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Ðîçðîáëåíî òåñò-ñèñòåìó íà îñíî-
â³ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ 
(ÏËÐ) äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ÐÍÊ-5 â³ðóñó 
íåêðîòè÷íîãî ïîæîâò³ííÿ æèëîê áó-
ðÿêó (ÂÍÏÆÁ) òà âñòàíîâëåíî, ùî íà 
òåðèòîð³¿ Óêðà¿íè öèðêóëþº ³çîëÿò, 
ÿêèé ì³ñòèòü 4 ñåãìåíòè ÐÍÊ: ÐÍÊ-
1, ÐÍÊ-2, ÐÍÊ-3, ÐÍÊ- 4. Ðîçðîáëåíî 
ÏËÐ-ñèñòåìó îäíî÷àñíîãî âèÿâëåííÿ 
ñåãìåíò³â ÐÍÊ ãåíîìó ÂÍÏÆÁ. 

â³ðóñ íåêðîòè÷íîãî ïîæîâò³ííÿ 
æèëîê áóðÿêó, ä³àãíîñòèêà, ÏËÐ 

Íà òåðèòîð³¿ Óêðà¿íè öèðêóëþº â³-
ðóñ íåêðîòè÷íîãî ïîæîâò³ííÿ æèëîê 
áóðÿêó (ÂÍÏÆÁ), ÿêèé âõîäèòü äî 
ñïèñêó «Êàðàíòèííèõ îðãàí³çì³â, îá-
ìåæåíî ðîçïîâñþäæåíèõ íà òåðèòîð³¿ 
Óêðà¿íè» ³ âèêëèêàº ðèçîìàí³þ — 
õâîðîáó öóêðîâèõ áóðÿê³â [1, 2]. 

Ãåíîì ÂÍÏÆÁ ïðåäñòàâëåíèé 
÷îòèðìà ñåãìåíòàìè îäíîëàíöþ-
ãîâî¿ (+) ÐÍÊ. ÐÍÊ-5 â ãåíîì³ 
ÂÍÏÆÁ âñòàíîâëåíî â ³çîëÿòàõ, 
âèä³ëåíèõ â Êèòà¿, ßïîí³¿, Ôðàíö³¿, 
Êàçàõñòàí³, Âåëèêîáðèòàí³¿, ð³ä-
øå — íà òåðèòîð³¿ Í³ìå÷÷èíè [7, 8].

ÐÍÊ-1 ì³ñòèòü îäíó â³äêðèòó 
ðàìêó ç÷èòóâàííÿ (ÂÐÇ), ÿêà òðàí-
ñëþºòüñÿ ç óòâîðåííÿì ïîë³ïðîòå¿íó 
237 êÄà (Ð237). ÐÍÊ-2 ì³ñòèòü ÂÐÇ, 
ùî êîäóþòü á³ëêè 75 êÄà, 42 êÄà, 
13 êÄà, 15 êÄà, 14 êÄà [6]. ÐÍÊ-3 
êîäóº ïðîòå¿í 25 êÄà [9]. ÐÍÊ-4 êî-
äóº ïðîòå¿í 31 êÄà, ùî ìàº âàæëèâå 
çíà÷åííÿ äëÿ ïåðåäà÷³ â³ðóñó âåêòî-
ðîì Polymyxa betae [11]. 

ÐÍÊ-5 êîäóº ïðîòå¿í ìàñîþ 
26 êÄà (Ð26). Çà íàÿâíîñò³ â ãåíîì³ 
ÐÍÊ-5 ÂÍÏÆÁ âèêëèêàº á³ëüø ñó-
âîð³ ñèìïòîìè óðàæåííÿ ³ çäàòíèé 

³íô³êóâàòè ÷àñòêîâî ñò³éê³ ïðîòè â³-
ðóñó ñîðòè ðîñëèí öóêðîâèõ áóðÿ-
ê³â [3].

Äëÿ íåäîïóùåííÿ ðîçïîâñþä-
æåííÿ ÂÍÏÆÁ íåîáõ³äíî çä³éñíþ-
âàòè ñâîº÷àñíó ä³àãíîñòèêó. 

Ìåòà ðîáîòè — ðîçðîáèòè òåñò-
ñèñòåìó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ÐÍÊ-5, 
âñòàíîâèòè ñêëàä ÐÍÊ ñåãìåíò³â ãå-
íîìó óêðà¿íñüêîãî ³çîëÿòó ÂÍÏÆÁ, 
ÿêèé ïîïåðåäíüî áóëî ³äåíòèô³êîâà-
íî â ×åìåðîâåöüêîìó ðàéîí³ Õìåëü-
íèöüêî¿ îáëàñò³.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè äîñë³ä-
æåíü. Äëÿ ïîøóêó íóêëåîòèäíèõ 
ïîñë³äîâíîñòåé ÐÍÊ-5 òà ïðîâåäåí-
íÿ á³î³íôîðìàòèâíîãî àíàë³çó áóëî 
âèêîðèñòàíî áàçó äàíèõ NCBI [5]. 
Á³î³íôîðìàòèâíèé àíàë³ç ãåíîì³â 
ïðîâîäèëè, âèêîðèñòîâóþ÷è ïðî-
ãðàìíå çàáåçïå÷åííÿ «MultAline» 
[4]. Äèçàéí ïðàéìåð³â ðîçðîáëÿëè, 
âèêîðèñòîâóþ÷è ïðîãðàìíå çàáåç-
ïå÷åííÿ «Primer3» [9].

Åêñòðàêö³þ ÐÍÊ çä³éñíþâàëè ç 
âèêîðèñòàííÿì êîìåðö³éíîãî íàáî-
ðó «ÐÈÁÎ-Ñîðá» (AmpliSens, Ðîñ³ÿ), 
ðåàêö³þ çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ — 

çà äîïîìîãîþ êîìåðö³éíîãî íàáîðó 
«Ðåâåðòà-L-100» (AmpliSens, Ðîñ³ÿ), 
çã³äíî ç ðåêîìåíäàö³ÿìè âèðîáíèêà.

Ðåàêö³éíà ñóì³ø äëÿ ÏËÐ, îá’º-
ìîì 15 ìêë, ì³ñòèëà: 1 × ÏËÐ áóôåð 
ç 1,5 ìÌ MgCl2 (AmpliSens, Ðîñ³ÿ), 
0,2 ìÌ äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñ-
ôàò³â (äÍÒÔ) (AmpliSens, Ðîñ³ÿ), 
5 ïìîëü êîæíîãî ç ïðàéìåð³â, 10—
40 íã êÄÍÊ, 0,5 U Taq-ïîë³ìåðàçè 
(AmpliSens, Ðîñ³ÿ). ÏËÐ ïðîâîäèëè 
ç âèêîðèñòàííÿì êÄÍÊ óêðà¿íñüêî-
ãî ³çîëÿòó ÂÍÏÆÁ. 

Àìïë³ô³êàö³þ ïðîâîäèëè â 
ÄÍÊ-àìïë³ô³êàòîð³ «Òåðöèê» ÒÏ4-
ÏÖÐ-01. Ïðîäóêòè ÏËÐ ðîçä³ëÿëè 
ìåòîäîì ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðî-
ôîðåçó â 1,5% àãàðîçíîìó ãåë³, ÿêèé 
ãîòóâàëè, âèêîðèñòîâóþ÷è ÒBE áó-
ôåð ç êîíöåíòðàö³ºþ 0,5 ìã/ìë áðî-
ì³äó åòèä³þ. 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü. Äëÿ ñòâî-
ðåííÿ äèçàéíó ïðàéìåð³â, ñïåöè-
ô³÷íèõ äî íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâ-
íîñòåé ãåíîìó ÂÍÏÆÁ, ïðîâåäåíî 
á³î³íôîðìàòèâíèé àíàë³ç ãåíà Ð26 
ÐÍÊ-5. Íà ï³äñòàâ³ óçàãàëüíåíèõ 
äàíèõ ùîäî â³äîìèõ íóêëåîòèäíèõ 
ïîñë³äîâíîñòåé ãåíîì³â âèÿâèëè 
ñïåöèô³÷í³ êîíñåðâàòèâí³ íóêëå-
îòèäí³ ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà Ð26, ÿê³ 
âèêîðèñòàëè ÿê ìàòðèö³ äëÿ îë³ãî-
íóêëåîòèäíèõ çàòðàâîê (ðèñ. 2). Íà  
ìàòðèö³ êîíñåíñóñíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ 
ãåíà Ð26 ñòâîðåíî äèçàéí ïðàéìåð³â 
ç îïòèìàëüíèìè õàðàêòåðèñòèêàìè: 
Ð26-F 5’-ATATGTGGCTTGTGTT-
GCTAGT-3’, Ð26-R 5’- CACAG-
GTCGTTGCCAAAATCT-3’. Ðîçðà-
õóíêîâà îïòèìàëüíà òåìïåðàòóðà â³ä-
ïàëó ñòàíîâèòü äëÿ Ð26-F — 58,04°Ñ, 
à äëÿ Ð26-R — 59,39°Ñ. Ðîçì³ð ïðî-
äóêòó àìïë³ô³êàö³¿ ñòàíîâèòü 100 ï.í.

ÏËÐ ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàí-
íÿì êÄÍÊ óêðà¿íñüêîãî ³çîëÿòó 
ÂÍÏÆÁ çà íàñòóïíèõ óìîâ: ïî-
÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ 5 õâ — 94°Ñ; 
30 öèêë³â: äåíàòóðàö³ÿ 30 ñ — 94°Ñ, 
â³äïàë ïðàéìåð³â 30 ñ — 60°Ñ, åëîí-
ãàö³ÿ 30 ñ — 72°Ñ, çàêëþ÷íèé ñèí-
òåç 72°Ñ — 7 õâ. Âèêîðèñòîâóâàëè 
ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â, ÿê³ áóëè 
ðàí³øå íàìè ðîçðîáëåí³. ÐÍÊ-1 
Forward 5’-AGCGGAATCAGTGG-
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Ðèñ. 1. Ñèìïòîìè óðàæåííÿ ÂÍÏÆÁ íà ëèñòêàõ 
òà êîðåíåïëîäàõ ðîñëèí öóêðîâîãî áóðÿêó [1]
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CAAGAA-3’, Reverse 5’-ACCAT C-
A TCGCCCTT CATGG-3’, ÐÍÊ-2 
Forward 5’-CTTTGGCAGGAT T-
AG GCTCG-3’, Reverse 5’-CAC-
T C GG GACTATCACCAGG-3’, 
ÐÍÊ-3 Forward 5’- TGTGGGTT-
T CGTGCCTTATG-3’ ,  Rever-
se 5’-CGT CAGGG G CTT GAA-
TAACATT-3’, ÐÍÊ-4 Forward 5’-GC-
TAGGATGGTGCAGAAACG-3’, 
Reverse 5’-ATCACAA AACCTT-
CGCCACC-3’. Ðîçì³ð ïðîäóêò³â 
àìïë³ô³êàö³¿ ñòàíîâèòü: ÐÍÊ-1 — 
803 ï.í., ÐÍÊ-2 — 490 ï.í., ÐÍÊ-
3 — 424 ï.í., ÐÍÊ-4 — 693 ï.í., 
ÐÍÊ-5 — 100 ï.í. Â ðåçóëüòàò³ 
ïðîâåäåííÿ ÏËÐ-àíàë³çó âèÿâëåíî 
ïðèñóòí³ñòü â ãåíîì³ óêðà¿íñüêîãî 
³çîëÿòó ÂÍÏÆÁ ïðîòå¿í³â: ÐÍÊ-1 
(Ð237), ÐÍÊ-2 (Ð75), ÐÍÊ-3 (Ð25), 
ÐÍÊ-4 (Ð31), ÐÍÊ-5 (Ð26) — â³ä-
ñóòíÿ (ðèñ. 3).

Òàêîæ íàìè çä³éñíåíî ìóëüòè-
ïëåêñíó ðåàêö³þ ç âèêîðèñòàííÿì 
ï’ÿòè ïàð ïðàéìåð³â. Ðåàêö³þ ïðî-
âîäèëè çà òåìïåðàòóðè â³äïàëó ïðàé-
ìåð³â 60°Ñ, ùî º îïòèìàëüíîþ äëÿ 
âñ³õ âèêîðèñòàíèõ ïàð ïðàéìåð³â. 

Íà åëåêòðîôîðåãðàì³ çàô³êñîâàíî 
4 ïðîäóêòè àìïë³ô³êàö³¿, ùî â³äïî-
â³äàþòü î÷³êóâàíèì (ðèñ. 4). Íåñïå-
öèô³÷íèõ ïðîäóêò³â ðåàêö³¿ íå ñïî-
ñòåð³ãàëîñü. Ïîêàçàíî ìîæëèâ³ñòü 
ïîñòàíîâêè ðåàêö³¿ íà âèÿâëåííÿ îä-
íî÷àñíî ê³ëüêîõ ñåãìåíò³â ÐÍÊ. Öå 
äàº ìîæëèâ³ñòü çíèçèòè ñîá³âàðò³ñòü 
ÏËÐ-àíàë³çó òà çìåíøèòè âèòðàòè 
÷àñó íà éîãî ïðîâåäåííÿ.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ
Ðîçðîáëåíî ñèñòåìè àíàë³çó ãå-

íîìà ÂÍÏÆÁ òà âñòàíîâëåíî, ùî 
óêðà¿íñüêèé ³çîëÿò ÂÍÏÆÁ ì³ñòèòü 
4 ñåãìåíòè ÐÍÊ: ÐÍÊ-1, ÐÍÊ-2, 
ÐÍÊ-3, ÐÍÊ-4. ÐÍÊ-5 â ãåíîì³ 
ÂÍÏÆÁ íå âèÿâëåíî. Ïðîâåäåíî 
ìóëüòèïëåêñíèé ÏËÐ-àíàë³ç. Ïîêà-
çàíî, ùî êîíöåíòðàö³ÿ ôðàãìåíò³â 
ãåíîìà, ùî êîäóº á³ëîê Ð75 â óðà-
æåíèõ ðîñëèíàõ, íàéâèùà, îñê³ëüêè 
íà åëåêòðîôîðåãðàì³ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ 
íàéá³ëüøèé âèõ³ä ïðîäóêòó àìïë³ô³-
êàö³¿. Äëÿ ä³àãíîñòèêè ÂÍÏÆÁ ðå-
êîìåíäîâàíî âèêîðèñòîâóâàòè ñèñ-
òåìó, ÿêà çàñíîâàíà íà âèêîðèñòàíí³ 
ïðàéìåð³â ñïåöèô³÷íèõ äî ãåíà Ð75 
ñåãìåíòó ÐÍÊ-2. 
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Гринчук К.В., Антипов И.А., 
Ермолаев М.В.
Вирус некротического пожелтения 
жилок свеклы, ПЦР-диагностика 
и идентификация украинского изолята

Разработана тест-система на основе 
полимеразной цепной реакции для иденти-
фикации РНК-5 вируса некротического по-
желтения жилок свеклы (ВНПЖС) и уста-
новлено, что на территории Украины 
циркулирует изолят, имеющий 4 сегмента 
РНК: РНК-1, РНК-2, РНК-3, РНК-4. Разра-
ботана ПЦР система одновременного вы-
явления сегментов РНК генома ВНПЖС. 

вирус некротического пожелтения 
жилок свеклы, диагностика, ПЦР

Hrinchuk K.V., Antypov I.A., 
Yermolaev M.V.
Virus necrotic yellowing of beet veins, 
PCR-diagnostics and identi� cation of 
isolate of Ukraine

It was developed the test system based 
on polymerase chain reaction for detection 
of RNA-5 of beet necrotic yellow vein virus 
(BNYVV). It was established that the Ukraini-
an isolate contains 4 segments of RNA: RNA-1, 
RNA-2, RNA-3, RNA-4. It was developed the 
system simultaneous detection of PCR seg-
ments of BNYVV genome.

necrotic yellowing of beet veins, diag-
nostic, PCR
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Ðèñ. 2. Ëîêàë³çàö³ÿ ì³ñöü ã³áðèäèçàö³¿ ïðàéìåð³â íà ÄÍÊ ìàòðèö³ 
êîíñåíñóñíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà Ð26 

Ðèñ. 3. Åëåêòðîôîðåãðàìà 
ïðîäóêò³â ÏËÐ-àíàë³çó ñåãìåíò³â 
ÐÍÊ ÂÍÏÆÁ: 1 — ÐÍÊ-1 (Ð237), 

2 — ÐÍÊ-2 (Ð75), 3 — ÐÍÊ-3 
(Ð26), 4 — ÐÍÊ-4 (Ð31), 5 — 

ÐÍÊ-5 (Ð25), Ì — ìàðêåð äîâæèí 
ôðàãìåíò³â GeneRuler 10 bp DNA 

Lader 0241 (ïàð íóêëåîòèä³â)

Ðèñ. 4. 
Åëåêòðîôîðåãðàìà 

ïðîäóêò³â 
ìóëüòèïëåêñíîãî 

ÏËÐ-àíàë³çó 
ñåãìåíò³â ÐÍÊ 
ÂÍÏÆÁ: 1 — 

ïîçèòèâíèé çðàçîê 
ÂÍÏÆÁ, Ì — 
ìàðêåð äîâæèí 

ôðàãìåíò³â 
GeneRuler 10 bp DNA 

Lader 0241 (ïàð 
íóêëåîòèä³â)


