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Здійснено�ЗТ-ПЛР-діа�ности±¾�зраз±ів��р¾ші�на
наявність�вір¾с¾�хлоротичної�плямистості�листя
ябл¾ні,�виділено�¾±раїнсь±і� ізоляти�та�отримано
си±венси�фра�ментів��ена�±апсидно�о�біл±а.
Проведено�філо�енетичний�аналіз�та�встановлено
рівні� ідентичності�їх�н¾±леотидних�та
аміно±ислотних�послідовностей�з�відомими
ізолятами.

Вірусні хвороби негативно впливають на
продуктивність насаджень плодових культур.
Зокрема, для культури груші одним із шкодо-
чинних патогенів є вірус хлоротичної плямис-
тості листя яблуні (ВХПЛЯ, Apple Chlorotic Leaf
Spot Virus, ACLSV) [4]. На чутливому сорті Бере
Гарді він призводить до значних порушень: дов-
жина пагонів і листкова пластинка зменшують-
ся на 20%, товщина стовбура — на 10, урожай-
ність зменшується на 15%, знижується моро-
зостійкість [1]. Нині ВХПЛЯ виявлено в бага-
тьох країнах, де культивують грушу. Вірус пе-
редається із соком рослини під час механічних
ушкоджень, щепленням, через контакт коренів
рослини між собою методом інокуляції. Век-
торів-переносників на сьогодні не виявлено.
Основним методом запобігання поширенню

ВХПЛЯ є використання безвірусного садивно-
го матеріалу, а одним із найчутливіших методів
діагностики цього вірусу є полімеразна лан-
цюгова реакція зі зворотною транскрипцією
(ЗТ-ПЛР).
Вірус хлоротичної плямистості листя яблуні

належить до роду Тrichovirus родини Flexivi-
ridae [2], має гнучкі ниткоподібні віріони довжи-
ною 600–760 і 12 нм у діаметрі [9]. Геном скла-
дається з однієї лінійної смислової одноланцю-
гової молекули РНК довжиною 7545–7555 н.о.
без урахування полі-А кінця і містить 3 відкриті
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рамки зчитування, які частково перекривають-
ся. Нині у світі отримано повні та часткові нук-
леотидні сиквенси геному ізолятів ВХПЛЯ, виді-
лених з яблуні, груші, сливи, персика та череш-
ні. В Україні такі дослідження було здійсне-
но лише з ізолятами ВХПЛЯ, виділеними з яб-
луні [5].
Мета досліджень — перевірка дослідних

зразків груші на наявність ВХПЛЯ, виділення
українських грушевих ізолятів вірусу, сиквену-
вання фрагментів їх геному та проведення по-
рівняльного і філогенетичного аналізу з уже
відомими ізолятами ВХПЛЯ.
Матеріали і методи досліджень. Зразки

груші для тестування відбирали в плодоносних
насадженнях Інституту садівництва НААН. Пе-
ревірено зразки: 1. Золотоворітська 10–22;
2. Вижниця 5–1; 3. Конкорд 5–13; 4. Кримські
зорі 1–58; 5. Гібрид 4–34; 6. Вижниця 5–114;
7. Улюблена Клапа 1–59; 8. Юта 1–16; 9. Гранд
Чемпіон 1–51; 10. Сонатина 12–22; 11. Сона-
тина 12–20; 12. Етюд 11–24; 13. Юта 1–14;
14. Гібрид Рх-12-47 5–36; 15. Смерічка 12–60.
Екстракцію РНК зі зразків груші виконували

за допомогою наборів «RNeasy Plant Mini Kit»
виробництва «Qiagen» та «DNA Purification kit»
виробництва «Fermentas» згідно з рекоменда-
ціями виробника. Для виявлення ВХПЛЯ вико-
ристовували пару праймерів до фрагмента
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гена капсидного білка вірусу ACLSV-s та
ACLSV-as, для перевірки зворотної транс-
крипції — праймери до внутрішнього контролю
nad5-s та nad5-as [6]. ЗТ-ПЛР виконували за
допомогою «Invіtrogen SuperScript III One-Step
RT-PCR». Реакції здійснювали відповідно до
рекомендацій виробника з модифікаціями.
Склад реакційної суміші (1 реакція — 1 пато-
ген): 2хПЛР мікс 10 мкл; RT/Platinum Taq Mix
0,4 мкл; MgSO4 (50 мкМ ) 0,6 мкл; «Ribolock»
0,5 мкл; Твін-20 5% 0,4 мкл; ASPV-s (10 мкМ)
2 мкл; ASPV-as (10мкМ) 2 мкл; nad5-s + – as

Молекулярно-філогенетичний
аналіз українських ізолятів вірусу хлоротичної
плямистості листя яблуні, виділених із груші

(10 мкМ) 0,2+0,2 мкл; РНК 2 мкл; H2О вільна
від РНКаз 1,7 мкл. Параметри реакції були та-
кими: за температури 50°С — 30 хв; 95°С —
5 хв; 40 циклів: за температури 94°С — 30 с,
55°С — 40 с, 72°С — 1 хв; 72°С — 10 хв. Ре-
зультати реакції реєстрували за допомогою
електрофорезу у 2%-му агарозному гелі з ви-
користанням маркерів 100 bp O`Gene Ruller
DNA Ladder Invitrogen.
Пошук гомологічних послідовностей здійс-

нювали з використанням програми BLAST у
базі даних Генбанку. За допомогою програми
MEGA 5 виконували множинне вирівнювання
та побудову філогенетичних дерев методом
зв’язування найближчих сусідів (neighbor joi-
ning, NJ) [6].
Результати досліджень. За проведен-

ня діагностики зразків груші на наявність
ВХПЛЯ очікуваний продукт ампліфікації має
бути довжиною 677 пн. Згідно з результатами
ЗТ-ПЛР інфікованими виявилися зразки таких
сортів: 2. Вижниця 5–1; 3. Конкорд 5–13; 4. Крим-

Рис.�1.�Еле±трофоре�рама�прод¾±тів�ЗТ-ПЛР
на�наявність�ВХПЛЯ:�М�—�мар±ер�моле±¾ляр-
них�мас�Invitrogen�100�bp;�1–15�—�зраз±и

М 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

677 пн

AJ586624 Яблуня Албанія 94 97 88 98
GQ334204 Груша Канада 94 99 88 99
GQ334190 Яблуня Канада 94 99 88 99
AВ326224 Яблуня Японія 94 98 86 98
AJ586641 Яблуня Туреччина 93 98 86 98
AM882704 Груша Індія 87 97 84 98
GU328004 Груша Китай 85 94 88 96
GQ325609 Груша Китай 87 96 85 97
AF251275 Слива Польща 86 93 87 95
AJ586632 Абрикос Іспанія 89 94 84 96
DQ834688 Яблуня Ізраїль 92 97 88 98
AJ586628 Мигдаль Італія 90 93 85 94
FN391009 Груша Греція 91 98 85 99
DQ329161 Персик Болгарія 92 98 88 99
GQ334210 Груша Китай 93 98 86 98
AJ586625 Яблуня Албанія 93 98 88 99
AM498046 Мигдаль Індія 93 98 87 99
AM494510 Яблуня Індія 93 98 87 99
FN666578 P. cerasoides Індія 93 98 87 99
FN386786 Яблуня Греція 93 98 86 99
GQ334187 Яблуня Канада 91 99 93 99
GQ334202 Груша Канада 87 98 86 99
GQ334185 Яблуня Канада 91 98 92 99
AM709776 Яблуня Індія 87 98 83 99

Прим і т к а . нт — ідентичність нуклеотидної послідовності, %; ак —ідентичність амінокислотної послідов-
ності, %.

Відсото±�ідентичності�фра�мента��ена�±апсидно�о�біл±а�¾±раїнсь±их�ізолятів�ВХПЛЯ�з�ізоля-
тами�з�Генбан±¾

Ідентичність послідовностей, %

нт ак нт ак

ACLSV-43 ACLSV-49
№ доступу
в Генбанку

Хазяїн
Країна

походження



РОСЛИННИЦТВО,
КОРМОВИРОБНИЦТВО

15Вісник аграрної наукилютий 2014 р.

Молекулярно-філогенетичний
аналіз українських ізолятів вірусу хлоротичної
плямистості листя яблуні, виділених із груші

ські зорі 1–58; 8. Юта 1–16 та 15. Смерічка 12–
60 (рис. 1).
Ампліфіковані фрагменти гена капсидного

білка ВХПЛЯ, отримані за результатами
ЗТ-ПЛР, було просиквеновано для виконання
філогенетичного аналізу українських ізолятів
вірусів груші з уже відомими.
Філогенетичний аналіз потрібний для вив-

чення різноманіття, походження та поширення
вірусів рослин. Він дає змогу спостерігати клю-
чові зміни, що підсилюють здатність патогенів
поширюватися та вражати окремих хазяїв, є
необхідним для визначення походження пато-
гену та напрямів його еволюції. Крім того,
аналіз спорідненості нуклеотидних послідовно-
стей різних ізолятів вірусу дає можливість оп-
тимізувати методику його діагностики.
Нуклеотидна послідовність гена та амінокис-

лотна послідовність капсидного білка віру-
сів роду Trichovirus характеризуються серед-
нім рівнем варіабельності. Мінімальний рівень

внутрішньовидової ідентичності нуклеотидної
послідовності гена капсидного білка представ-
ників роду Trichovirus становить 80,8%, а іден-
тичність амінокислотних послідовностей —
87,1% [2].
Сиквенування нуклеотидних послідовностей

фрагмента гена капсидного білка ВХПЛЯ було
здійснено для 2-х ампліконів: ACLSV-43 — ізо-
лят, виділений зі зразка сорту Конкорд 5–13 та
ACLSV-49 — ізолят зі зразка сорту Смерічка
12–60. Інформацію про нуклеотидні послідов-
ності цих ізолятів було внесено до бази даних
Генбанку (www.ncbi.nlm.gov) та присвоєно но-
мери: ACLSV-43 — JQ866622 та ACLSV-49 —
JQ866623.
Рівень ідентичності просиквенованих нукле-

отидних послідовностей ВХПЛЯ становив лише
87%, що свідчить про різне їх походження.
Пошук гомологічних послідовностей за до-

помогою родини програм BLAST виявив, що
амплікон ACLSV-43 на 94% ідентичний ізоляту

Рис.�2.�Філо�енетичне�дерево,�поб¾доване�з�ви±ористанням�послідовностей�фра�мента��ена
±апсидно�о�біл±а�ізолятів�ВХПЛЯ�методом�NJ;�CК1,�CК2�—�с¾б±ластери
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Виділені з груші ізоляти ВХПЛЯ продемон-
стрували досить низьку ідентичність за по-
рівняння між собою — 87%, виявилися більш
спорідненими з відомими послідовностями

Висновки

цього вірусу, внесеними до Генбанку, що може
пояснюватися різними джерелами їх походжен-
ня та свідчити про циркуляцію в насадженнях
груші в Україні 2-х штамів цього вірусу.
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M54, виділеному з яблуні в Албанії (AJ586624).
Також 94% подібності спостерігали з ізолята-
ми з Канади (GQ334204, GQ334190) та Японії
(АВ326224). З ампліконом ACLSV-49 найвищий
відсоток подібності мали яблуневі ізоляти з
Канади: Malus063 (GQ334187) і Malus097
(GQ334185) — 93 та 92% відповідно.
Для вирівнювання послідовностей та побу-

дови філогенетичного дерева в базі даних Ген-
банку було відібрано гомологічні послідовності
24-х ізолятів ВХПЛЯ, що походять із різних
країн світу та виділені з широкого кола госпо-
дарів (груші, яблуні, сливи, абрикоса, персика
та мигдалю) (таблиця).
На побудованій філограмі (рис. 2) українські

ізоляти ВХПЛЯ увійшли в різні кластери. Ізолят
ACLSV-43 увійшов у субкластер 1 разом з ізо-
лятами з Албанії та Японії, що характеризува-
лися найвищим рівнем ідентичності — 94%.
Також у цей кластер увійшли грушевий

(GQ334204) та яблуневий (GQ334190) ізоляти
з Канади та ізолят з Туреччини (AJ586641, яб-
луня). Ізолят ACLSV-49 утворив невеликий суб-
кластер з 2-ма яблуневими ізолятами, що по-
ходять із Канади.

Отже, філогенетичний аналіз не виявив чіт-
кого розподілу українських та відомих ізолятів
ВХПЛЯ за певною ознакою — країна походжен-
ня чи рослина-хазяїн.
Відомі ізоляти ВХПЛЯ, виділені з груші, не

утворили окремого кластера, а розподілилися
між окремими гілками філогенетичного дере-
ва. Так, ізолят із Греції (FN391009, груша) ви-
явився найбільш спорідненим з ізолятом із
Болгарії (FN391009, персик), ізолят з Індії
(AM882704, груша)  — з ізолятом із Канади
(GQ334202, груша).
Під час аналізу амінокислотних послідовно-

стей досліджуваних ізолятів ВХПЛЯ виявлено,
що ACLSV-43 та ACLSV-49 на 98% ідентичні з
ізолятом В6 (Японія), який належить до групи
ізолятів ВХПЛЯ і характеризується консерва-
тивною амінокислотною комбінацією капсидно-
го білка Ser40-Leu59-Tyr75-Thr130-Leu184. Дві
амінокислоти, серин та тирозин, у позиціях 40
та 75 відповідно відіграють ключову роль в
інфекційності вірусу, впливають на накопичен-
ня в інфікованих тканинах вірусної геномної
РНК, дволанцюгової РНК та капсидного і транс-
портного білків [8].
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