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Визначено нуклеотиднi послiдовностi фрагмента гена капсидного бiлка чотирьох ук-
раїнських iзолятiв вiрусу мозаїки яблунi, iзольованих з яблунi. Фiлогенетичний аналiз
українських iзолятiв вiрусу мозаїки яблунi показав їх високу спорiдненiсть як мiж со-
бою, так i з вiдомими iзолятами в Ген банку.

На сьогоднi вiдомо бiльше 40 вiрусних та вiрусоподiбних захворювань зерняткових плодо-
вих культур, однак найбiльш економiчно збитковими є хвороби яблунi, спричиненi вiрусом
мозаїки яблунi (ВМЯ, Apple mosaic virus, Ilarvirus), вiрусом борознистостi деревини яблунi
(ВБДЯ, Apple stem grooving virus), вiрусом ямкуватостi деревини яблунi (ВЯДЯ, Apple stem
pitting virus), вiрусом хлоротичної плямистостi листя яблунi (ВХПЛЯ, Apple chlorotic leaf
spot virus) [1]. ВМЯ iнфiкує близько 65 видiв, включаючи яблуню, персик, лiщину, абрикос,
хмiль, з яких яблуня є однiєю з найпоширенiших плодових культур в Українi. При уражен-
нi ВМЯ вiдбувається зниження врожайностi плодових культур у середньому до 30–40%. За
даними лiтератури, у США зниження врожаю яблунi сорту Голден Делiшес досягає 46% [2].

За своїм таксономiчним положенням ВМЯ належить до родини Bromoviridae, роду Ilarvi-
rus. Вiруснi частки сферичної форми, без оболонки. Геном представлений трьома молеку-
лами одноланцюгової лiнiйної смислової РНК з 5′-термiнальними кеп-структурами. 3′-кiн-
цi молекул РНК не мiстять polyA-послiдовностей. Також виявлена субгеномна матрична
РНК — РНК-4, яка кодує капсидний бiлок [3]. Передача вiрусу вiдбувається лише вегета-
тивним шляхом та механiчно, векторiв не описано. Симптоми вiрусу виявляються у виглядi
яскраво-жовтої мозаїки, однак вони здатнi маскуватися з пiдвищенням температури ото-
чуючого середовища, що значно ускладнює виявлення вiрусу.

З появою молекулярно-генетичних методiв дiагностики на основi визначення певних
специфiчних дiлянок геному збудника, таких як полiмеразна ланцюгова реакцiя (ПЛР) та
зворотно-транскрипцiйна полiмеразна ланцюгова реакцiя (ЗТ-ПЛР), стало можливим не
тiльки ефективно дiагностувати вiруснi iнфекцiї, але й аналiзувати отриманi кДНК щодо
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їх спорiдненостi мiж собою, тобто робити як порiвняльний, так i фiлогенетичний аналiз
того чи iншого вiрусу.

Нами дослiджено молекулярно-бiологiчнi особливостi гена капсидного бiлка українських
iзолятiв ВМЯ, iзольованих з яблунi, та виконано порiвняння їх як мiж собою, так i з iншими
вiдомими послiдовностями в Ген банку.

Матерiали та методи. Рослинним матерiалом були зразки яблунi (листя та пелюст-
ки) сорту Слава Переможцям, Пiнова, Внучка та Рубiнове Дуки, вiдiбранi в травнi-червнi
2008 р. з дослiдних дiлянок Iнституту садiвництва УААН та з промислових насаджень
Київської областi.

Зразки перевiряли на наявнiсть антигенiв ВМЯ за допомогою iмуноферментного аналiзу
(IФА), тест-системи фiрми LOEWE.

Тотальну РНК видiляли з 100 мг рослинних тканин за допомогою кiта RNeasy Plant Mi-
ni kit (“Qiagen”, Великобританiя). ЗТ-ПЛР проводили за допомогою кiта one-step-RT-PCR
(“Qiagen”, Великобританiя) з праймерами (комплементарними до дiлянки гена капси-
дного бiлка): смисловий 5′ ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA та антисмисловий 5′

GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA [4]. Постановку реакцiї (на один зразок) здiйснюва-
ли за рекомендацiєю виробника, а саме: 14,5 мкл води, 5 мкл 5×ПЛР-буферу, 1 мкл сумiшi
нуклеотидiв (dNTP), 1 мкл Q-розчину, 1 мкл сумiшi ферментiв, 0,6 мкл смислового прай-
мера, 0,6 мкл антисмислового праймера, 1,5 мкл тотальної РНК. Додавання всiх реагентiв
у епендорф проводили на холодi. Розмiр продукту амплiфiкацiї 262 п. о. Амплiфiкацiю ви-
конували в такому режимi: зворотна транскрипцiя: 50 ◦С — 30 хв; 95 ◦С — 10 хв; ПЛР:
40 циклiв — 94 ◦С — 30 с; 55 ◦С — 40 с; 72 ◦С — 1 хв 20 с; фiнальна добудова 72 ◦С —
10 хв. Результати амплiфiкацiї перевiряли за допомогою електрофорезу в агарозному гелi
за допомогою трансiлюмiнатора (“Bio-Rаb”, США) з використанням стандартних маркерiв
Gene Ruller 100 bp DNA Ladder plus (“Fermentas”, США) з подальшим фотографуванням
гелiв в ультрафiолетовому свiтлi. Сиквенування очищених амплiфiкованих фрагментiв про-
водили на Applied Biosystems 3730x1 DNA Analyzer з використанням Big Dye terminators,
version 3.1 (“Applied Biosystems”, США). Iдентифiкацiю та порiвняння отриманих послiдов-
ностей здiйснювали за допомогою системи BLAST-аналiзу (http://www.ncbi.nlm.him.gov).
Фiлогенетичний аналiз виконували за допомогою програми Mega 4 [5]. Фiлогенетичнi де-
рева конструювали методом зв’язування найближчих сусiдiв (neighbor-joining, NJ) [6]. Для
перевiрки достовiрностi побудованих дерев застосовували бутстреп тест (bootstrep) з 100
бутстреп реплiкацiями [7].

Результати дослiдження та їх обговорення. При обстеженнi насаджень яблунi
в травнi-червнi 2008 р. на дослiдних дiлянках Iнституту садiвництва УААН та промисло-
вих насаджень яблунi Київської областi на окремих рослинах (сорт Слава Переможцям,
Пiнова тощо) були виявленi симптоми, характернi для ВМЯ, у виглядi яскраво-жовтої мо-
заїки, плям, кiлець (рис. 1). Симптоми виявлялися весною (травень) на перших молодих
листках яблунi.

У вiдiбраних з даних рослин зразках (листя, пелюстки) наявнiсть ВМЯ iнфекцiї бу-
ло пiдтверджено за допомогою як iмуноферментного аналiзу, так i ЗТ-ПЛР. У результатi
постановки ЗТ-ПЛР в агарозному гелi спостерiгали утворення продуктiв амплiфiкацiї не-
обхiдної маси 262 bp (рис. 2).

Для визначеня нуклеотидної послiдовностi фрагмента гена капсидного бiлка проводили
сиквенування отриманих ПЛР амплiконiв: амплiкон-1 — сорт Слава Переможцям, амплi-
кон-2 — Внучка, амплiкон-3 — Пiнова, амплiкон-4 — Рубiнове Дуки. Нуклеотидна послiдов-
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Рис. 1. Симптоми, викликанi вiрусом мозаїки яблунi на листках Malus domestica Borkh, сорт Слава Пере-
можцям (промисловi насадження Київської областi)

Рис. 2. Електрофорез продуктiв ЗТ-ПЛР ВМЯ в агарозному гелi: 1 — Слава Переможцям, 2 — Внучка,
3 — Пiнова, 4 — Рубiнове Дуки; М — маркери, К — негативний контроль

нiсть фрагмента гена капсидного бiлка одного з українських iзолятiв ВМЯ — iзолят з сорту
Слава Переможцям була задепонована в Ген банк пiд номером FJ752493.

За результатами порiвняння отриманих чотирьох амплiконiв фрагмента гена капсидного
бiлка ВМЯ мiж собою за допомогою програми BLAST, вiдсоток гомологiї мiж амплiконом-1
та амплiконом-2 становить 96%, амплiкону-1 та амплiкону-3 — 97%, а амплiкону-1 та ам-
плiкону-4 — також 97%. Цi данi свiдчать про високу спорiдненiсть циркулюючих в Українi
iзолятiв ВМЯ та про їх належнiсть до одного штаму.

Порiвняння українських iзолятiв ВМЯ з аналогiчними послiдовностями у Ген банку
(табл. 1) показало вiдповiднiсть амплiфiкованих продуктiв вiдомим послiдовностям гена,
якi кодують капсидний бiлок ВМЯ.

Найвищий вiдсоток гомологiї з цими послiдовностями становить 99% (номер доступу
AY542543.1 [8]). Виявилося, що така висока гомологiя iснує з iзолятами з Чехiї, що може
пояснюватися близьким розташуванням наших країн та iнтенсивним обмiном посадкового
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Рис. 3. Фiлогенетичнi взаємовiдносини українських iзолятiв ВМЯ та вiдомих iзолятiв ВМЯ в Ген банку.
Фiлограма побудована за методом зв’язування найближчих сусiдiв, з 100 бутстреп реплiкацiй. Оптимальне
дерево iз сумарною довжиною ланцюга 0,11314655. AMV, AMV1, AMV4, FJ752493 — українськi iзоляти
ВМЯ

матерiалу i свiдчити про поширення одних i тих самих iзолятiв ВМЯ. Найменшу спорiдне-
нiсть — 92%, вiдмiчено з австралiйським iзолятом з хмелю (номер доступу AF473592.1 [9]).
З цього виходить, що українськi iзоляти ВМЯ не можна вважати окремим штамом даного
вiрусу, оскiльки вiдсоток гомологiї з iншими вiдомими послiдовностями досить високий, що
можна пояснити низькою варiабельнiстю геному даного вiрусу i вiдсутнiстю його штамо-
вого рiзноманiття.

Фiлогенетичнi взаємовiдносини українських iзолятiв ВМЯ та iзолятiв з Ген банку до-
слiдженi за допомогою комп’ютерної програми Mega 4. Як видно з рис. 3, фiлогенетичне
дерево розбите на два основних кластера. Українськi iзоляти ВМЯ входять до обох класте-
рiв. Окремий пiдкластер складають iзоляти ВМЯ хмелю.

Таким чином, визначено молекулярно-бiологiчнi особливостi українських iзолятiв ВМЯ.
Порiвняння нуклеотидних послiдовностей фрагмента гена капсидного бiлка українських

Таблиця 1. Нуклеотидна подiбнiсть (%) за геном капсидного бiлка ВМЯ з яблунi та iнших господарiв до
українського iзоляту ВМЯ

Номер у Ген
банку

Вiрус Господар Країна
Подiбнiсть з українським

iзолятом ВМЯ, %

FJ752493.1 ApMV Яблуня Україна 100
AY542543.1 ApMV Яблуня Чехiя 99
AY542546.1 ApMV Груша Чехiя 98
AY542544.1 ApMV Груша Чехiя 97
FM178274.1 ApMV Яблуня Iндiя 96
AY542540.1 ApMV Яблуня Бельгiя 99
AF548367.1 ApMV Яблуня Корея 94
AF473594.1 ApMV Хмiль Австралiя 93
AY054387.1 ApMV Хмiль Чехiя 93
AF473592.1 ApMV Хмiль Австралiя 92
AY054388.1 ApMV Мигдаль Iталiя 92
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iзолятiв ВМЯ показало високу гомологiю дослiджених амплiконiв як мiж собою, так i з вi-
домими послiдовностями в Ген банку.
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Molecular biological properties of Ukrainian isolates of Apple mosaic
virus isolated from apple (Malus domestica Borkh.)

As a result of the sequencing, nucleotide sequences of a coat protein gene of four Ukrainian isolates
of Apple mosaic virus (ApMV) isolated from apple are established. The phylogenetic analysis of
Ukrainian isolates of ApMV showed their high homology between themselves and with isolates
deposited in the Genbank.
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