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Наведено результати досліджень щодо діагностики рослин картоплі 
на наявність X-, Y-, M-, S-, L-вірусів картоплі та віроїду веретенопо-
дібності бульб картоплі, оздоровлених методом культури in vitro.
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Картопля займає п’яте місце серед джерел енергії в живленні лю-
дини після пшениці, кукурудзи, рису і ячменю [1]. Але багаточисельні 
фітопатогенні мікроорганізми (бактерії, гриби, віруси, мікоплазми), 
викликають різні хвороби картоплі [10].

Найбільшої шкодочинності в картоплярстві завдають вірусні хво-
роби. Картопля розмножується вегетативно, тому вірусні хвороби 
передаються із покоління в покоління, що призводить до поступо-
вого зниження продуктивності та її виродження. На сьогоднішній 
день відомо біля 50-ти вірусів, ідентифікованих на картоплі в різних 
країнах та регіонах з різними природно-кліматичними умовами [8]. 
Тільки через ураження найбільш поширеними вірусами X, S, M, Y, L 
втрати урожаю сягають від 5 до 80%. При цьому погіршується якість 
продукції [1]. 

На основі сучасних даних, що опубліковані в світовій літературі, 
до числа найбільш поширених фітопатогенних вірусів картоплі від-
носяться: вірус скручування листків картоплі, ВСЛК (Potato leafroll 
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virus); Y-вірус (Potato virus Y); X-вірус, XBK (Potato virus X); S-вірус, 
SBK (Potato virus S); M-вірус, MBK (Potato virus M); A-вірус (Potato 
virus A); аукуба-мозаїки картоплі (Potato aucuba mosaic virus); вірус 
щіткоподібності верхівки (Potato mop-top virus); вірус чорної кільцевої 
плямистості томатів (Tomato black ring virus); вірус жовтої карликовості 
картоплі (Potato yellow dwarf virus) [4]. До найбільш поширених в Укра-
їні слід віднести: X-, Y-, M-, S-віруси картоплі, ВСЛК. 

Широке поширення вірусних інфекцій констатує недостатність 
уваги до фітовірусологічного контролю в Україні. У галузі картопляр-
ства існує нагальна потреба в розробцi методів і засобів діагностики 
фітопатогенних вірусів, методів оздоровлення рослин, у створеннi 
банку здорових сортiв, розробці ефективних систем контролю й за-
хисту насіннєвого матерiалу на основі визначення фітосанітарного 
стану [5].

Заходи профілактики вірусних захворювань картоплі потребують 
проведення експрес діагностики вірусних хвороб. Класичні методи 
ізоляції та ідентифікації вірусів, що застосовуються у вірусології, за-
ймають багато часу та ускладнюють діагностику. Таким чином ви-
никає необхідність застосування новітніх біотехнологій із викорис-
танням молекулярно-біологічних методів діагностики, в основі яких 
лежить полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) [6].

При виявленні вірусної інфекції, в тому числі й прихованої, засто-
совують RT-PCR (Reverse-Transcription-Polimerase Chain Reaction — по-
лімеразна ланцюгова реакція зі зворотньою транскрипцією — ЗТ-
ПЛР) для детекції РНК-вмісних вірусів і віроїдів [7].

Використання полімеразної ланцюгової реакції у насінництві кар-
топлі дає змогу проводити діагностику насіннєвого матеріалу на на-
явність різних шкідливих організмів. В основі ПЛР-реакції лежить 
ампліфікація, тобто копіювання певної послідовності ДНК. Реакція 
складається із трьох стадій, що відбуваються за різних температур: 
денатурація, відпал праймерів та синтез нових ланцюгів. 30—50 циклів 
ПЛР-реакції дають достатню кількість продукту ампліфікації для по-
дальшого його вивчення [8-10].

Метою досліджень є діагностика рослин картоплі in vitro на пред-
мет виявлення вірусної інфекції у латентній формі.

Матеріали та методи. В дослідженнях використовували рослини 
in vitro за довготривалого культивування в колекції УкрНДСКР ІЗР, 12 
сортів картоплі різних груп стиглості вітчизняної та зарубіжної селек-
ції. Дослідження з діагностики вірусних хвороб проводили в Інституті 
картоплярства НААН.

РНК з листків картоплі виділяли згідно з методикою Diatom RNA 
Prep 100 (IsoGene, Росія). Далі шляхом реакції звoрoтньoї транcкрипції 
з сумарної РНК отримували (+)РНК кoмплементарну ланцюгу ДНК 
(кДНК). Дo реакції дoдавали 1 мкг cумарнoї РНК кoжнoгo зразка. 
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Cинтез першoгo ланцюга кoмплементарнoї кДНК ініціювали за допо-
могою комерційного набору РЕВЕРТА-L (AmpliSense, Росія) прoтягом 
1 години при температурі 37°С. Oтриману кДНК використовували для 
реакції ампліфікації.

Полімеразну ланцюгову реакцію проводили на ампліфікаторі 
“Mastercycler personal” (Eppendorf) з використанням набору GenPak® 
RT-PCR Core з наступним температурним режимом: температура плав-
лення кДНК — 94°С, відпалу — 55°С, cинтезу — 72°С, кількіcть циклів 
ампліфікації 35.

Для діагностики вірусів картоплі в мультиплексній реакції ви-
користовували праймери до ХВК F (5’- tagcacaacacaggccacag -3’, 
ХВК R 5’- ggcagcattcatttcagcttc -3’) 562 п.н.; YВК F (5’- cacgattgct-
caagcaagaa -3’), YBK R (5’- ggcggagtatgcaccaagta -3’) 182 п.н.; SBK F 
(5’- tggcgaacaccgagcaaatg -3’), SBK R (5’- atgatcgagtccaagggcactg -3’) 
213 п.н.; LBK F (5’- cgcgctaacagagttcagcc -3’), LBK R (5’- gcaatgggggtc-
caactcat -3’) 336 п.н.; PSTV F (5’- ggatccccggggaaacctggagcg -3’), PSTV 
R (5’- ggatccctgaagcgctcctccgagc -3’) 360 п.н. [11] — 2001 р. та МВК 
(M1 5’- ctgaaaatatgcgccctg -3’; M2 5’- cggcatctgcagttatag -3’) 288 п.н., які 
було розроблено на базі кафедри вірусології Київського Національно-
го Університету імені Тараса Шевченка.

Електрофоретичний розподіл продуктів ампліфікації проводили 
в 1,5%-му агарозному гелі, що містив бромистий етидій (0,5 мкг/
мл) протягом 1 години за напруги 5 В/см2 довжини камери. Гель до-
сліджували в умовах ультрафіолетового випромінювання за довжини 
хвилі 312 нм. Для фотографування використовували цифрову фото-
систему. Розміри продуктів ампліфікації визначали за допомогою мар-
кера молекулярної маси GeneRuller 100 bp (Fermentas) та комп’ютерної 
програми BioTestColor (Росія).

Результати досліджень. Важливим етапом роботи в біотехнології 
оздоровлення є діагностика вірусної інфекції. Правильне поєднання 
існуючих тест-систем забезпечує своєчасне видалення інфікованих 
рослин із числа регенерантів та в подальшому фітосанітарний контр-
оль за станом отриманого матеріалу на всіх етапах виробництва на-
сіннєвого матеріалу.

В результаті проведених досліджень проаналізовано інфікованість 
рослин in vitro найбільш поширеними вірусами картоплі у латент-
ній формі при довготривалому (2006—2013) депонуванні в колекції 
(табл., рис.).

Після проведення реакції ампліфікації в гелі виявлено комплек-
си: S та M-вірусів (зразки 1, 10); Y- та M-вірусів (зразок 7); L- та 
S-вірусів (зразок 11). У зразках 5 та 9 наявна смуга амплікону 213 п.н., 
що свідчить про наявність SBK, а у зразках 6 та 8 присутній продукт 
ампліфікації 336 п.н., який свідчить про наявність L-вірусу картоплі. 



378

Результати діагностики латентної форми вірусів картоплі рослин in vitro 
(колекція УкрНДСКР ІЗР)

№ назва сорту ХBK YBK SBK LBK MBK ВВBK

Негативний контроль: К- - - - - - -

Позитивний контроль: К+ + - + + + -

1 Базис - - + - + -

2 Билина - - - + -

3 Белла роза - - - - - -

4 Дубравка - - - - - -

5 Васильок - - + - - -

6 Бородянська рожева - - + - -

7 Невська - + - + -

8 Явір - - + - -

9 Поліська рожева - - + - - -

10 Колобок - - + - + -

11 Слов’янка - - + + - -

12 Скарбниця - - - - - -

Рис. Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР-аналізу вірусів картоплі:

К+ — позитивний контроль;
К- — негативний контроль;
М — маркер довжин фрагментів 
1—12 — сорти картоплі:

1 — Базис 
2 — Билина 
3 — Белла роза 
4 — Дубравка 
5 — Васильок 
6 — Бородянська рожева 
7 — Невська 
8 — Явір 
9 — Поліська рожева 
10 — Колобок 
11 — Слов’янка 
12 — Скарбниця
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Серед усіх проаналізованих рослин in vitro виявлено три зразки, вільні 
від вірусної інфекції (зразки 3, 4, 12).

Уражені рослини видалено з колекції та буде поновлено після по-
дальшого оздоровлення. 

Вільні від вірусної інфекції сорти картоплі Белла роза, Дубравка, 
Скарбниця переведено в умови in vivo для отримання бульбового ма-
теріалу та подальшого репродукування в насінництві.

ВиСнОВКи
В результаті проведеної діагностики методом полімеразної ланцю-

гової реакції зі зворотньою транскрипцією в мультиплексній реакції 
виявлено три зразки сортів картоплі Белла роза, Дубравка, Скарбниця 
вільні від вірусної інфекції.

Дані сорти передано для розмноження в системі насінництва.
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Приведены результаты исследований по диагностике растений кар-
тофеля на присутствие X-, Y-, M-, S-, L-вирусов картофеля и виро-
ида веретенообразности клубней картофеля, оздоровленных методом 
культуры in vitro.
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The research results are set out on potato plants diagnostics for presence of 
viruses X, Y, M, S, L, and of potato tubers spindle viroid, sanitated by method 
of culture in vitro.


