547/H229; GVA
— C995/H587; GVB — C547/H229; RSPaV
—13/14; GFLV — oligoC1/oligo V1; GFkV
— RD1/RD2. 

Реакційна суміш для  проведення зво*
ротньої транскрипції і полімеразної лан*
цюгової реакції (ЗТ*ПЛР) обсягом 25 мкл
містила дейонізовану воду, 10Х ПЛР буфе*
ра (500 m КCl, 100 m Тріс*НCl, рН 9,0), са*
харозу (20 %) і крезоловий червоний, 2
mМ дезоксінуклеозидтрифосфатів
(dNTP), 0,1 M дітіотриєтолу (ДТТ), 10
pmol кожного праймера, 1,25 U  Taq*полі*
мерази  ("АмплiСенс", Росія), 8 U реверта*
зи ("АмпліСенс", Росія), 1,5 mМ MgSO4

(для GLRaV—1 та  GLRaV—3), 1,3 mМ
MgSO4 (для GFLV). У реакційну суміш
вносили по 2 мкл підготовленого зразка.

Зворотню транскрипцію проводили у
термостаті при 52 °С протягом 30 хв.
Ампліфікація включала 35 циклів (94 °С
— 30 сек, 56 °С — 45 сек, 72 °С — 60 сек), а
час елонгації в останньому циклі сягав 
7 хв (Rowhani A., особисте повідомлен*
ня). Для GLRaV—1 температуру відпалу
було зменшено до 53  °С, а для GFLV *—
збільшено до 61 °С.

Реакцію здійснювали у програмуваль*
ному термостаті "Терцик" фірми "ДНК *
Технология" (Росія). Електрофорез про*
водили в 1,5 % агарозному гелі. Бромис*
тий етідій для візуалізації продуктів ПЛР
входив до складу трисборатного буферу
для електрофорезу ("Амплісенс", Росія).
Гель фотографували за допомогою відео*
системи  "Samsung" під УФ*випроміню*
ванням (довжина хвилі 312 нм). Для
оцінки молекулярної ваги ампліфікова*
них фрагментів  використовували мар*
кер 800—1000 пар основ ("Амплісенс",
Росія). Вірус коротковузля і скручування
листя винограду винограду діагностува*
ли методом ЗТ*ПЛР*Rt у реальному часі.
Використовували праймери oligoC1/oli*
goV1 для вірусу коротковузля і CPV/CPC
* для скручування листя 1*го серотипу. На

Рис. 1. Морфологічні зміни листків винограду, зараженого вірусом  
коротковузля (сорт Одеський сувенір) (а); симптоми скручування 
листя винограду (сорт Каберне Совіньйон) (б)
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основі  нуклеотидних послідовностей ге*
нів було підібрано праймери і зонди, мі*
чені флуоресцентними мітками  FAM,
JOE, які дозволяють проводити детек*
цію флуоресценції у режимі реального
часу. Ампліфікацію здійснювали згідно з
рекомендаціями [9] у термоциклері Ro*
tor Gene 6000 (Corbett, Австралія).

Результати досліджень. Сорти Ка*
берне Совіньон, Рислінг рейнський,
Мерло рожеве, Одеський чорний та
Шардоне досліджували на ураженість ві*

русами винограду. Виявилося, що кущі
Рислінг рейнський, Мерло рожеве та
Шардоне не містили збудників вірусних
хвороб винограду. Сорт Каберне Совінь*
йон був уражений вірусом скручування
листя першого серотипу, сорт Одеський
чорний — вірусом коротковузля в різній
ступені відсоткового співвідношення.

Під час електрофоретичного розді*
лення ідентифіковано РНК*фрагмент
розміром близько 320 пар нуклеотидних
залишків (п.о.) (рис. 2).

Рис. 2.  Електрофорез продуктів реакції в агарозному гелі: 6 � зразки, інфіковані 

вірусом коротковузля винограду, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 � зразки, що не містять вірусу коротковузля; 

1 � негативний контрольний зразок;  9 �  позитивний контрольний зразок, уражений вірусом коротковузля;

М � маркер молекулярної маси (200 � 800 пар основ) 
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Діагностика вірусів коротковузля і
скручування листя методом ЗТ*ПЛР у ре*
жимі реального часу забезпечує отриман*
ня найбільш якісних і точних результатів
ПЛР*анализу (рис. 3, 4), замінює детекцію
продуктов ПЛР методом електрофорезу
(рис. 2). При цьому немає сенсу відкрива*
ти і діставати продукти ампліфікації, що
зводить до мінімуму ризик контамінації
лабораторії продуктами ПЛР. Автоматич*

ний облік результатів дозволяє виключи*
ти суб'єктивні помилки при інтерпрета*
ції отриманих даних. 

Висновки
1. Розроблено методику виявлення ві*

русу коротковузля винограду методом
ЗТ*ПЛР з детекцією флуоресценції в ре*
жимі реального часу.

2. За допомогою методів  ІФА і ПЛР
встановлено, що садивний матеріал як ім*

Рис. 3. Детекція вірусу коротковузля винограду методом ЗТ�ПЛР у режимі 
реального часу: 1� зразок, заражений вірусом кортковузля; 2 � позитивний  

контроль, 3 � негативний контроль

Рис. 4. Детекція вірусу скручування винограду першого серотипу методом ЗТ�ПЛР 
у режимі реального часу: 1� зразок, заражений вірусом скручування першого серотипу; 2 �

позитивний  контроль, 3 � негативний контроль
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портного, так і вітчизняного виробництва,
латентно уражений вірусними хворобами. 

3. Розроблено молекулярно*генетич*
ний метод детекції вірусних патогенів.

4. ПЛР*метод дозволяє за короткий
час протестувати велику кількість дос*
ліджуваного матеріалу. 
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Конуп А.И.  Вирусные  болезни винограда
на юге Украины //Биоресурсы и природо:
пользование. — 2013. — 5, № 3—4. —С. 79—84.

Исследования различных сортов виногра�
да на скрытое вирусоносительство позволи�
ли установить зараженность вирусными бо�
лезнями, что связано с низким качеством по�
садочного материала. Методом иммунофер�
ментного анализа и полимеразной цепной ре�
акции с обратной транскрипцией обнаруже�
ны и идентифицированы в посадочном ма�
териале винограда вирусы короткоузлия  и
скручивания листьев.
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