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Картопля (Solanum tuberosum L.) є цінною 
сільськогосподарською культурою у всьому світі. 
В Україні вона культивується практично скрізь та 
особливо в областях поліської та лісостепової 
зони і переважно вирощується в приватному 
секторі.  

Останнім часом зростає інтерес, щодо 
збільшення врожайності та переведення цієї 
культури у промислові масштаби. Однією з 
передумов високої продуктивності картоплі є 
використання якісного та вільного від 
фітопатогенів різної природи посадкового 
матеріалу, що на сьогодні ставлять за мету 
основні промислові компанії в Україні, так як і в 
світі вцілому. Особливу увагу в останні часи 
привертають патогени саме вірусного 
походження, оскільки вони виявляються 
найважче, із-за складностей, які пов’язані з 
внутрішньоклітинним паразитизмом та нерідко 
латентною формою ураження. 

Найбільш розповсюдженими в світі є Х, Y, M 
та S віруси картоплі, які є збудниками смугастої 
мозаїки, зморщування, мозаїчного скручування 
листя, тощо. Ці хвороби є одною з головних 
причин різкого зниження врожаїв картоплі до 30 
відсотків [5].  

Метою нашої роботи було визначення 
нуклеотидної послідовності українських ізолятів 
вірусів картоплі для розробки вітчизняних 

діагностичних тест-систем на основі полімеразної 
ланцюгової реакції у реальному часі. Дані тест-
системи вирішують в майбутньому проводення 
якісного та кількісного аналізу зразків 
посадкового матеріалу картоплі на предмет 
наявності латентної вірусної інфекції та 
визначення вірусного навантаження в 
посадковому матеріалі з високим ступенем 
вірогідності. 

 

Матеріали і методика досліджень 

Виділення сумарної РНК проводили за 
допомогою комерційного реагенту «TRIZOL» 
(Invitrogen), реакцію реверс-транскрипції 
проводили за допомогою комерційного набору 
«RevertAid» (Fermentas) згідно із рекомендаціями 
виробника. 

Полімеразну ланцюгову реакцію проводили в 
термоциклері (Applied Biosystems, GeneAmp2400), 
за таких умов: початкова денатурація ДНК – 940

С 
– 5хв, послідовні 35 циклів: денатурації 940

С - 
30с, відпалу праймерів 550

С - 30с, синтезу 720
С - 

30с. 
Після проведення ПЛР продукти реакції 

розділяли електрофорезом у 2% агарозному гелі 
та забарвлювали 1% розчином бромового етидію,  
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візуалізували за допомогою UV 
трансілюмінатору і фотографували на цифрову 
фотокамеру «Olimpus». Продукти реакції 
ампліфікації виділяли з гелю за допомогою 
набору “PCR product purification kit” (Qiagen), 
згідно із рекомендаціями виробника. 

Очищені продукти ПЛР, які представляють 
собою гени білків оболонки вірусів картопляної 
групи клонували у плазмідний вектор pBluescript 
II (SK) за оригінальним методом [6]. 

Трансформацію E.coli та виділення плазмідної 
ДНК проводили за методами [3, 8].  

Визначення часткових нуклеотидних 
послідовностей (сіквенс) генів капсидних білків 
вірусів картопляної групи проводили на приладі 
ABІ Prіsm 3130 Genetіc Analyzer із використанням 
набору BіgDye termіnator v3.1 cycle sequencіng kіt 
(Applied Biosystem), згідно із рекомендаціями 
виробника.  

Пошук гомологічних нуклеотидних 
послідовностей генів капсидних білків вірусів 
картоплі проводили в базах даних 
DDBJ/EMBL/GenBank проводили за допомогою 
програми BLAST [2] та оцінювали за критерієм Е 
(E values) для кожної з пар вірівнених 
послідовностей. Для більш адекватної оцінки 
філогенетичних зв’язків було застосовано метод 
найменших квадратів включений в програму для 
оцінки філогенії (PHYLIP) версія 3,5 [4]. За 
допомогою отриманих даних були побудовані 
дендрограми, що відображають філогенетичні 
зв’язки між відібраними таксономічними 
одиницями. 

Дизайн та синтез праймерів: нуклеотидну 
послідовність праймерів та флуоресцентних 
зондів для виявлення вірусів картоплі підібрано із 
використанням програми Primer Express (Applied 
Biosystems). Олігонуклеотидні праймери та 
флуоресцентні зонди синтезували 
амідітофосфітним методом на автоматичному 
ДНК синтезаторі ABI 3400 (Applied Biosystems) 
[7]. 

Полімеразна ланцюгова реакція у реальному 
часі (ПЛР-РЧ): кожен зразок досліджували у двох 
повторах. Ампліфікацію проводили в реакційній 
суміші об’ємом 25 мкл, що мала наступний склад: 
10х ПЛР буфер, 25 мМ MgCl2, 1,5 мМ кожного із 
дезоксинуклеотидтрифосфатів, 5 пМ праймерів та 
2,5 пМ флуоресцентних зондів, 20 мкМ 
флуоресцентного барвника ROX, 0,2 u. урацил-
ДНК-глікозилази, UDG (Fermentas) та 1 u. Taq-
полімерази (Fermentas). Досліджувану кДНК 
вносили у кількості 100-200 нг. 

Ампліфікацію ДНК-мішені здійснювали на 
приладі ABI PRISM SDS 7000 (Applied 

Biosystems) із наступним температурним 
профілем: активація UDG – 5 хв. при 50° С, 
активація Taq-полімерази – 10 хв. при 94° С, та 
наступні 40 циклів ампліфікації, які включали 
денатурацію 15 с при 95° С, відпалу праймерів 1 
хв. при 60° С, елонгацію 30 с при 72° С.  

Аналіз результатів здійснювали за допомогою 
програмного забезпечення ABI Prism 7000 Vs. 
1.2.3 

Основним критерієм щодо оцінки отриманих 
результатів є значення граничного циклу Ct, яке 
характеризує певний цикл ПЛР, на якому 
спостерігається статистично достовірне 
збільшення флуоресценції у порівнянні із базовим 
рівнем. 

Зразок вважали позитивним при отриманні 
експоненціальних кривих ампліфікації ДНК-
мішені (гену СР) та внутрішнього контролю (ген 
EF1-α), при значенні менше або дорівнює 38 (Ct≤ 
38). Зразок вважали негативним при відсутності 
ампліфікації ДНК-мішені та при ампліфікації 
внутрішнього контролю. У випадку відсутності 
кривої ампліфікації ДНК-мішені, та значенні Ct 
кривої ампліфікації внутрішнього контролю 
більше 38, зразок вважали сумнівним і проводили 
повторний аналіз. За відсутності кривої 
ампліфікації внутрішнього контролю проводили 
повторне виділення РНК із такого зразка. 

 

Результати досліджень та їх обговорення 

Першим етапом наших досліджень був пошук 
вірусів PVX, PVY, PVS, PVM у 15 зразках 
насіннєвої картоплі з приватного сектору. 
Ідентифікацію проводили паралельно двома 
методами: класичним методом імуноферментного 
аналізу (ІФА) із використанням комерційного 
набору «Plantest ELISA» (ВioRad), та за 
допомогою раніше розроблених власних тест 
систем на основі полімеразної ланцюгової реакції 
[1].  

В результаті проведених досліджень було 
виявлено присутність вірусів PVX, PVY, PVM, 
PVS в наступних зразках картоплі (рис. 1). 

Визначені часткові нуклеотидні послідовності 
генів, що кодують білки оболонки українських 
ізолятів вірусів PVX, PVY, PVM, PVS були 
проаналізовані за допомогою програми BLAST. 
На основі отриманих даних були побудовані 
філогенетичні дерева, що відображають 
таксономічні зв’язки між існуючими в генетичних 
базах даних ізолятами вірусів (рис. 2-5). 
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів ПЛР вірусів PVX, PVY, PVM, PVS в 15 зразках насіннєвої картоплі. Зразки: 
1, 2 - PVX (411 п.н.); 4 - PVY (365 п.н.); 7 - PVM (211 п.н.); 10 - PVS (211 п.н.); 16-17 – ПЛР продукти гену 
фактору елонгації EF1-α (внутрішній контроль); 18- ДНК маркери. 

 

 
Рис. 2. Дендрограма споріднених вірусів із українським ізолятом PVX. Цифрами вказано процент гомології з 
українським ізолятом. 
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Рис. 3. Дендрограма споріднених вірусів із українським ізолятом PVS. Цифрами вказано процент гомології з 
українським ізолятом.  
 
 
 

 

Рис. 4. Дендрограма споріднених вірусів із українським ізолятом PVY. Цифрами вказано процент гомології з 
українським ізолятом.  

 



Науковий вісник УжНУ: Біологія 224

 

Рис. 5. Дендрограма споріднених вірусів із українським ізолятом PVM. Вказано відсоток гомології з українським 
ізолятом. 

 
 

В результаті проведення філогенетичного 
аналізу українських ізолятів вірусів картоплі було 
показано, що вони займають окреме положення в 
філогенетичній структурі розповсюдження даних 
вірусів.  

Прикладом практичного використання 
одержаних даних був синтез специфічних, щодо 
Y вірусу картоплі нуклеотидних праймерів та 

флуоресцентних зондів за допомогою яких 
відкриваються можливості кількісного та якісного 
аналізу посадкового матеріалу на ураженість цим 
шкодочинним латентними вірусом (рис 6).  

На рисунку 6 показані графіки ампліфікації 
вірусних геномів PVY, що були виявлені в трьох 
відібраних зразках у різній кількості: 104, 107 та 
109 

копій вірусних геномів, відповідно. 
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Рис 6. Графіки ампліфікації 3 зразків картоплі з різним навантаженням PVY. Стрілками вказана кількість вірусних 
геномів PVY на 1 г. рослинного матеріалу. 
 

Висновки 

Вперше визначені нуклеотидні послідовності 
генів капсидних білків українських ізолятів 
вірусів картоплі (PVX, PVY, PVM, PVS). 
Проведено філогенетічний аналіз одержаних 
даних, що підтверджують окреме положення 
українських ізолятів вірусів картоплі. На основі 

отриманих даних була побудована модель 
кількісного визначення вірусного навантаження 
PVY в посадковому матеріалі насіннєвої картоплі. 
Визначені часткові нуклеотидні послідовності 
генів, що кодують білки оболонки українських 
ізолятів вірусів PVX, PVY, PVM були депоновані 
в GenBank під номерами: EF043534; DQ890520; 
DQ883806 відповідно. 
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