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Мета. Розробити систему ідентифікації 
РНК-4 українського ізоляту вірусу 
некротичного пожовтіння жилок буряку 
(ВНПЖБ) на основі полімеразної ланцюгової 
реакції. Методи. Молекулярно-біологічні. 
Результати. Проведено біоінформативний аналіз 
нуклеотидних послідовностей РНК-4 ізолятів 
ВНПЖБ. Установлено консервативні послідовності 
гена, що кодує протеїн Р31 ВНПЖБ, та розроблено 
дизайн праймерів для ідентифікації РНК-4. 
Оптимізовано ПЛР-систему ідентифікації РНК-4 за 
температурними показниками відпалу праймерів. 
Висновки. Розроблена система діагностики 
дає змогу своєчасно ідентифікувати ВНПЖБ 
для запобігання його розповсюдженню.

Вірус некротичного пожовтіння жилок буря-
ку спричиняє хворобу ризоманію, яка значно 
знижує врожайність буряків цукрових, втрати 
можуть досягати 80%. Найкращим способом 
контролю є використання стійких до ризома-
нії гібридів і своєчасна діагностика для запо-
бігання розповсюдженню вірусу [1]. Геном 
ВНПЖБ — мультипартидний, представлений 
РНК-1, РНК-2, РНК-3, РНК-4, у деяких ізолятах 
наявна РНК-5 [7].

РНК-4 завдовжки 1431 нуклеотиді містить 
протеїн Р31, який є супресором функції за-
мовчування генів [2]. РНК-4  — не важлива 
для  реплікації вірусу у  ВНПЖБ в  рослинах 
Nicotiana benthamiana, але відіграє важливу 
роль у формуванні симптомів. За наявності  
РНК-4 в  геномі ВНПЖБ на  листках рослин 
Тetragonia expansa формуються яскраві хло-
ротичні ураження, за відсутності РНК-4  —  
слабкі некрози [5, 7, 9, 11]. Протeїн Р31 необ-
хідний для  передавання ВНПЖБ вектором 
Polymyxa betae [10]. РНК-4 також кодує про-
теїн Р6.5, функції якого не визначені [6].

Мета досліджень — розробити систему 
ідентифікації РНК-4 ВНПЖБ на  основі по-
лімеразної ланцюгової реакції.
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Методика досліджень. Для пошуку ну-
клеотидних послідовностей РНК-4 та про-
ведення біоінформативного аналізу було 
використано базу даних NCBI (National 
Center for Biotechnological Information) [4]. 
Біоінформативний аналіз геномів здійснюва-
ли за допомогою програмного забезпечення 
«MultAline» (Multiple sequence alignment) [3]. 
Дизайн праймерів розробляли з використан-
ням програмного забезпечення «Primer3» [8].

Екстракцію РНК проводили із застосу-
ванням комерційного набору «РИБО-Сорб» 
(AmpliSens, Росія), реакцію зворотної транс
крипції — за допомогою комерційного набору 
«Реверта-L-100» (AmpliSens, Росія) згідно 
з рекомендаціями виробника.

Реакційна суміш для проведення полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР) об’ємом 15 мкл  
містила: 1х ПЛР буфер з  1,5 мМ MgCl2 
(AmpliSens, Росія), 0,2 мМ дезоксинуклеозид-
трифосфатів (дНТФ) (AmpliSens, Росія), 5 пмоль 
кожного з олігонуклеотидних праймерів, 10 – 40 нг  
кДНК, 0,5 U Taq-полімерази (AmpliSens, Росія). 
Реакцію ампліфікації здійснювали в  ДНК-
ампліфікаторі «Терцик» ТП4-ПЦР-01.

Після ампліфікації продукти ПЛР розділяли 
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методом горизонтального електрофорезу 
в  1,5%-му агарозному гелі, який готували 
з використанням ТBE буфера з концентраці-
єю 0,5 мг/мл броміду етидію. Результати ПЛР 
візуалізували в УФ променях трансілюміна-
тора (T-312-C), фотографували цифровим 
фотоапаратом «Sony» (DSLR-A500).

Результати досліджень. Для створен-
ня дизайну праймерів, специфічних до  ну-
клеотидних послідовностей геному ВНПЖБ, 

провели біоінформативний аналіз, першим 
етапом якого був скринінг консервативних 
послідовностей гена Р31 з  використанням 
даних генетичного банку даних (GenBank). 
На основі узагальнених даних щодо відомих 
нуклеотидних послідовностей геномів вияви-
ли специфічні консервативні нуклеотидні по-
слідовності гена Р31, які в подальшому ви-
користали як матриці для олігонуклеотидних 
затравок у процесі синтезу вірусспецифічного 

Рис. 1. Локалізація ділянок гібридизації праймерів на ДНК матриці консенсусної послідовності 
гена Р31 ВНПЖБ 

Рис. 2. Електрофореграма продукту ПЛР-аналізу 
визначення РНК-4 ВНПЖБ: 1 — продукт амплі-
фікації гена Р31; 2  — негативний контроль за 
проведенням ПЛР-аналізу; М (GeneRuler 10 bp  
DNA Lader 0241) — маркер довжин фрагментів 
(пар нуклеотидів)

Рис. 3. Електрофореграма оптимізації тем-
ператури відпалу праймерів для ідентифікації 
гена Р31: 1 — 50оС; 2 — 52оС;, 3 — 54оС; 4 — 
56оС; 5 — 58оС; 6 — 60оС; 7 — 62оС; 8 — 64оС; 
М  — маркер довжин фрагментів GeneRuler  
10 bp DNA Lader 0241 (пар нуклеотидів)
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фрагмента (рис. 1). На матриці консенсусної 
послідовності гена Р31 створено дизайн прай-
мерів з оптимальними характеристиками. Для 
синтезу було взято праймери з оптимальни-
ми показниками GC cкладу та близькою тем-
пературою відпалу обох праймерів: Forward 
5’-GCTAGGATGGTGCAGAAACG-3’ , Reverse 
5’-ATCACAAAACCTTCGCCACC-3’ з  назва-
ми відповідно Р31-F та Р31-R. Розрахункова 
оптимальна температура відпалу станови-
ла для  Forward праймеру 58,99°С, Reverse 
праймеру  — 59,04°С, відсотковий уміст 
дезоксигуанозин-5’-фосфату і дезоксицитидин-
5’-фосфату для Forward праймеру становив 
55% і Reverse праймеру — 50%. 

Полімеразну ланцюгову реакцію здійснюва-
ли з використанням кДНК українського ізоляту 
ВНПЖБ за таких умов: початкова денатурація 5 
хв — 94°С; 30 циклів: денатурація 30 с — 94°С, 
відпал праймерів 30 с — 60°С, елонгація 30 
с — 72°С, заключний синтез 72°С — 7 хв. Для 
контролю за якістю проведення ПЛР-аналізу 

використовували негативний контроль.
У результаті візуалізації ПЛР-продуктів амплі-

фікації виявлено фрагменти розміром 693 пари 
нуклеотидів. Наявність на електрофореграмі 
очікуваного продукту реакції свідчить про те, 
що розроблена система ідентифікації РНК-4 
ВНПЖБ є ефективною (рис. 2). На наступному 
етапі дослідження слід було підібрати робочі 
температури відпалу праймерів. Проводили 
серію реакцій із різними температурними режи-
мами відпалу праймерів від 50оС до 64оС. ПЛР 
проводили за таких умов: початкова денатурація 
5 хв — 94°С; 20 циклів: денатурація 30 с — 94°С, 
відпал праймерів 30 с — 50 – 64°С, елонгація 
30 с — 72°С, завершальний синтез 72°С — 7 хв.  
Візуально різницю між виходом продуктів реак-
ції ампліфікації в межах температур 50 – 62оС 
не спостерігали. За цих умов неспецифічних 
продуктів ампліфікації не відзначено, а кількість 
ампліконів була достатньою для чіткої візуаліза-
ції в агарозному гелі (рис. 3).
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Проведено біоінформативний аналіз 
нуклеотидних послідовностей РНК-4 ізо-
лятів ВНПЖБ. Показано консервативні 
послідовності гена, що кодує протеїн Р31 
ВНПЖБ, та здійснено дизайн праймерів 
для ідентифікації РНК-4 ВНПЖБ: Forward 

5 ’ - G C T A G G A T G G T G C A G A A A C G - 3 ’ , 
Reverse 5’-ATCACAAAACCTTCGCCACC-3’. 
Рекомендовано проводити ПЛР-аналіз 
для  ідентифікації РНК-4 ВНПЖБ у  ме
жах температур 50 – 62оС відпалу прай- 
мерів. 

Висновки


