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І. ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

1.1. Актуальність теми. Бактеріальний рак. шр спричиняє 

фітопатогенна, пухлиноутворююча бактерія Agrobacteriuni

turner aciens є одним а найбільш небезпечних захворввань виногра­

ду. Обстеження насаджень в зоні промислового виноградарства 

України показало шкідливу дію його як на молодих, так і на ро­

дючих виноградниках, яка виявляється в ослабленні росту кущів, 

зниженні стійкості до несприятливих умов зовнішнього середо­

вища, врожайності та якості продукції. Ураження бактеріаль 

ним .раком винограду сорта Каберне становить 53,8 - 93,01 

( А Г. Гіанфілова, 1982; П. М. Шгеренберг,1979). Урожайність та­

ких виноградників знижується в середньому на 20Z (Я. А. Нагапетян. 

1973; І.Маленін, 1971). Сахаристість падає на 1-2Z.

Проведені дослідження ( Lehocsky, 1969, 1971 ) показали, 

що збудник знаходиться в судинах ксілеми уражених рослин 

разом з іншими спорідненими і неспор ідненими до нього мікро 

організмами. При цьому симптоми захворювання на кущах можуть і 

не виявлятися (Lehoczky, 1У68; Burr and Katz, 1984) Таким чи­

ном, існує ймовірність того, ор лоза, яку заготовлено на хво­

рих материнських кущах, може містити A. lumeraciens, отже за ­

хворювання може розповсвдитися на нові насадження винограду

Існуючі методи тестування придепних і підщепних сортів 

винограду мають багато суттєвих недоліків, які пов'язані з 

тривалістю проведення досліджень, а  також отриманням

невірогідних даних. В зв’ язку з цим,важливого значе- ня набуває 

розроблення методів діагностики і боротьби а бактеріальним ра­

ком, починаючи з індексації і сертифікації садивного матеріалу



з метою закладення насаджань здоровими садженцями.

1.2. Мла і завдання досліджень.' Мета роботи полягала у 

вдосконаленні існуючих і розробленні нових методів діагностики 

бактеріального раку винограду, і отриманні садивного матеріалу

вільного від збудника. Завданням досліджень було:

вдосконалити мікробіологічний і серологічний методи 

Діагностики бактеріального раку винограду;

розробити генно-: інженерний метод діагностики А. 

tu.nefaciens;

випробувати нові хімічні препарати у боротьбі з бак- 

теріалміим раком винограду.

1.3. Наукова новизна Вдосконалено методи відбору пасоки та

екстрагування бактерій із здеревенілих живців виноградної рос­

лини. Для виявлення патогенності A. tumefaciens запропонован 

метод використання в якості індикаторів рослин винограду і ка­

ланхое, из вирощені в культурі in v itro . Вперше в виногра 

дарстві розроблено генно-інженерний метод діагностики

A. tumefaciens з використанням радіоактивного та нерадюаісгив - 

ного зондів. І!а цей метод діагностики отримано авторське св і ­

доцтво N 1667617 від першого липня 1991 року. Випробувано 

нові препарати: хлортіазід і купролон, які успішно можна 

застосовувати у питомніководстві а метою запобігти перезаражен- 

нс живців під час їх вимочування, а також для боротьби з пухли- 

на-ми на виноградних кущах.

1.4. Практична цінність. Розроблений генно-інженерний метод 

діагностики жироко використовується під час масового тестуван­

ня Еинограду на приховане ураження A. tumefaciens. Отримано
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маточні рослини прищепних і підщепних сортів винограду, вільні 

від збудника бактеріального раку. Цим матеріалом у 1988 - 1994 

роках закладено маточники здорових клонів підщепних сортів 

Ріпаріа х Рупестріс 101 - 14, Еерландієрі х Р іпаріа 004, Бер- 

ландієрі х Р іпаріа КоберіаЬ ЕБ у господарствах Одеської, Херсон­

ської і Закарпатської областей України площею 51 гектар.

1.5. Апробація роботи. (£ітеріали дисертаці і доповідалися на 

конференції "Фітонциди. Бактеріальні хвороби рослин". (Львів. 

1990 p .) ,  в 1987 - 1990 роках на засіданнях міжфакультетської 

проблемної НДЛ їм. Д. It Білозерського МГУ в эв’ чзку з виконан­

ням завдання 5 .1 .1 .3 . КЛ НТП СЕВ "Отримати препарати в ірусів і 

бактерій винограду, антисироваток до них, створити діаг- 

ностикуми для виявлення в ірусів  і бактерій винограду та ор­

ганізувати їх виробництво".

1.6. Структура та обсяг роботи. Робота складається із  вступу, 

огляду літератури, матеріалів і методів проведення досліджень, 

результатів власних досліджень, висновків, бібліографічного 

списку літератури ( 112 джерел, в тому числі 83 іноземних), 

та додатку. Дисертацію викладено на 111 сторінках машинопису, 

ілюстровано 12 рисунками та 19 таблицями.

1.7. Декларація особистого внеску дисертанта у розробку нау- 

кових результатів, чю виносяться на захист. Автором особисто, 

а також в співавторстві під безпосереднім його керівництвом, 

проведені аксперемєнтальні дослідження, обгрунтовані пояснення 

висновків і практичних рекомендацій.

■ - Ь -
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2. МАТЕРІАЛИ 1 МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Дослідження проводилися в лабораторії в ірусології і 

мікробіології Інституту виноградарства і виноробства їм. а  Є. 

Таїрова в період з 1988 по 1994 р ік  Польові досліди проведено 

на виноградних насадженнях дослідного господарства "Таїровсь- 

кий".

Для проведення досліджень нами використані ізоляти 

A, tumefaciens, A. rub i, A. rhisogenes, Pseudomonas 

aureofaciens, Xanthomonas ampelina, одержані з колекції 

відділу фітопатогенних бактерій Інституту вірусології і 

м ікробіології ім. Д К. Заболотного, Молдавського НІ І виногра­

дарства і виноробства, наукових закладів відповідного профілю 

Болгарії, Іспанії та США.

A. tumeraciens виділяли з пасоки під час весняного руху 

сок ів , а також із  здеревенілої лози і галлів винограду за  за ­

гальноприйнятими методіками ( Маленін, 1974; Lehoczky, 1971; 

Goodman et a l. , 1987 ).

Морфолог ію і структуру колоній вивчали на селективних по­

живних середовипах Рой і Сассера ( Roy and Sasser, 1983 ).

Для визначення патогенних властивостей виділених ізолятів 

використовували індікаторні рослини каланхое, виноград, соняш­

ник, томати, діски моркви та ін.

Для отримання діагностичних антисироваток проводили 

імунізацію кролів. Проби крові відбирали перед кожною 

імунізацією, а також через тиждень після останнього введення 

антігену.



Специфічність антисироваток визначали в реакції

аглютинації на склі і в пробірках а гомологічними і гетеро- 

лопчними культурами цього роду, а також представниками агро- 

бактерій інших родів.

Під час роароблення генно-інженерного методу діагностики 

хромосомну ДНК виділяли за методом, описаним в роботі Dali 

(1985).

Електрофорез в агаровому гелі проводили з г ід н о  з  загаль­

ноприйнятими методами ( Aal J.C. , 1972; Sharp P. A. e t а і. ,

1973 ).

Плаамідну ДНК виділяли за методикою, описаною Гловер 
ле

( 1988 ). Шіазміди мітили Р за  допомогою нік - трансляції

( Rigby et a l. , 1987 ).

Гібридизацію ДНК а міченим зондом проводили за  Грунштей-

ном і Хогнесом ( 1975 ) а використанням апарату фірми "В іо

Rad” ( США ) ,  по дозволяє одночасно наносити на фільтр і об­

робляти 96 зразків.

Дія боротьби а бактеріальним раком винограду вивчали нові 
*

х ім іч н і препарати, синтезовані в Інституті х ім ічних засобів 

захисту рослин ( м. Москва ) і науково - виробничому 

об'єднанні "НІОПІК" ( м. Москва ). Проведено лабораторні і 

виробничі випробування препаратів Об - 166 - 85 ( мідний комп­

лекс т іад іаінона ) і купролона ( мідний комплекс вглона ). 

Випробування антимікробних властивостей проводили згідно а за­

гальноприйнятими методами, що застосовуються у

мікробіологічних дослідженнях ( Ведьміна С. А. та їй., 1964;

Черкес та ін. , 1986 ).
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Фітотоксичність препаратів вивчали шляхом оброблення 

трьохвічкових живців винограду сорту Ранній Пат ара ча. Одеськії 

Сувенір. Янтар ОСХІ, Ювілейний 70, Р іпаріа х Рулестріс 101 - 

14, Берландіері х Р іпаріа С04. Вимочували їх протягом 12 годин 

у розчинах р ізної концентраці ї: купролон - 0.05 , 0. 025 , 0. Olg і

0. 006 Z д. р. , хлортіазід - 0.1 , 0.05 і 0.025 І  д. р. Облік ре­

зультатів проводили через 2 - 3  тижні після оброблення. При 

цьому відмічали утворення калусу, кореней і проростання вічок

Інпбіругчу дію купролону і хлортіааіду на пухлини 

досліджували, оброблюючі галли вінограду пастою, яка містила

1, 2, 4. 8. 16 і 32 І  Д. р. При цьому зважували на стан пухлин 

ноі та здорової тканин після оброблення на протязі 7 - 1 0  днів.

Статистичну обробку отриманих результатів проведи на ком- 

пютері IBU-PC при допомозі програм багатомірного статистичного 

аналізу "Варпет".

3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

3.1. Виділення АггоЬасІепшп tumeraciens з адеревенілих 

живців виноградної лози.

Нами вдосконалено метод Lehoczky ( 1968 ) виділення бак­

терій а живців виноградної лози під час перевірки матеріалу в 

осіннє - зимовий період.

Сутність методу.полягає в екстрагуванні бактерій а к си е  

ми аа допомогою води, яка пропускається через живець під тис 

ком. Для цього змонтовано прилад, який дозволяє виділяти бак 

терп з живців винограду аа дуже короткий проміжок часу. Нами
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гановлено, оо для вимивання максимальної кількості бактерій 

'Ить пропустити через судини воду в кількості 1.0 - 1.5 мл.

3.2. Відбір пасоки для діагностики A grobacterium  

tumefaciens.

Нами модифіковано метод Маленіна ( 1974 ) , запропонований 

я збирання виноградної пасоки. Модифікація методу полягає в 

>му, що замість звичайної пробірки і вати, що використовується 

ля ущільнення, ми застосували резиновий корок з вмонтованими 

неї колючками для відбору крові у великих тварин. Через одну 

них в пробірку надходить пасока, через другу виходить надли- 

гок повітря. Застосування цього приладу дає можливість виклю­

чити вторинне забруднення пасоки бактеріями. Крім того, відбір 

проб можна проводити в будь-яку погоду ( дощ, туман ). Про­

бірки можна оставляти на н і ч , що є дуже важливим п ід  час ма­

сового збирання пасоки. Використання гнучкого сполучення про­

бірки а пагоном дає можливість відбирати пасоку а підрізаних 

кущів.

3.3. Сортова сприйнятливість томатів до зараження 

A. tumefaciens

Одним а найбільш ефективних індикаторів для визначення па
І';.,
тогенних властивостей A. tumefaciens є томати. Проте в процесі 

роботи ми відмітили, що не всі сорти томатів в однаковій мірі 

реагують на штучне зараження патогеном. Багато сортів реагують
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незначним по обсягу утворенням пухлин, до ускладнює проведення 

обліків. Це явилося підставою для вивчення пухлиноутворноі 

здатності деяких сортів томатів.

Отримані нами результати свідчать про різну сприйня­

тливість сортів томатів і необхідності вибору чутливого до 

захворювання сорту як індикатора. Такими сортами с  Ранній - 83 

і Київський ранній.

3.4. Використання тест - рослин in  v itro .

Нами розроблено метод визначення патогенних властивостей 

ізолятів з використанням мікросаджанців винограду, вирощених в 

культурі in v itro . Випробувано сорти Молдова, Русалка, Шчта, 

Кобзар. Встановлено, що перші ознаки зараження рослин виявля­

ються на 10 - 12 день, що вдвічі скорочує час діагностики

порівняно з використанням горшечної культури винограду. 

Найбільш чутливим до штучного зараження виявився сорт Кобзар. 

При цьому більш ефективним е метод зараження в рану на пагоні. 

При декапітації рослин пухлина утворюється менших розм ірів, 

проте в ті ж самі строки, що й у первому варіанті.

3.5. Серологічний метод діагностики бактеріального раку

винограду.

З метою вивчення антигенних властивостей бактеріальної 

клітини A. tumefaciens і 11 компонентів були виготовлені 5 

типів антигенів: О - антиген; Н - антиген; глікопротеїновий
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антиген; культура, вбита формаліном; жива культура Встановле 

но, шд найбільша активність притаманна антисироваткам, що були 

отримані на введення кролям живої культури та обробленої фор- 

маліном. Тітр антисироваток, отриманих на введення таких анти 

генів, складав 1 : 512 • 1 : 1024 Самий низький тітр, 1 : 32

- 1 ; 64, спостерігався у антисироваток, отриманих на введення 

глікопротеїнів, виділених з A. tumefaciens. Подальші 

дослідження специфічності отриманої поліштамової антисироватки 

показали, що в структурі бактеріальної клітили е антигени, 

спільні з іншими видами бактерій роду Agrobacterium. Так, 

відмічено позитивну реакцію з непатогенними пггамами А. 

radiobacter' і A. rubi ( табл. 1 ) ,  щр підтверджує результати 

досліджень інших авторів, які відмічають неможливість серо­

логічно відокремити патогенні штами від непатогенних.

В зв'язку з тим, щр реакції агглютинацп не притаманна 

достатня чутливість, ми оптимівірували умови виявлення А. 

tumefaciens аа допомогою непрямого методу імуноферментного 

аналізу ( ІФА ). Оптимальними умовами для проведення ІФА є : 

розведення антисироватки 1 : 64 000 - 1 : 128 000, культури

агробактерїй 10 кое/мл і конъюгату антикролячоі антисироватки. 

міченої пероксідааою, 1 : 500.

Проте недоліком серологічного методу е неможливість відо 

кремити патогент і непатогенні штами роду Agrobacterium. Тому 

подальший етап наших досліджень полягав у розробленні бютех- 

нологічного методу діагностики бактеріального раку винограду 

на баз і генної інженерії.
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Таблиця і.

СПЕЦИФІЧНІСТЬ пол іш тА ш ал  АНТИСИРОВАТКИ 

ДО РІЗНИХ ВИДІВ ВАКТЕРІЙ

Умовні позначки:

ІЗІД : Номер : Eiрулент Результат реакції

Оііктерій __________ штама : НІСТЬ а г л ю т и на ц і і _

Л tumefaciens 229

A. tumefac iens 227

A, tumefaciens В ♦

A, tunv'taciens 8628 t

A. turner aciens 1D1 ■f

A, radiobacter 55

A. rhiso^enes ; , - - ' ; ■

A. rubi ♦

Pseudomonas

aureofaciens . ♦

Xanthomonas 

ampelina 162 •f

позитивна реакція 

негативна реакція



3.6, Бютехнологічний метод діагностики бактериального 

раку винограду.

Перспективним напрямом використання генно інженерної 

технології у рослинництві с розроблення методів діагностики 

різних патогенів і вибракування уражених хворобою рослин. 

Основою багатьох генно-інженерних методів діагностики е гібри­

дизація нуклеїнових кислот. Явище комллементарності дозволяє з 

досить високою точністіо. у певних експеріментальних умовах, 

виявляти послідовності нуклеотид 1В ДНК. СПІЛЬНІ ( або дуже 

близькі ) у двох зразків.

Технологія гібридизації нуклеїнових кислот для виявлення 

чужерідного геному ( для діагностики захворювань, щр виклики 

ються патогенними бактеріями ) , може виявитися більш ефектив­

ною, ніж існуючі методи. Важливим моментом у розробленні мето­

ду виявлення патогену е створення зонду, комплементарного 

певній ділянці ДНК патогену. Для цього необхідно детальне вив­

чення орган ізац ії геному бактерії і характеристика його взає­

модії з генетичним матеріалом клітини рослини. Одним з 

найбільш добре вивчених у цьому відношенні є бактеріальний рак 

рослин.

Для розроблення методу діагностики бактеріального раку 

винограду є важливим конструювання зонду, який містить ділянку 

ДНК, специфічну т іл ь к и  Т - д іл я н ц і Ті - пл^амідй' А. 

tumefaciens. Для пошуку фрагмента нами досліджені плазм і дй pGV' 

0361, pGV 0414, pGV 0415, що містять р ізн і фрагменти Т - об­

ласті Ті - плазміди.
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Головну увагу ми приділяли вивченнс двох останніх плазмід 

pGV 0414 і pGV 0415. Для визначення можливості створення зонду 

на базі цих плазмід необхідно було перед цим виявити можливості 

їх гібридизації з ДНК різних штамів грунтових бактерій. Нами 

встановлено, щр плазмі да pGV 0415 не гібридизується з ДНК 

A. radiobacter, Rhisobium melі l l o t i  і тому може бути використа­

на як матеріал для пошуку фрагменту, шр гібридизується з 

Ті ■ плазмідою із A. tumefaciens.

Одержаний нами фрагмент гібридизувався з тотальними ДНК, 

виділеними а різних штамів A. tumefaciens і не давав гібриди­

зацію з непатогенними штамами A. rubi і A. radiobacter. Одер­

жаний фрагмент мітили за  допомогою ні к ~ трансляці ї. 

Оптимальна к іл ь к іс т ь  зонду для реакції складало 50  - 100 нг і 

2 0 - 3 0  мкКи одного а Р dNTP. Одержану конструкцію ми назвали 

pBCV І.

При визначенні чутливості генно-інженерного методу було 

встановлено, шр концентрація бактерій 10 кое/мл є оптимальною 

і забезпечує одержання сигналу нормальної інтенсивності.

Для визначення специфічності розробленого нами методу 

проведено гібридизацію з ДНК різних штамів бактерій. Результа­

ти, наведені в таблиці 2, показують, що метод е високоспе- 

цифічним, тому що гібридизація відбувалася тільки з патогенни­

ми тамами A. tumefaciens, які характеріауіггься наявністю Ті- 

плааміди і не відбувалася з бактеріями, у яких плазміда 

відсутня. Встановлено, шо метод ефективний для виявлення 

A. tumefaciens не тільки на винограді, а  також на інших росли­

нах які сприйнятливі до бактеріального раку (табл.3).
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: Номер Результат

Вид бактерій пггама : гібридизації

A. tumefaciens A6 +

Аг-20 +

Ag-57 +

Ag-63 +
Ag-158 +

121-Б +

151-Б

B6 +

1D1 +

С-Б8 +

FACH +
*

FA-2 4

271 +
8628 ♦

A. rubi -

A. radiobacter 55

Rhlsoblum me 111 lotl 425-A -

Pseudomonas

aureoraciens 35 -

A. rhisogenes

Умовні позначки ” + ” - позитивна реакція 

"  - " - негативна реакція

Таблиця 2

ДОСЛІДЖЕННЯ СПЕЦИФІЧНОСТІ ЗОНДУ шляхом 

ТЕСТУВАННЯ РІЗНИХ ВИДІВ БАКТЕРІЙ
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Таблиця З

СПЕЦИФІЧНІСТЬ ЗОНДУ ПРИ ТЕСТУВАННІ A. TMEFACIEN5 

ВИДІЛЕНОЇ 13 РІЗНИХ СІЛЬСЬКОГОСПОДАРСЬКИХ 

РОСЛИН

N

П. П.

I.

Вид бактерій :

A. tumefaciens: 

9054

Тоходження : Pt 

культури : гіб[

плодові

■зультат

зидизації

+

8628 плодові +

9052 хризантема +

Ag-20 міндаль +

271 виноград +

. II. A. radiobacter: 

55 виноград

Умовні позначки " + " - позитивна реакція

” - ” - негативна реакція

Приведені в таблиці данні показують, шр гібридизація про­

ходить і з  A. tumefaciens виділеними із  хворих рослин другого 

походження. Це ще раз підтверджує про специфічність полученого 

нами зонду. Позитивна реакція проходить із  усіма культурами А. 

tumeГас lens в яких е наявність Ті-плазміди.



В зв’ язку а тим, що генно-інженерний метод базується на 

застосуванні радіоактивних ізотопів, нами розроблено неїзотоп 

ний варіант діагностики бактеріального раку винограду, його 

сутність полягає в тому, шр ДНК мітили аа допомогою методу ви 

падкового праймірування шляхом включення в неї дезоксіурідін 

фосфату, до якого приєднано стероїдний гаптен дігоксігенін.

ДНК гібридизували з патогенними і непатогенними культура 

ми, нанесеними на фільтр у різних концентраціях. Паралельно 

проводили контрольну гібридизацію з радіоактивним зондом. Як 

результат, усі патогенні штами дали позитивний сигнал після 

гібридизації, як в контролі, так і після мічення дігоксі- 

геніном.

Встановлено, щр чутливість не ізотопного методу така ж, як 

і метода з використанням ізотопів.

Таким чином, нами вперше в виноградарстві показана можли­

вість використання нерадюактивно міченої ДНК для виявлення па

тогенних штамів A. tumefaciens. Використання дігоксигеніну sa­
i l

мість Р не знижує високу чутливість детекції і водночас підви­

щує безпечність експерімейту, ію дає можливість-проводити 

його в лабораторіях, які не мають ізотопного блоку.

Не менш важливо й те, щр мічена дігоксигеніном ДНК може
32.

зберігатися необмежено довгий час, тоді як ДНК, мічена Р, 

швидко розпадається.

3.7. Хімічні засоби захисту від бактеріального раку.

Проведені лабораторні і виробничі випробування препаратів 

хлортіаа і ду і купролону показали, щр їм притаманна бактеріцид-
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на д ія  по відношенню до A. tumefaciens. Купролон в концент­

рац ії 0.006 X д. р. і хлортіааід, шр містивО. 025 X д. р. , викли­

кають повну загибель бактерій при експозиції ЗО хвилин.

Обидва препарати були використані нами під час вимочення 

виноградної лози для запобігання перезараження. Лозу було за ­

готовлено з 5 прищепних ( Ранній Магарача, Одеський Сувенір, 

Янтар , Кримська жемчужина. Ювілейний 70 ) і двох підщепних 

сортів ( Р іпаріа  х Рупестріс 101 - 14, Берландіері х Рш аріа 

С04 ).

Лозу нарізали на трьохвічкові живці і вимочували протягом 

8 годин. Одержані результати свідчать про те, що оптимальною 

концентрацією для купролона є 0.006 X д. р. , для хлортіазіду

0.025 Z д. р. Під час вимочування у розчинах вказаних концент­

рацій затримання у прорастанні вічків не спостерігалося, утво­

рювалися добрі корені і калус.

Випробування пастоподібної форми препаратів на купах ви­

нограду, що росли в дослідному господарстві "Таїровський" 

показало, шр оброблення пухлин пастою купролона, яка містила В 

І  д. р . , викликає 100 Z їх  загибель через 5 - 7  днів після об­

роблення. Паста хлортіазіду виявилася менш ефективною. Макси­

мальна концентрація ( 32 X д. р. ) т іл ьк и  частково викликала 

некроз поверхневих шарів пухлинної тканини 1 не впливала на їх  

подальший розвиток.

При визначенні залишкової кількості хлортіазіду і купро- 

лону, в оброблених пастою кущах винограду, в будь-якій з 

досліджених проб не було виявлено наявності препарату, що 

свідчить про їх  нешкідливість і можливість застосування для
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оброблення кущів, уражених бактеріальним раком.

.3.8. Виробництво кущів клонів винограду, вільного від 

бактеріального раку.

Для виробництва кущів клонів винограду, вільного від бак­

теріального раку на клонодослідній ділянці Інституту виногра­

дарства і виноробства їм. а  Є. Таїрова спочатку проводилася 

фітосанітарна селекція. Результати обстежень показал» 

відсутність кущів винограду з наявніст» пухлин на штамбі і ру­

кавах. В зв'язку з тим, що збудник бактеріального раку може 

знаходитися у рослині винограду в прихованому стані, ми засто­

сували генно-інженерний метод для виявлення латентної 

інфекції. З Цією метою навесні, на кущах клонів відбирали пасо­

ку, наносили на капронові фільтри і проводили гібридизацюнний 

аналіз. Одержані результати, наведені в таблиці 4, свідчать 

про те, що сорти підшрп латентно уражені на 4,3 - 6,92. Євро­

пейські сорти уражені в значно меншій мірі. Максимальна уражен- 

ність деяких сортів не перевищус 3,11. В зв’ язку з тим, щэ вка 

зані сорти винограду раню  були тестовані на вірусні хвороби, 

одержаний матеріал є суперелітою, яка надалі повинна бути 

розмножена у лабораторно-тепличному комплексі Інституту вино­

градарства 1 виноробства ім. а  Є. Таїрова.

Після цього.садивний матеріал передасться у господарства
•г/г,

України для закладення базових маточників, з яких потім заго-
Л1.

товляеться лоза для виробництва здорових саджанців. Як бачимо 

з таблиці 5, в період з 1988 р. по 1994 p., в господарствах
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РЕЗУЛЬТАТИ ТЕСТУВАННЯ КУЩІВ КЛОНІВ ПІДЩЕПНИХ І 

ПРИЩЕПНИХ СОРТІВ НА ПРИХОВАНЕ ЗАРАЖЕННЯ A. TUMEFACIENS

Таблиця 4

N : Сорт Кількість : Кількість : Кількісті

П. П : винограду досліджених: здорових : заражених

кущі в ( шт. ): кущів (шт.):.___кущів (X)

1. Підщепні сорти: (середне за  1991-1992 Р. Р- )

1. Р іпаріа Глуар 213 202 5,22. Берландісрі х Р іпаріа

41В 236 226 4.3

3. Берландісрі х Р іпаріа

Кобера 5ББ 468 436 6,9

4. Р іпаріа х Рупестріс

101-14 414 390 5,8

5. Берландіері х Р іпаріа

С04 126 120 4,8

Всього: 1457 1374 5,7

II . Прищепні сорти: ( середне за  1991-1992 др.)

1. Італія 320 310 3,12Кускат янтарний 130 126 3,0

3. Трамінєр рожевий 225 225 ... -і

4. Ркацітелі 236 229 3,0

5. Восторг 195 195 -

6. Шасла 229 224 2,2
7. Ріслінг 175 175 -8. Жемчуг Саба 79 79

Всього: 1589 1563 1,7



Одеськоі. Херсонської і Закарпатської областей закладено 51 

гектар підщепних сортів винограду.

Таблиця 5

ЗАКЛАДЕННЯ БАЗОВИХ МАТОЧНИКІВ ПІДЩЕПНИХ СОРТІВ 

ВИНОГРАДУ В ГОСПОДАРСТВАХ УКРАІНИ

- 21-

N : Область. : Сорт Рік Площа

п/п: господарство : винограду посадки насаджень

( га )

і. Херсонська обл.

р-п "Білозерський" Р іпаріа х Рупестріс

101 - 14 1988 5

р-п "Каменський" Р іпаріа х Рупестріс

101 - 14 1989 3

2. Одеська обл.

Д а  Г. їм. Суворова Ріпаріа х Рупестріс 1988-

101 - 14 1989 15

р-п "Придунайський" Р іпаріа х Рупестріс 1991-

101-14 1992 13

р-п "Лиманеький" Р іпаріа х Рупестріс 1991-

101 - 14 1992 7

Д R Г. "Кучурганське1 Р іпаріа х Рупестріс

101 - 14 1994 5

3. Закарпатська область

р-п їм. Шевченко Берландієрі х Р іпаріа

С04 1989 1.6

Верландіері х Р іпаріа

Кобера 5 ББ 1989 1.4

ВСЬОГО: 51
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4. ВИСНОВКИ

1. В результаті проведених досліджень вдосконалено і роз­

роблено нові методи діагностики бактеріального ра>;у винограду, 

які дозволяють одержувати здоровий садивний матеріал , вільний 

від збудника

2. Вдосконалено метод виділення бактерій а живціе 

виноградної лози під Д ією  тиску повітря. Встановлено, що мак­

симальне вимивання бактерій із судин виноградної рослини дося­

гається зляхсм пропускання крізь живець рідини в кількості 1,0

- 1,6 мл під тиском 0,1 МРа.

3. Запропонований прилад для Еідбору пасоки під час вес­

няного руху соків дозволяє отримувати діагностичний ма­

теріал, не забруднений сторонньою мікрофлорою.

4. Встановлена сортова специфічність томатів при штучному 

їх зараженні A. tumefaciens. Це дас можливість використання 

чутливих сортів при визначенні патогенності. Найбільш сприйнят­

ливими виявилися сорти Київський ранній і Ранній - 83.

5. Випробувані р ізн і сорти винограду і  каланхое, вирощені 

і n v itrc . Інокуляція таких рослин дозволяє в короткі строки 

(10 - 12 днів ) і з найбільшою ймовірністю виявляти A. tumefa* 

ciens. Найбільша чутливість притаманна сорту Кобзар селекції 

Інституту виноградарства і виноробства їм. ЕЄ . Таїрова. При 

цьому більш ефективним методом зараження е метод проколю­

вання стебла порівняно з декапітацісв.6. Одержано і випробувано антисироватки до різних анти­

генів A. tumefaciens. Найбільший тітр ( 1 :  512 ) виявився у



антисироваток, отриманих після імунізації кролів живою культу- 

рою A. tumefaciens і культурою,, обробленою формаліном.

7. Встановлено, що в бактеріальній клітині с спільні 

антигени з іншими видами рода Agrobacterium Так. відмічено по 

зитивну реакцію з непатогенними штамами A. radiobacter і A. rub i.

8. Вперше в виноградарстві розроблено генно інженерний 

метод діагностики A. tumefaciens з використанням радіоактивно­

го і нерадіоактивного зондів, яким притаманна висока чутли 

вість і специфічність, шр дозволяє відокремлювати патогенні 

штами A. tumefaciens від непатогенних A. rathobacter, Метод ви 

користовусться для виявлення прихованої інфекції бактеріального 

раку європейських і підщепних сортів винограду .

9. Встановлено, up підщепи латентно заражені A. tuirefa-

ciens в середньому на 5,7 X, а європейські сорти на 1,7 І.и
10. Використання дігоксігеніну замість Р не знижує високу 

чутливість детекціі і водночас підвищує безпечність экспери­

менту, що дає можливість проводити його в лабораторіях, які не 

мають ізотопного блоку.11. З метою захисту винограду від бактеріального раку 

випробувано два нових препарати (купролон і хлортіазід). Ре­

зультати досліджень показали, по указані препарати в концет­

раціях 0.006Х д. р. і 0,025Х д. р. відповідно, можуть бути вико­

ристані під час вимочення ж ивців замість хінозолу. Для оброб- 

аення свіжих пухлин на кущах винограду можна використовувати 

пастоподібну форму купролону в концетрації 81 д. р . .

12. В результаті тестування кущів клонів підщепних сортів 

Р іпаріа х Рупестріс 101 - 14, Берландієрі х Р іпаріа С04,

- 23



Берландієрі х Pi парі а Кобера Ь ББ одержано садивний матеріал 

винограду, вільний від збудника бактеріального раку, який ви 

користано для закладення сертифікованих маточників у господар­

ствах Закарпатської, Одеської і Херсонської областей на 

на площі 51,0 га.

5. Рекомендації виробництву 

Матеріали проведених досліджень дають підставу рекоменду

вати:

1. Проводити діагностику бактеріального раку винограду в 

весняний період під час активного руху соків, використовуючи 

пасоку винограду для мікробіологічного, серолог і чного і генно- 

інженерного методів дослідження;

2. В питомніководчиських господарствах препарати купролон 

і хлортіазід в концетраціях 0.006Х д. р і 0,0252 д. р. відповідно 

можуть бути використані під час вимочки живців замість х інозо­

лу;

3. Обробка свіжих пухлин на куіщх винограду, уражених 

бактеріальним раком, пастоподібною формою купролону в концет- 

рац іі 8Х д. р. викликає іх відмирання;

4. Організація і проведення указаних заходів дасть змогу 

получати здоровий, вільний від збудника бактеріального раку, 

садивний матеріал винограду для закладки здорових насаджень.
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Усовершенствованы супествушио и разработаны новые методы 

диагностики бактериального рака винограда.

Испытание препаратов хлортиазид и купролон показало, что 

их с успехом можно применять в питомниководстве с целью пре 

дупрождения пере заражения черенков во время их вымочки, а так- 

жг для борьбы с опухолями на виноградных кустах.

Организация профилактических мероприятий дает возможность 

г,одучать здорова посадочный матержи винограда, свободный от 

возбудителя бактериального рака.

Gaiday A. E. Bacterial cancer of grapevine, diagnostics 

and protective measures.

D issertation (manuskript) tor the conpetition of a g r i c u l ­

ture; sciences degree candidate bv the spec ia lity  03.00.21 

Phytopathology. National Agricultural University. Kiev, 1995.

Methods of diagnostics were inproved and the new methods 

were elaborated.

T ria ls  o f c h lo r tia z id  а-id cuprolon showed that these 

preparates can be applyed successfully in nursery practice 

with the purpose of prevention of cuttings re-infection during 

the gra fts  manufacture and for the struggle with grapevine 

bushes tumors.

The organization o f prophylactic measures give the 

p o s s ib ility  to  obtaine grapevine healthy p lan ting  material 

free from bacteria l cancer agent.

Ключеві слоЕа: виноград, бактеріальний рак, діагностика, 

захист , питомніководство, купролон, хлортіазід. профілактика
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