
75

ВЕСЦІ НАЦЫЯНАЛЬНАЙ АКАДЭМІІ НАВУК БЕЛАРУСІ № 3 2015
СЕРЫЯ БІЯЛАГІЧНЫХ НАВУК

УДК 633.791:632.38:58.083.3 

О. А. ГАШЕНКО, Н. Н. ВОЛОСЕВИЧ, Е. В. КОЛБАНОВА, 
М. С. КАСТРИЦКАЯ, Н. В. КУХАРЧИК

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИГЕННОЙ АКТИВНОСТИ APPlE MoSAIC VIRUS  
МЕТОДОМ DAS-ELISA-ТЕСТА 

ПРИ ХРАНЕНИИ ОБРАЗЦОВ ХМЕЛЯ (hUMUlUS lUPUlUS) 

Институт плодоводства, аг. Самохваловичи, e-mail: belhort@it.org.by

(Поступила в редакцию 29.01.2015)

Введение. Вирус мозаики яблони (Аррle mosaic virus, ApMV) относится к роду Ilarvirus, се-
мейству Bromoviridae и является одним из основных вирусных патогенов хмеля. Вирус распро-
странен по всему миру и имеет широкий спектр растений-хозяев. Экспериментально или в есте-
ственных условиях им может быть инфицировано 65 видов растений из 19 родов.

Распространение ApMV в насаждениях хмеля происходит достаточно медленно, но очень 
сильно зависит от сортовых особенностей. Симптомы ApMV на растениях хмеля проявляются 
в виде хлоротической пятнистости, переходящей в некротическую пятнистость. Некротические 
пятнистости могут развиваться лишь на некоторых поврежденных листьях, вызывая их прежде- 
временное опадение. Локализация вируса в растениях неравномерна: наряду с пораженными 
листьями на растении встречаются и визуально здоровые листья. В связи с поражением вирусом 
мозаики яблони рост растений может замедляться. Выраженные признаки вирусной инфекции 
легко обнаружить после резких перепадов температуры. Поражение этим вирусом насаждений 
может привести к потере до 50,0 % урожая шишек хмеля [1–8]. Хотя перенос большинства илар-
вирусов обычно осуществляется насекомыми (трипсами), семенами и пыльцой, для вируса ApMV 
такие способы переноса подтверждены не были. Однако, так же как и другие представители 
иларвирусов, ApMV может переноситься при вегетативном размножении и прививке [9–11]. 

В системе мониторинга фитосанитарного состояния насаждений важное место занимает ме-
тод иммуноферментного анализа (ELISA-тест). ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay) – это 
иммунологический анализ с использованием конъюгированных с ферментом антител и антител, 
иммобилизованных на твердой подложке. Метод позволяет измерять изменение активности фер-
мента щелочной фосфатазы, которое пропорционально концентрации антител, вовлеченных 
в иммунологическую реакцию. ELISA является исключительно высокочувствительным и специ-
фичным методом, который предоставляет широкие возможности для автоматизации работ и по-
лучения количественных оценок. Кроме того, данный метод обладает высокой чувствительностью 
и быстротой проведения и в настоящее время является наиболее пригодным для массовой диаг- 
ностики вирусов [2].

Большинство фирм-производителей, выпускающих коммерческие наборы для тестирования 
вирусов растений методом ELISA, рекомендуют использовать для анализа свежесобранные 
образцы с минимальным сроком хранения. Однако в некоторых случаях (например, при боль-
ших объемах тестирования) возникает необходимость в хранении образцов для проведения срав-
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нительных тестов или для анализа образцов, собранных в течение сезона с разных насаждений. 
Наиболее простым и не требующим наличия дорогостоящего оборудования методом хранения 
образцов является замораживание и хранение листьев зараженных растений при –20 °С. Следует 
отметить, что вид растения-хозяина вируса, а также видовая принадлежность вирусного патоге-
на сильно влияют на сохранение вирусом своих антигенных свойств в процессе хранения. Так, на-
пример, при хранении замороженных (–20 °С) листьев картофеля, инфицированных вирусами A, 
S, X или Y, значения оптических плотностей в ELISA тесте снижались для трех (вирусы A, S, X) 
из четырех тестируемых вирусов [12]. В то же время сравнение значений оптических плотностей 
при тестировании свежих и замороженных листьев злаковых, зараженных тремя изолятами Barley 
yellow dwarf virus, показало их одинаковый уровень антигенной активности [13, 14]. Очевидно, 
что для каждой пары растение–вирус подбор условий хранения образцов для тестирования дол-
жен быть индивидуальным. Из-за отсутствия информации о способности вируса мозаики ябло-
ни взаимодействовать с антителами после хранения в замороженном виде представляло интерес 
оценить эффективность диагностики ApMV при использовании замороженных листьев хмеля 
в качестве материала для тестирования, а также влияние длительности экспозиции растительно-
го экстракта до контакта с покровными антителами на эффективность тестирования. 

Материалы и методы исследования. Иммуноферментный анализ проводили в отделе био-
технологии РУП «Институт плодоводства». 

Объекты исследований: свежие и замороженные листья сортов хмеля Hallertaner Magnum, 
Northern Brewer, Perle, зараженные вирусом мозаики яблони (ApMV); 6 изолятов вируса ApMV 
(по два изолята вируса трех сортов растений хмеля); изоляты вируса № 28 и № 35 (получены из 
растений сорта Hallertaner Magnum), изоляты № 38 и № 39 (из сорта хмеля Northern Brewer), 
изоляты № 48 и № 58 (из сорта хмеля Perle).

Листья зараженных растений хмеля были собраны в ООО «БелХмельАгро» Брестской области 
в июне 2014 г. Часть листьев сразу же гомогенизировали (по 0,3 г) в экстрагирующем буфере (1:10) 
для проведения анализа, остальные хранили при –20 оС в течение 15 дней для повторного тести-
рования методом ИФА.

Для проведения иммуноферментного анализа (DAS-ELISA-test) использовали диагностиче-
ские наборы фирмы SEDIAG (Франция). Анализ проводили в соответствии с методическими 
указаниями фирмы-производителя, регистрацию результатов – на автоматическом ридере PR 2100 
(Bio-Rad) при длине волны 405 нм (А405). О зараженности исследуемых образцов судили по отно-
шению значений оптической плотности окрашенного продукта ферментативной реакции анали-
зируемых образцов (Ао) к показателю отрицательного контроля (Ак).

Положительными (зараженными вирусом) считали образцы, среднее значение оптической 
плотности которых в 2 раза и более превышало среднее значение оптической плотности отрица-
тельного контроля (Ао/Ак ≥ 2). Для каждой микроплаты среднее значение оптической плотности 
отрицательного и положительного контролей устанавливалось отдельно. Десятикратное превы-
шение положительного контроля над отрицательным давало основание судить о достоверности 
результатов тестирования. Повторность анализа для каждого образца была двукратной.

Результаты и их обсуждение. Результаты тестирования изолятов ApMV в свежесобранных 
и замороженных листьях показали, что значения оптических плотностей значительно варьиро-
вались в зависимости от изолята вируса (рис. 1). Самые высокие значения оптической плотности 
в исходных (свежих) образцах были отмечены у изолятов вируса № 28 из сорта Hallertaner Magnum 
и № 48 из сорта Perle (Ао/Ак составило 17,1 и 16,2 соответственно). Самые низкие значения опти-
ческой плотности в свежих листьях были получены у изолята вируса № 38 из сорта Northern 
Brewer (Ао/Ак = 6,7).

После хранения образцов при температуре –20 °С у 4 (№ 28, 38, 39, 58) из 6 тестируемых изо-
лятов значения оптической плотности значимо не отличались от данных, полученных при тес- 
тировании свежих листьев. Сохранение антигенной активности вируса ApMV в процессе хра- 
нения не зависело от сорта растения-хозяина, поскольку изоляты вируса из двух сортов (Perle 
и Hallertaner Magnum) могли как сохранять способность реагировать с антителами на одном уров-
не со свежими образцами (изоляты № 28 сорта Hallertaner Magnum и № 58 сорта Perle), так и зна-
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чительно ее терять (изоляты № 35 сорта Hallertaner Magnum и № 48 сорта Perle). Из 6 исследуемых 
изолятов хуже всех замораживание переносил изолят № 48 сорта Perle, способность которого 
к связыванию с антителами после хранения при –20 °С падала в 3 раза (Ао/Ак при тестировании 
свежих и замороженных листьев составило соответственно 16,2 и 5,4). Еще одним изолятом, 
плохо переносившим замораживание, был изолят № 35 сорта Hallertaner Magnum, значение Ао/Ак 
у которого уменьшилось в 1,7 раза (от Ао/Ак = 14,5 для свежесобранных образцов до Ао/Ак = 8,6 
для замороженных). 

Следует отметить, что оба изолята вируса ApMV сорта Northern Brewer (№ 38, № 39) сохра-
няли антигенную активность в ходе хранения при –20 °С, а показатели их оптической плотности 
значимо не отличались от значений, полученных при тестировании свежих образцов (Ао/Ак = 6,8 
и Ао/Ак = 6,7 для изолята № 38, Ао/Ак = 12,7 и Ао/Ак = 12,3 для изолята № 39). 

Для оценки чуствительности ELISA-теста готовили серию разведений клеточного сока, исполь-
зуя замороженные листья двух сортов хмеля (Hallertaner Magnum и Perle). В эксперименте уча-
ствовали два изолята ApMV вируса: изолят № 28, сохранявший свою антигенную активность 
при замораживании, и изолят № 48, который после замораживания в 3 раза хуже взаимодействовал с 
покровными антителами. Результаты эксперимента показали, что значения Ао/Ак для обоих изо-
лятов снижались при каждом последующем разведении (рис. 2).

Следует отметить, что в случае, если для тестирования использовали растительную ткань с вы-
соким содержанием вируса, сохранялась возможность его определения даже в очень разведенных 
образцах. Так, изолят ApMV № 28 из сорта Hallertaner Magnum, значение Ао/Ак которого до раз-
ведения было 17,1, успешно определялся даже при разведении клеточного сока в 1000 раз. В то же 
время изолят вируса № 48 сорта хмеля Perle, значение Ао/Ак которого составляло 5,4 до разведе-
ния и было в 3 раза ниже, чем у изолята № 28, определялся гораздо хуже. Пределом чувствитель-
ности ELISA-теста для данного изолята было разведение клеточного сока до 1:400. 

Следующим этапом нашей работы была оценка влияния длительности экспозиции расти-
тельного экстракта из замороженных листьев до контакта с покровными антителами на эффек-
тивность тестирования. Необходимость уточнения данного вопроса связана с тем, что фирмы-
производители наборов для ELISA-теста допускают возможность хранения гомогенизированно-
го в экстрагирующем буфере растительного материала при +4 °С до 12 ч при использовании 
свежесобранных образцов, что может быть актуально при массовом тестировании большого ко-
личества образцов. Однако в литературе нет данных о возможности длительной экспозиции рас-

Рис. 1. Соотношение среднего значения оптической плотности образцов и среднего значения оптической плотности 
отрицательного контроля при использовании для анализа незамороженных и замороженных листьев, зараженных 

ApMV (по результатам ИФА, 2014)
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тительного экстракта из замороженных листьев до контакта с покровными антителами. Для 
уточнения данного вопроса проводили тестирование растительных экстрактов из заморожен-
ных листьев (3 сорта хмеля, 6 изолятов вируса) непосредственно после гомогенизации образцов, 
а также после 3 ч хранения растительных экстрактов при +4 °С. В результате тестирования было 
установлено, что хранение растительных экстрактов из замороженных листьев отрицательно 
сказывается на способности вируса взаимодействовать с покровными антителами. Для всех иссле-
дуемых изолятов вируса значения Ао/Ак после 3 ч хранения при +4 °С увеличивались не более 
чем в 2 раза, что не позволяло диагностировать вирус в растительной ткани (рис. 3). Соответ-
ственно, при использовании замороженных образцов для тестирования ключевым моментом 
является использование клеточного сока сразу после гомогенизации образца.

Заключение. Впервые в Беларуси определена эффективность диагностики вируса мозаики 
яблони при использовании замороженных листьев хмеля в качестве материала для тестирования. 

Рис. 2. Соотношение среднего значения оптической плотности образцов (изоляты из двух сортов хмеля) и среднего 
значения оптической плотности отрицательного контроля при использовании для анализа разведений клеточного 

сока, содержащего ApMV

Рис. 3. Соотношение среднего значения оптической плотности образцов и среднего значения оптической плотности 
отрицательного контроля при использовании для анализа клеточного сока, содержащего ApMV, сразу после гомоге-

низации замороженной растительной ткани и через 3 ч после нее 



Установлено, что после хранения листьев при температуре –20 °С у 4 (№ 28, 38, 39, 58) из 
6 тестируемых изолятов значения оптической плотности значимо не отличались от данных, по-
лученных при тестировании свежих листьев. Из 6 исследуемых изолятов вируса 2 (№ 35 и № 48) 
значительно хуже взаимодействовали с покровными антителами после замораживания (значения 
Ао/Ак для изолята № 48 снижались в 3 раза после замораживания, для изолята № 35 – в 1,7 раза). 
Сохранение антигенной активности вируса ApMV в процессе хранения не зависело от сорта 
растения-хозяина. 

Оценка чуствительности ELISA-теста с участием серии разведений клеточного сока показа-
ла, что в случае, если для тестирования использовали растительную ткань с высоким содержа-
нием вируса, сохранялась возможность определить наличие ApMV даже в очень разведенных 
(до 1:1000) образцах.

Установлено, что хранение растительных экстрактов из замороженных листьев после гомоге-
низации отрицательно сказывается на способности вируса взаимодействовать с покровными анти-
телами. Для 6 исследуемых изолятов вируса значения Ао/Ак после 3 ч хранения при +4 °С увели-
чивались не более чем в 2 раза, что не позволяло диагностировать вирус в растительной ткани.
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IDENTIFICATION OF ANTIGENIC ACTIVITY APPlE MoSAIC VIRUS METHOD 
OF DAS-ELISA-TEST AFTER STORAGE OF HOP SAMPLES (hUMUlUS lUPUlUS)

Summary

The results of ApMV diagnostics efficiency with using frozen leaves as the tested material were presented in the article. 
It was determined that after leaves storage at –20 °C optical density did not differ significantly from using of fresh material. 
Conservation of antigenic activity didn’t depend on host plant cultivar. The estimation of ELISA-test susceptibility using 
the range of cell sap dilution showed that using the plant sample with high concentration of virus made possible to detect 
ApMV in highly diluted solution (up to 1:1000). Storage of plant extracts from frozen leaves after homogenization influenced 
negatively on viral capacity to react with cover antibodies.


