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За шкідливістю фітоплазмові інфекції рослин відносяться до катастрофіч-
них захворювань, які часто приймають характер епіфітотій. Фітоплазма
пов’язана із хворобами декількох видів рослин, серед них особливе місце за-
ймає барбарис, останнім часом виявлено ураження цим збудником інших
рослин, таких як яблуні, груші, айстри, селера і список цих рослин постійно
зростає. Ця інфекція знижує врожай багатьох важливих сільськогосподар-
ських культур у всьому світі. За останні роки відбувається значне поширен-
ня фітоплазмової інфекції на різні рослини, які раніше не уражувалися цим
збудником. Тому питання виявлення та ідентифікації збудника цієї хвороби
різних рослин є досить актуальним. Мета роботи — виявити та ідентифі-
кувати збудника у хворих рослин барбарису (Berberis thunbergii DC). Мате-
ріали і методи. У роботі проводили візуальне обстеження кущів рослин. Для
діагностики виявлених рослин з характерними симптомами і ідентифіка-
ції збудника використовували молекулярно-генетичний метод полімеразної
ланцюгової реакції (ПЛР) у реальному часі. Дослідження проводили відпо-
відно до атестованої методики з використанням обладнання ПЛР-лабора-
торії. В роботі використовували як універсальні тест-набори для виявлення
фітоплазми, так і підібрані праймери і умови проведення ПЛР. Результати.
Було обстежено 17 кущів рослин Berberis thunbergii DC, п’ять з них мали ха-
рактерні  симптоми фітоплазмової інфекції, а саме: аномальне видовження
міжвузля, загальне пригнічення рослин, знебарвлювання листків або пагонів,
скручування листків, кущистість наприкінці зростання пагонів і загальне
пригнічення. За результатами лабораторного випробування методом ПЛР
було ідентифіковано збудника фітоплазмової інфекції. Висновки. Вперше в
Україні було виявлено і ідентифіковано збудника фітоплазмової хвороби на
рослині Berberis thunbergii DC з симптомами ураження цією хворобою. Було
підібрано концентрації праймерів і флуоресцентного зонду, умови проведен-
ня ПЛР реакції для визначення збудника.
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Серед небезпечних хвороб плодових та культурних рослин особливе 
місце займають вірусні [11, 17], бактеріальні [1], грибні [2, 3] та фітоплазмові 
хвороби [1]. Вони наносять великих збитків сільському господарству. Кіль-
кість їх є значною і з кожним роком з’являються все нові форми фітопатогенів. 
Вони дуже впливають на якість цих рослин, продукцію сільського господар-
ства, при цьому знижуються такі показники як цукристість, якість врожаю, 
зовнішній вид рослини. Останнє десятиріччя характеризується значними 
змінами епідеміологічної ситуації, що є наслідком антропогенного впливу на 
екосистеми і живі організми, що їх населяють. При цьому рівень ураження 
рослин збудниками хвороб, їх шкідливість і  розповсюдження зростає. Фіто-
плазмози рослин дуже небезпечні хвороби, що призводять до великих втрат 
врожаю плодових рослин. Фітоплазми — мікоплазмоподібні організми, про-
каріоти, відносяться до класу Mollicutes, рід Mycoplasma. Встановлено, що 
деякі представники класу Mollicutes є збудниками більше 600 захворювань 
рослин [12]. За шкідливістю фітоплазмові інфекції рослин відносяться до ка-
тастрофічних захворювань, які часто приймають характер епіфітотій. Пере-
носяться вони комахами, в яких циркулюють і розмножуються. За допомогою 
молекулярних методів фітоплазми було виявлено у рослинах та комахах-пе-
реносниках. На основі аналізу 16S рДНК фітоплазми були класифіковані що-
найменше на 15 груп та понад 38 підгруп [12, 15]. Фітоплазми, що належать 
до шести основних груп по 16S рРНК (16SrI, 16SrIII, 16SrV, 16SrX, 16SrXI та 
16SrXII), було зареєстровано в Європі [5, 10, 12, 15, 17]. Група 16SrI (жовті 
айстри) є найбільшою, найрізноманітнішою та найпоширенішою групою фі-
топлазм [13, 15]. Симптоми ураження рослин фітоплазмами приблизно одна-
кові і звичайно полягають у: розвитку зелених квіточок, втраті їх нормальної 
пігментації, стерильності, філлодіях (перетворення частини квіточки у листо-
ву структуру); утворенні «відьминих мітел» у результаті проліферації пагонів; 
у аномальному видовженні міжвузля, у результаті чого пагони стають тонки-
ми; знебарвлюванні листків або пагонів; скручуванні або чашовидної форми 
листків; загальному пригніченні рослини незалежно від сезону почервоніння 
або пожовтіння листя. У ряді випадків спостерігається сильне пригнічення 
росту й навіть загибель рослин. 

Для діагностики хвороби існують різні методи [4, 6, 7, 8, 19]. Основ-
ні проблеми щодо їх виявлення полягають у низькому титрі мікроорганізмів, 
залежності їх поширення в рослині від періоду вегетації і року, наявності в 
тканинах рослин інгібіторів полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), а також 
використанні специфічних методів для виявлення тієї або іншої фітоплазми 
[14].

Метою нашої роботи було виявити і ідентифікувати збудника фітоплаз-
мової інфекції у рослинах барбарису (Berberis thunbergii DC) з симптомами 
ураження і без них (латентну інфекцію) за допомогою методу полімеразної 
ланцюгової реакції у режимі реального часу з гібридизаційно-флуоресцент-
ною детекцією у зв’язку з тенденцією подальшого поширення цієї хвороби. 

Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження були кущі рослини барбарису Berberis 

thunbergii DC у кількості п’яти рослин з характерними симптомами ураження 
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фітоплазмою і дванадцять — без них. Обстеження проводили на території 
передмістя м. Києва на початку літнього періоду вегетації рослин. 

Зразки листя рослин барбарису для виділення ДНК фітоплазми у кіль-
кості десять штук з однієї рослини було відібрано згідно з методикою [9], які  
зростали в однакових умовах на території передмістя м. Києва. Відбір проб 
листя рослин барбарису проводили з липня по жовтень 2023 року. Наважку 
листових жилок — 1,5 г гомогенізували у 20 мл крижаного буфера та центри-
фугували протягом 5 хв. при 2500 g (4 °C) з подальшим центрифугуванням 
супернатанту протягом 25 хв. при 18 000 g (4 °C). Лізис проводили у модифі-
кованому буфері CTAB (4% CTAB, 1% PVP 10 000, без 2-меркаптоетанолу) 
при 65  °C. Після екстракції хлороформом/ізоаміловим спиртом (24:1) ДНК 
осаджували холодним (−20 °C) ізопропанолом, інкубували при кімнатній тем-
пературі протягом 20 хв. та центрифугували протягом 15 хв. при 15 000 g. 
Потім осад промивали холодним 80% етанолом (−20 °C), сушили за кімнатної 
температури та ресуспендували у 50 мкл TE-буфера (10 мМ Tris-HCl, 1 мМ 
EDTA, pH 8,0) протягом ночі при 4 °C [9]. Виділену ДНК використовували 
для подальшої ампліфікації і ідентифікації збудника методом ПЛР у реально-
му часі.

Ампліфікацію проводили з універсальною парою праймерів до різ-
них ділянок геному, специфічною для фітоплазм UniRNA Forward/UniRNA 
Reverse і флуоресцентного зонду UniRNA Probe (FAM) [9]. Синтез праймерів 
було здійснено за нашим замовленням компанією «ThermoFisher Scientific». 
Реакційна суміш (40 мкл) складалася із 4 мкл буферу 10х для ПЛР; 1,2 мкл 
1,6 мМ MgCl2; 5 мкл 2,5 mM dNTPs; 2 мкл 5 μM праймеру UniRNA Forward 
(aaa-tat-agt-gga-ggt-tat-cag-gga-tac-ag); 2 мкл 5 μM праймеру UniRNA Reverse 
(aac-cta-aca-tct-cac-gac-acg-aac-t); 2 мкл 5 μM флуоресцентного ДНК-зон-
ду UniRNA Probe ((FAM)ac-gac-aac-cat-gca-cca(RTQ1); 0,4 мкл 5U/μl Taq 
ДНК-полімерази (реактиви фірми «ThermoFisher Scientific»); 22,8 мкл дейоні-
зованої води і 2 мкл нерозведеної виділеної ДНК фітоплазми. Для збільшення 
виходу продукту ПЛР проводили дві ампліфікації, оскільки після першої ві-
зуально продукт ПЛР не спостерігався. Для підтвердження отриманих резуль-
татів  також використовували комерційний набір для виявлення фітоплазми 
(Qualiplante, Франція). Протокол ампліфікації: 35 циклів: 95 °С 3 хв. — де-
натурації, 55 °С 1 хв. — відпалу і 72 °С 6 хв. 30 сек. — елонгації, проводили 
у програмованому термоциклері Rotor-Gene 6000 (Corbett Research Pty Ltd., 
Австралія), який має роторний формат реакційного блоку. Концентрацію пря-
мого, зворотного праймерів, флуоресцентного ДНК-зонду було підібрано ем-
пірично. Для контролю проведення реакції використовували негативний кон-
трольний зразок (НКЗ) — 10хПЛР-буфер і позитивний контрольний зразок 
(ПКЗ) — із тест-системи для визначення фітоплазми (Qualiplante, Франція). 
Накопичення  флуоресцентного сигналу вимірювали по 5-ти каналах відпо-
відно: FAM/Green (470 нм/510 нм), JOE/Yellow/HEX (530 нм/555 нм), ROX/
Orange (585 нм/610 нм), Cy5/Red (625 нм/660 нм) – для ідентифікації вірусів 
і Cy3.5/ Orange (585  нм/610  нм) — для сигналу ендогенного внутрішнього 
контролю. Облік результатів аналізу, розрахунок порогових циклів проводили 
за допомогою програми Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.
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Результати та їх обговорення
Для попереднього виявлення природи хвороби в практиці рослинни-

цтва широко використовується візуальний метод, який дозволяє цілеспрямо-
вано відібрати зразки для подальших спеціальних аналізів. Разом  із тим, в 
окремих випадках візуальний метод може досить чітко свідчити про фітоп-
лазмову природу хвороби. В липні 2023 року на території передмістя Києва 
було виявлено рослини барбарису з характерними симптомами ураження фі-
топлазмовою інфекцією (рис. 1). Вони  проявлялися у другій половині липня 
і посилювались до кінця вегетації.

Рис. 1. Симптоми фітоплазмової хвороби в умовах м. Києва на початку літнього 
періоду вегетації рослин Berberis thunbergii DC

Fig. 1. Symptoms of phytoplasma disease in Berberis thunbergii DC under the conditions 
of Kyiv region at the onset of the summer growing season

Вони характеризувалися фасціацією та деформацією пагонів, укоро-
ченням міжвузлів і підвищеною кущистістю верхівок, симптомами філоїдії 
квіток, загальним пожовтінням та затримкою росту рослин. У всіх уражених 
рослин можна було спостерігати спільні ознаки, пов'язані зі специфічними 
змінами вегетативних та репродуктивних органів, що дозволило візуально 
ідентифікувати хворобу як фітоплазмову. У природних умовах у рослин, ін-
фікованих фітоплазмами, як правило, спостерігалися різні поєднання ознак 
ураження, що значною мірою пов'язано, очевидно із екологічними умовами 
регіону. Рослини з симптомами ураження (5 рослин) і рослини, які знаходили-
ся поруч з ними, але без характерних симптомів (7 рослин), були використані 
для дослідження. 

Для цього попередньо виділяли ДНК збудника, з якою проводили амп-
ліфікацію методом ПЛР у реальному часі з гібридизаційно-флуоресцентною 
детекцією. Проби розводили у співвідношенні 1:50. У результаті оптимізації 
методики кількість досліджуваної проби було зменшено до 0,5 мкл з 2 мкл, а 
також концентрація магнію збільшена до 3 мМ з 1,6 мМ, що привело до утво-
рення більш чітких сигналів реакції (рис. 2).
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У результаті проведеного ПЛР-аналізу встановлено, що у 5-ти рослин 
з характерними симптомами було виявлено позитивний сигнал на наявність 
збудника фітоплазмової інфекції. Ефективність ампліфікації була вищою за 
89%. Для підтвердження ураженості рослин барбарису фітоплазмою провели 
ПЛР у реальному часі з використанням комерційного набору для виявлення 
збудника з універсальною парою праймерів (рис. 3). 

Подальший аналіз результатів  ПЛР  з використанням комерційного на-
бору (рис. 2) і підібраними умовами проведення реакції (рис. 3) підтвердив 
інфекцію на барбарисі. Результати показують, що розроблена система вияв-
лення фітоплазми за допомогою ПЛР у реальному часі була дуже чутливою. 
Порівняння двох (або більше) діагностичних прийомів є поширеним підхо-
дом для визнання достовірності результатів і розрахунку діагностичної чут-
ливості та специфічності.

Діагностика фітоплазмової інфекції наразі переважно базується на ПЛР 
у реальному часі, хоча раніше використовували звичайну ПЛР з електрофо-
ретичною детекцією. Якість та кількість ізольованої ДНК значно впливають 
на ідентифікацію збудника. Моніторинг значень Ct ендогенних контролів 
дозволяє оцінити якість отриманих результатів. Таким чином, за допомогою 
ПЛР у реальному часі з гібридизаційно-флуоресцентною детекцією можна 
ідентифікувати кожну реакцію з низькою кількістю ДНК. Вищі значення 
Ct були показником меншої кількості рослинної ДНК та, ймовірно, меншої 
кількості фітоплазматичної ДНК, присутньої в реакції. Вищі значення Ct рос-
линної ДНК вказують на хибнопозитивні результати ПЛР, і ДНК зразка слід 

Рис. 2. Ідентифікація збудника фітоплазмової інфекції у рослин Berberis thunbergii 
DC методом ПЛР у режимі реального часу з підібраними умовами проведення 
реакції: 1 — ПКЗ, позитивний зразок з комерційного тест-набору для визначення 

фітоплазми (Qualiplante, Франція); 2–6 — позитивні зразки уражених фітоплазмою 
рослин, 7 — НКЗ (негативний контрольний зразок)

Fig. 2. Identification of the phytoplasma pathogen in Berberis thunbergii DC plants by 
real-time PCR using optimized reaction conditions: 1 — PCR (positive control), a positive 
sample from a commercial phytoplasma detection kit (Qualiplante, France); 2–6 — positive 

samples from phytoplasma-infected plants; 7 — NC (negative control sample)
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Рис. 3. Ідентифікація збудника фітоплазмової інфекції у рослин Berberis thunbergii 
DC методом ПЛР у режимі реального часу з комерційним набором (Qualiplante, 
Франція): 1 — ПКЗ, позитивний зразок з комерційного тест-набору для визначення 
фітоплазми (Qualiplante, Франція); 2-6 — позитивні зразки уражених фітоплазмою 

рослин, 7 — НКЗ (негативний контрольний зразок)

Fig. 3. Identification of the phytoplasma pathogen in Berberis thunbergii DC plants by 
real-time PCR using a commercial kit (Qualiplante, France): 1 — PCR (positive control), 

a positive sample from the commercial phytoplasma detection kit (Qualiplante, France); 2–6 — 
positive samples from phytoplasma‑infected plants; 7 — NC (negative control sample)

повторно виділяти і ампліфікувати. Підвищена чутливість ПЛР у реальному 
часі може бути частково пов’язана з короткими ділянками цільової ДНК, які 
ампліфікуються в ПЛР у реальному часі на основі флуоресцентних зондів. 
Тому ПЛР у реальному часі можуть бути менш чутливими до деградації ДНК 
або інгібіторів зв’язування з ДНК, присутніх у зразках. При аналізі рослин із 
симптомами ураження фітоплазмою значення Ct були високими (>30), навіть 
у нерозведеній ДНК. Тому слід зазначити, що методом ПЛР у реальному часі 
з гібридизаційно-флуоресцентною детекцією  можна виявити фітоплазму, на-
віть у невеликій концентрації.

Вперше в Україні на території передмістя м. Києва було виявлено і іден-
тифіковано збудника фітоплазмової хвороби на рослині Berberis thunbergii 
DC, які мали симптомами ураження фітоплазмою. 

Для ідентифікації збудника було підібрано концентрації праймерів і 
флуоресцентного зонду, умови проведення ПЛР. Ця інформація публікується 
вперше. 

Аналіз підгрупи фітоплазм на основі 16S рДНК, які було виявлено у хво-
рих рослин Berberis thunbergii DC, буде предметом подальших досліджень.
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Summary
In terms of harmfulness, phytoplasma infections of plants are catastrophic
diseases that often take the form of epiphytotia. Phytoplasma is associated with
diseases of several plant species, among which barberry occupies a special place,
recently other plants, such as apple trees, pears, asters, celery, have been affected
by this pathogen, and the list of these plants is constantly growing. This infection
reduces the yield of many important agricultural crops around the world. In recent
years, there has been a significant spread of phytoplasma infection to various
plants that were not previously affected by this pathogen. Therefore, the issue of
detecting and identifying the causative agent of this disease of various plants is
quite relevant. Aim. The aim of the work is to detect and identify the pathogen in
diseased barberry plants.  of the work is to detect and identify the causative agent
in diseased barberry plants Berberis thunbergii DC. Materials and methods. 
The work involved a visual examination of plant bushes. For the diagnosis of
detected plants with characteristic symptoms and identification of the pathogen,
the molecular genetic method of polymerase chain reaction (PCR) in real time was
used. The studies were conducted according to a certified methodology using PCR
laboratory equipment. The work used both universal test kits for phytoplasma
detection, and selected primers and PCR conditions. Results. Seventeen Berberis
thunbergii DC bushes were examined, five of which had characteristic symptoms
of phytoplasma infection, namely: abnormal elongation of the internode, general
plant suppression, discoloration of leaves or shoots, leaf curling, bushiness at the
end of shoot growth and general suppression. According to the results of laboratory
testing by PCR, the causative agent of phytoplasma infection was identified.
Conclusions. For the first time in Ukraine, the pathogen of phytoplasma disease
was detected and identified on a Berberis thunbergii DC plant. with symptoms of
damage by this disease. The concentrations of primers and fluorescent probe, as
well as the conditions for conducting the PCR reaction to determine the pathogen,
were selected. The information is published for the first time.

Keywords:  phytoplasma, PCR, Berberis thunbergii DC, plant diseases.
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