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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Одним з істотних резервів подальшого під­

вищення врожайності кісточкових та ягідних культур є захист їх від 

шкідників і хвороб. .Серед останніх особливо небезпечні вірусні. 

Вітчизняний та зарубіжний досвід свідчить, ар єдиним ефективним 

заходом захисту кісточкових і ягідних рослин від цих хвороб є сис­

тема санітарної селекції, що базується на вирощуванні елітного са­

дивного матеріалу.

Тому великого значеня набувають методи діагностики вірусів і 

особливо електронної мікроскопії, що дають змогу побачити вірусні 

частки, встановити їх форму, розмір, локалізацію в тканинах і вия­

вити аномалії в уражених,клітинах рослин. Все це й визначило нап­

рям наших досліджень.

Мета і завдання досліджень. Метою роботи є вивчення зовнішніх 

і внутріклітинних аномалій у кісточкових і ягідних рослин як діаг­

ностичних ознак вірусних хвороб при вирощуванні здорового садивно­

го матеріалу. За допомогою аналізу виявлених семи вірусів належало 

розв’язати такі завдання:

- оцінити можливість використання зовнішніх аномалій у рос- 

лин-хазяїв та рослин-індикаторів для попередньої ідентифікації 

збудників;

- показати можливість застосування методу електронної мікрос­

копії для ідентифікації вірусів на базі їх морфології, структури 

та характеру локалізації;

- використовуючи комплекс методів детекції вірусів, встанови­

ти їх поширення в різних екологічних зонах;

- застосувати зовнішні та внутріклітинні аномалії рослин при 

доборі безвірусних клонів;

- одержати вихідний безвірусний садивний матеріал районованих 

і перспективних сортів кісточкових та ягідних культур для закла­

дання маточних насаджень.

Про наукову новизну досліджень свідчать такі результати:

- виявлено природне зараження в Україні вишні повстистої ві­

русом шарки сливи, яку в літературі описано як експериментального 

хазяїна цього вірусу; досліджено його локалізацію, а також струк­

туру включень у клітинах уре̂діи-роелин̂ -Особливості локалізації

AH України І
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вірусу в тканинах, коло сприйнятливих рослин-хазяїв і характер 

симптомів на трав’янистих індикаторах дозволили віднести ізолят 

шарки на вишні повстистій до хлоротичного штамму вірусу шарки за 

класифікацією, запропонованою Sutic (1971);

- вперше на рослинах смородини- чорно'і з симптомами безплід­

ності виявлено бациловидний вірус, локалізований в ядрі, перинук- 

леарній зоні та цитоплазмі;

- на рослинах малини з симптомами хлоротичної плямистості 

вздовж жилок вперше в Україні виявлено бациловидний вірус, локалі­

зований у цитоплазмі. Він ідентичний описаному за рубежем вірусу 

хлорозу жилок малини (Jones et аі., 1977);

- вперше на рослинах цієї ж культури з симптомами жовтої 

плямистості виявлено великий поліедральний вірус, локалізований у 

перинуклеарній зоні та цитоплазмі.

Практична цінність роботи полягає в тому, що за результатами 

тестування на рослинах-індикаторах та імуноферментного аналізу 

(ІФА) відібрано ,безвірусні клони 10 сортів вишні, 4- черешні, 

2-сливи, 2-абрикоса, 2-аличі, 19-смородини чорної, 7-порічки чер­

воної, 4-малини, а також маточно-насінні дерева дикої черешні для 

подальшого розмноження.

Реалізація результатів досліджень. За технологією виробництва 

безвірусного садивного матеріалу в лабораторії вірусології Інсти­

туту садівництва УААН (IC УААН, Київ) створено елітний маточний 

фонд кісточкових і ягідних культур. Крім того, закладено супер- 

елітний (CE) маточно-живцевий сад кісточкових (150 дерев). Протя­

гом 1992-1993 років на базі супер-суперелітного (ССЕ) маточника 

вирощено й передано дослідним господарствам інституту 4,1 тис. CE 

саджанців і 38 тисяч живців 13 сортів смородини чорної, а також 

7 тисяч CE саджанців двох сортів малини для створення суперелітно- 

го та елітного маточників.

Апробація роботи. Основні положення дисертації викладено в 

доповідях на конференціях молодих учених: "Проблеми сучасного са­

дівництва" (Київ, 1989), "Проблеми інтенсифікації сучасного са­

дівництва" (Мічурінськ, 1990) і на засіданні вченої ради Інституту 

.садівництва УААН (м. Київ, 1991-1995 pp.). За матеріалами дисерта­

ції опубліковано сім праць.

Декларація особистого внеску. Дисертант особисто планував і 

проводив лабораторні та вегетаційно-польові досліди, виконував усі
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технологічні операції, обліки, спостереження, аналіз дослідних да­

них, брав безпосередню участь у вирощуванні безвірусного садивного 

матеріалу.

На захист виносяться результати досліджень зовнішніх і внут­

ріклітинних аномалій у кісточкових і ягідних рослин та добору без­

вірусних клонів.

Структура та обсяг дисертації. Роботу викладено на 144 сто­

рінках машинописного тексту. Вона включає вступ, 9 глав, висновки 

та практичні рекомендації. Містить 11 таблиць, 21 рисунок. Список 

використаної літератури включає 234 праці, з них 172 іноземних ав­

торів.

МАТЕРІАЛИ TA МЕТОДИКА ПРОВЕДЕННЯ ДОСЛІДЖЕНЬ

Матеріалом служили сорти вишні, черешні, сливи, чорної сморо­

дини, порічки та малини з промислових і колекційних насаджень TC 

УAAH (м. Київ) і його дослідної мережі- (Донецький та Львівський 

філіали, Краснокутська, Подільська та Придністровська дослідні 

станції садівництва (ДСС)), а також зразки з симптомами вірусних і 

вірусоподібних захворювань, які виявляють візуально при обстеженні 

насаджень цих культур.

Для підтвердження вірусної етіології виявлених захворювань, 

ідентифікації їх збудників, а також при фітосанітарному доборі 

безвірусних клонів застосовували методи діагностики на трав’янис­

тих і деревних індикаторах, ІФА, імуноелектронну мікроскопію (IEM), 

електронну мікроскопію ультратонких зрізів.

Трав'янисті рослини-індикатори 13 видів із 5 родин інфікували 

за допомогою механічної інокуляції. Як інокулюм використовували 

бруньки, бутони, пелюстки та молоді листки кісточкових порід і ку­

щових ягідників. Одержували інокулюм за допомогою розтирання рос­

линних тканин з додаванням стабілізуючих сумішей: 0,03 M фосфатний 

буфер pH 8,0 + 0,2 % аскорбінова кислота + 0,2 % Na2S03 + 0,03 M 
кофеїн; 2 % розчин нікотин-основи; 0,05 M калієво-фосфатний буфер. 

pH 7,0 + 2 % polyvinylpyrrolidon.

Використовували види та сорти індикаторів, рекомендовані Ти­

повими методиками, прийнятими спеціалістами країн-членів РЕВ: для 

черешні, вишні та сливи - Schirofugen, Binq, Sam, Kwanzari, Prunus 

tomentosa, MaliiS platycarpa, Угорка італійська; смородини та мали­
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ни - сіянці смородини чорної сортів Амос Блек, Кент, Велінгтон; 

порічки червоної сортів Йонкер Ван Тетс, Голландська червона, а 

також сіянці малини (Ллойд Джордж, Норфолк Джайєнт, Моллінг Екс- 

плойт, Rubus occydentalis).

Для' проведення ІФА та IEM використовували сироватки до віру­

сів некротичної кільцевої плямистості, хлоротичної кільцевої пля­

мистості, хлоротичної кільцевої плямистості листя яблуні та шарки 

сливи, одержані з лабораторії вірусології Молдавського НДІ садів­

ництва.

При вивченні вірусів у сирих екстрактах застосовували методи, 

описані Johnson (1951), Brandes (1957), Проценком, Легунковою 

(1962), Hitchborn, Hills (1965), Ларіною зі співавт. (1974).

Як речовини, що контрастують негативно, використовували роз­

чини 2 % фосфорно-вольфрамової кислоти pH 7,2 та 2-3 % уранілаце- 

тату.

Перегляд і фотографування препаратів проводили в електронному 

мікроскопі EMB-IOO А за прискорювальної напруги 75 кВ.

Обчислення нормальної та модальної величин часток досліджува­

них вірусів виконували за методикою Плохінського (1970).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

1. Поширення вірусних захворювань кісточкових 

і ягідних культур

Для встановлення поширеності вірусних захворювань кісточкових 

рослин обстежували насадження у Київській, Львівській, Донецькій, 

Харківській, Вінницькій та Чернівецькій областях. Зараження вияв­

ляли за зовнішніми ознаками і за допомогою відбору зразків для б’о- 

тесту на рослинах-індикаторах, а також імуноферментного аналізу.

В результаті тестування в садах кісточкових відмічено значне поши­

рення вірусів кільцевих плямистостей. При цьому в більшості куль­

тур мала місце в основному латентна форма зараження.

Дослідження показали, що уражуваність вірусами кільцевих пля­

мистостей в усіх зонах вирощування кісточкових досить висока (від 

1,2 до 92,8 X залежно від культури та сорту (табл. 1).



Таблиця I - Поширеність кільцевих плямистостей в різних 

районах вирощування кісточкових культур

(1982-1995 pp.)
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Водночас при обстеженні промислових насаджень сливи у Ль­

вівському філіалі Інституту садівництва УААН виявлено віруси шарки 

на листках та плодах на площі 20 га. Кількість уражених дерев ста­

новила 45,5 %.



Імуноферментний аналіз був успішно застосований нами для ви­

явлення зараження дерев вірусом цієї ж хвороби в період розпускан­

ня молодих листочків, ще до проявів симптомів. Так, у маточно-жив­

цевому саду сливи Львівського філіалу IC УААН було вибракувало 

42,8 X хворих дерев (табл. 2).

Таблиця 2 - Результати тестування вихідних дерев кісточкових 

культур методом 1ФА на вірус шарки

(1991-1992 pp.)
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X

0

І
в І 

H

Придністровська ДСС IC УААН •1

Слива 27 50 22 44

Вишня 9 11 0 0
Персик 7 14 5 3 5 ,7

Львівський філіал IC УААН

Слива 6 315 135 42,8
___J

Останнім часом з’явилися повідомлення, що вірус шаркй у при­

родних умовах може вражати й вишню (Biклей, 1992).. Але при тесту­

ванні методом ІФА дев'яти сортів цієї культури, сади якої знахо­

дилися поруч з ураженою шаркою сливою, вірус не було виявлено.

Багаторічними візуальними обстеженнями та методом ІФА не від­

мічено зараження дерев сливи та абрикоса цим патогеном у Київський 

області, а також на Подільській дослідній станції садівництва 

(Вінницька область).



Щоб встановити поширеність вірусних і мікоплазмових захворю­

вань кущовий ягідників в Україні було проведено обстеження промис­

лових, колеКційних і присадибних насаджень і виявлено вогнища ін­

фекції за зовнішніми симптомами. Відмічено, що найпоширенішим зах­

ворюванням малини є кучерявість, збудник якої - вірус кільцевої 

плямистості малини (уражених рослин - від 10 до 100 %) , жовта сіт- 

частість (2 - 100 %), жовта плямистість (2 - 64 X ) . Коливання 

кількості уражених кущів залежало від сорту і зони вирощування. На 

присадибних ділянках виялено окремі вогнища мікоплаамового захво­

рювання малини - карликовості.

Кількість рослин смородини уражених махровістю коливалася від

2 до 10 Z, Зеленою крапчастістю - від 4 до 30,5 %.

2- Діагностичні ознаки вірусних хвороб кісточкових 

і ягідних культур

При обстеженні промислових і колекційних насаджень кісточко­

вих і ягідних культур відмічено цілу низку зовнішніх аномалій, ві­

русну природу яких було доведено за допомогою зараження тест-рос­

лин і виявлення патогенів у клітинах на ультратонких зрізах.

2.1. Симптоми рослин - хазяїв і тест-рослин

Кісточкові культури

На першому весняному листі вишні та черешні відмічено симпто­

ми у вигляді світло-зелених концентричних кілець, а потім великих 

червоно-бурих плям неправильної форми. Останні в шоковій стадії 

можуть охоплювати більшу частину листкової пластинки. Після їх 

некротизаціі та випадіння листок стає дірчастим. Сильно зара­

жені дерева пригнічуються, в них спостерігається камедетеча і уси­

хання окремих гілок. Такі симптоми відмічено в сортів: вишні -

Гріот остгеймський, Моканешти, Любська, Подбєльська; черешні - 

Дрогана жовта, Присадибна, Улюблена Дуки; сливи - Угорка італійсь­

ка, Ренклод Альтана, Ганна Шпет, Ода.

При серії пасажів від дерев з вивленими аномаліями на 

тест-рослини виявлено такі симптоми. На сім’ядолях розвивалися 

некротичні плями, а потім гинув або різко деформувався справжній 

листок, затримувався ріст і кущилися рослини огірка (Сисишіз 

sativus L.) Відмічено розмиті хлоротцчні, а потім некротичні плями
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з пунктирними колами на інокульованих листках лободи квіноа 

(Chenopodium quinoa), охристі некрози та хлоротичні плями із зеле­

ним облямовуванням на сім’ядолях гарбуза (Cucurbita maxima L.). На 

однорічних пагонах вишні дрібнопильчастої Широфуген розвивався су­

хий некроз навколо бруньок і слабо виділялася камедь. На сіянцях 

персика сорту. Ельберта відмічено сильну камедетечу в місці окулі- 

ровки, некрози на перших листках, усихання окремих гілочок, а по­

тім усієї рослини. Некротична кільцева плямистість і дірчастість 

розвивалися на сіянцях дикої черешні, а у вишні повстистої - уси­

хання верхівки, різке здрібніння листка..

Характер зовнішніх аномалій, виявлених на рослинах-донорах за 

природного інфікування та на тест-рослинах при штучному зараженні 

дозволили зробити висновок про зараження їх вірусом некротичної 

кільцевої плямистості (Prunus necrotic ring spot virus), що відпо­

відає літературним даним (Fulton, 1970) і підтверджується резуль­

татами імуноферментного аналізу з антисироваткою до вірусу вище­

згаданої хвороби.

Одночасно з вищеописаними зовнішніми аномаліями було виявлено 

й інший характер симптомів. На весняних листочках черешні спосте­

рігали розпливчасті світло-зелені кільця й дугоподібні лінії, нек­

ротичну плямистість та порваність листя, характерну для вірусу 

некротичної кільцевої плямистості (ВНКП). Коли настає спека, симп­

томи можуть маскуватись. На деревах вишні сортів Любська та Альфа 

відмічено ознаки некротичної плямистості, дірчастості, а також 

жовтяниці. Жовте листя опадало.

У сортів сливи Угорка італійська та аличі Комета виявлено де­

рева з вузьким жорстким на дотик зморшкуватим листям (симптом іво- 

листяності).

Внаслідок пасажів від дерев з виявленими аномаліями на 

тест-рослинах відмічено такі симптоми: темно-зелена плямистість

справжнього листка огірка, жовта мозаїка на справжньому листі гар­

буза, жовта мозаїчна плямистість на листках цинії, лобода квіноа 

не реагувала на зараження, сильна камедетеча на однорічних пагонах 

вишні дрібнопильчастої Широфуген навколо щеплених вічок та усихан­

ня пагона, на сіянцях персика розвивалася хлоротична кільцева пля­

мистість, викликаючи затримку росту.

На підставі зовнішніх аномалій, виявлених на рослинах-донорах 

при природному * інфікуванні та на тест-рослинах при штучному зара­

женні, ми дійшлі висновку, що вони були заражен і вірусом хлоротич-
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ної кільцевої плямистості (карликовості сливи) (Prunus chlorotic 

ring spot virus або Prunus dwarf virus). Це було підтверджено да­

ними ІФА з антисироваткою до вірусу хлоротичної кільцевої плямис­

тості.

Слід відзначити, що в більшості випадків при тестуванні на 

огірках один зразок викликав розвиток двох типів симптомів (заги­

бель справжнього листка і мозаїку), що свідчить про мішану інфек­

цію.

У насадженнях сливи та аличі дрібноплідної на Придністровсь­

кій ДСС та у Львівському філіалі IC УААН на молодих листках відмі­

чено симптоми у вигляді широких кілець, плям і смуг від світло-зе­

леного до жовтуватого кольору, а на плодах - некротичний мозаїчний 

рисунок. Такі досить чіткі ознаки дозволили зробити висновок про 

зараження дерев вірусом шарки сливи (Plum pox virus), що й підт­

вердили дані ІФА з антисироваткою до вірусу цієї хвороби.

У садах вишні повстистої в Донецькому філіалі IC УААН виявле­

но кущі із симптомами лінійного світло-зеленого візерунку на листі 

і темно-червоного на плодах, а в сіянцях сливи сорту Угорка іта­

лійська - у вигляді світло-зелених смуг і кілець. Перенести вірус 

на трав’янистий індикатор Chenopodium foetidum вдалося лише в по­

чатковий період утворення чітких ознак на листі вишні повстистої 

при використанні як стабілізуючої суміші 0,01 M Трис-буфер, яка 

містить 0,01 7. MgS04. При цьому на натертих листках індикатора 

розвинулися поодинокі охристі некрози. Виходячи в цього, ми зроби­

ли припущення, що вишня повстиста була заражена вірусом шарки сли­

ви.

Ягідні культури

На кущах смородини чорної сорту Miнай Шмирьов у період роз­

пускання листя виявлено симптоми крапчастості та блідо-зеленої мо­

заїчності, а на листках, які старіли, - блідо-зелені візерунки 

"водяний знак", добре помітні у проходячому світлі.

На трав'янистих рослинах-індикаторах відмічено такі симптоми:, 

охристі некрози діаметрам 2-3 мм на інокульованих листках марі 

квіноа (Chenopodium quinoa), світло-коричневі некрози у вигляді 

концентричних кілець на лободі стінній (Ch. murale), жовта плямис­

тість зі слабою деформацією листя огірка (Cucumis sativus), мозаї­

ка на листі тютюну (Nicotiana tabacum).

Ознаки на природно інфікованих, кущах чорної смородини 1 на
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тест-рослинах при природному зараженні дозволили ідентифікувати 

збудник як вірус огіркової мозаїки (Cucumis virus I. Smith).

У смородини чорної сорту Голіаф вивлено кущі з симптомами мі- 

коплазмового захворювання - реверсії (махровість) - пригнічений 

приріст однорічних пагонів, асиметрична форма листка, квітки ано­

мальні, квітковий кетяг іноді повністю перетворюється в дрібні гі­

лочки з лусочками замість квіток (типу стовбура). Механічною іно­

куляцією соком збудник не передається.

У малини відмічено два типи аномалій забарвлення листкової 

пластинки. Перший - на листі кущів сорту Норфолк Джайент розкидані 

кутасті плями різних розмірів із забарвленням від яскраво-жовтого, 

до ледве помітного світло-зеленого, розміщені вздовж вторинних жи­

лок і за периферією пластинки. Другий - великі яскраво-жовті плями 

округлої чи неправильної форми, розкидані по всій пластинці. Збуд­

ник механічно, тобто інокуляцією соком на трав'янисті рослини-ін­

дикатори не передається.

Зовнішні аномалії, виявлені на смородині і малині та відсут­

ність зараження трав’янистих рослин-індикаторів не дали змоги по­

передньо ідентифікувати збудників.

Для ідентифікації патогенів був застосований метод елеістрон- 

ної мікроскопії, що дозволяє виявити внутріклітинні аномалії - ді­

ру сні частки та пов'язані а ними включення.

2.2. Вірусні частки і включення, пов’язані з ними

Вірус хлоротичної кільцевої плямистості (ВХКЮ■ Встановлено, 

що в цитоплазмі клітин механічно інфікованих рослин огірків з симп­

томами у вигляді округлих хлоротичних плям на сім’ядолях хаотично 

розміщені сферичні вірусоподібні частки. Вони відрізняються від 

рибосом дещо більшими розмірами та чіткішими обрисами. Іноді ці 

частки займають весь цитоплазматичний простір. Відмічено також 

зв’язок їх з цитоплазматичними мембранами.

Для надійної ідентифікації часток ВХКП на ультратонких зрізах 

були використані методи руйнування цитоплазматичних рибосом 

(Honda, Matsui, 1974) та в’янення листя (Milne, 1967). Але ні чіт­

ких часток вірусу, ані його агрегатів не виявлено. Видно, такі 

умови інкубування інфікованих тканин непридатні для лабільних 

ілар-вірусів. ' '

Можна зробити висновок, що для вірусів кільцевих плямистостей



не може успішно застосовуватись метод виявлений часток на ультра- 

тонких зрізах. Це ж підтверджують небагаточислєнні літературні 

джерела про внутріклітинну локалізацію ілар-вірусів.

Шарка сливи. В цитоплазмі клітин листя сливи'виявлено числен­

ні включення у вигляді електронно-щільних стрічок, завитків, розе­

ток, які на ультратонких зрізах являють собою поперечні зрізи до­

сить складних тримірних структур. Це - структури Едвардсона, ха­

рактерні для вірусів групи потивірус, до якої належить і вірус 

шарки сливи. Вільні частки у клітинах не виявлені. В цитоплазмі та 

ядрі відмічено значну кількість кристалічних утворень, які при ве­

ликому збільшенні мали поздовжнє окреслення.

При вивченні ультратонких зрізів тканин вишні повстистої з 

симптомами лінійного візерунка на листі 1 плодах виявлено чимало 

структур Едвардсона, а також кристалічні включення в цитоплазмі та 

ядрі, характерні для вірусів шарки сливи. Ta незважаючи на це, 

вільні частки вірусу не відмічені. В суспензії вражених листків 

вишні повстистої виявлено поодинокі нитковидні частки розміром 

754 X 15 нм.

З використанням методу IEM концентрація вірусних часток у 

препаратах була дещо більшою (3-4 частки і полі зору мікроскопа).

Реакція трав’янистого індикатора Ch. foetidum і внутріклітин­

ні включення свідчать про зараження вишні повстистої у природних 

умовах вірусом шарки сливи. В літературі вишню повстисту описано 

як експериментального хазяїна цього вірусу.

У зв'язку з тим, що ми виявили штам вірусу шарки на вишні 

повстистій, розпочато вивчення чутливості 18 типів кленових підщеп 

для сливи: АП-1, BCB-I, Дружба, CEl'' 11-19, Маріанна, Бессея х али­

ча, сіянець фібінга, BAA-2, BBA-1, Находка, Сбільна, Чересото, Зе­

лена колона, Весняне полум’я, 21/11, ВСАП-4, Євразія 43, вишня 

повстиста. Через 11 місяців після зараження 12 типів підщеп проя­

вили симптоми захворювання. Особливо яскраво вони розвинулися на 

листі у BCB-I, Маріанни, вишні повстистій, АП-1, Обіжній, ВСАП-4. 

Підщепи Дружба, СВГ 11-19, BBA-1, Чересото, Весняне полум’я, Євра­

зія 43 не проявили ознак зараження. Наступного, року змін не було.

Зелена крапчастість смородини. При електронно-мікроскопічних 

методах дослідження штучно заражених рослин лободи рисової спосте­

рігалися віріони вірусу огіркової мозаїки (BOM), які вільно розмі­

щувалися в цитоплазмі клітини впереміжку з рибосомами. В уражених 

паренхімних клітинах виявлено також окремі зони цитоплазми з висо-
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кою концентрацією вірусу. Зони, оточені подвійною мембраною, різ­

няться між собою розмірами та ступенем насиченості вірусом. При 

вивченні морфології збудника в нативних препаратах у вірусних час­

ток була кулеподібна форма з невеликими, дуже забарвленими цент­

ральними ділянками. Вимірювання часток вірусу показало, що біль­

шість із них була розміром 28 ям.

Безплідність смородини чорної. При дослідженні ультратонких 

зрізів тканин листка та аномальних пелюсток квітки смородини чор­

ної з симптомами безплідності виявлено бацилоподібні частки, які 

легко ідентифікувати завдяки великим розмірам і зовнішньому вигля­

ду, за якими вони відрізняються від подібних ознак у звичайних

клітинних компонентів. Віріони головним чином розміщені у флоемних

тканинах. Типовими місцями локалізації часток вірусу є цитоплазма, 

ядро та перинуклеарна зона. Розмір часток на ультратонких зрізах 

становив 250-285 х 65-85 нм, а в нативних препаратах - 280-330 х 

50-65 нм. У цитоплазмі уражених клітин зустрічаються віріони зав­

довжки близько 530 нм.

Комах-переносників безплідності не встановлено.

13 сортів смородини чорної та 9 - порічки червоної були зара­

жені за допомогою щеплення їх щитком кори з брунькою від хворих

кущів. На третій рік усі сорти смородини чорної та 6 - порічки 

проявили симптоми асиметричності та хлоротичної крапчастості лист­

кової пластинки, а в сорту Амос Блек. - безплідності: квітки зовні 

нагадували дрібні лусочки, ягоди не формувались. Цей сорт можна 

рекомендувати як індикатор бацилоподібного вірусу на смородині.

Оскільки рабдовіруси - вузькоспеціаліеовані патогени, важко 

припустити, що смородина чорна може бути хазяїном одного з них, 

близьких за характером локалізації та розмірами до виявленого нами 

вірусу. Інформація про рабдовірус на цій культурі відсутня.

Хлороз жилок малини. При дослідженні ультратонких зрізів ура­

жених листків малини виявлено зрізані поздовжньо та поперечно ба­

цилоподібні частки, що мають складну будову. Типовим місцем їх ло­

калізації є цитоплазма. Відмічено віріони в клітинах губчастої па­

ренхіми, близько від судинних пучків або всередині їх, але вони 

були відсутні в епідермісі, палісадних клітинах, всередині ядра чи 

у перинуклеарній зоні. Віріони вільно розкидані по цитоплазмі або 

ж утворюють невеликі скупчення, оточені клітинними мембранами. 

Розмір часток на ультратонких зрізах - 400-490 х 70-90 нм, у натив­

них препаратах - 400-430 х 75 нм. За їх розмірами та морфолог і чни-
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ми ознаками, а також за характером локалізації в клітині збудник 

ідентифікований як вірус хлорозу жилок малини (Raspberry vein 

chlorosis virus) (Jones et al, 1977). Ця хвороба дуже поширена в 

Європі та Америці. Ми вперше в Україні вивчили морфологію та 

структуру вірусу хлорозу жилок малини і характер локалізації його 

в клітині.

За допомогою щеплення інфекційних вічок вірус було передано 

на 17 сортів малини. Через 11 місяців найчіткіші симптоми розвину­

лися на рослинах малини сортів Новость Миколайчука та Норфолк Джа- 

йент. У більшості інших сортів вони проявилися в другому вегета­

ційному періоді з різним ступенем ураження. Сорт Вереснева зали­

шився безсимптомним.

Жовта плямистість малини. У клітинах малини з симптомами жов­

тої плямистості виявлено великий поліедральний вірус розміром 

85-136 нм, локалізований у цитоплазмі та перинуклеарному просторі 

у вигляді поодиноких часток чи агрегатів, оточених одинарною мемб­

раною. У перинуклеарній зоні зустрічаються великі скупчення, що 

налічують до 100-120 вірусних часток.

При переносі цього вірусу на 10 сортів малини встановлено, що 

найчутливішими до нього є Ллойд Джордж і Мар'янушка. Інкубаційний 

період становив 11 місяців. Решта сортів проявила симптоми на дру­

гий рік після зараження.

Представником великих сферичних вірусів є вірус бронзовості 

томатів (Tomato spotted virus),' який уражує чималу кількість рос­

лин- хазяї в з 34 родин. Однак до їх числа не потрапила родина ро­

зоцвітих. Близьким до вірусу бронзовості томатів за характером ло­

калізації є й виявлений нами патоген, але він більший за розмірами

і не передається при механічній інокуляції соком. Комах-переносни- 

ків не встановлено, Знайти аналогів у літературі ми не змогли. Ос­

таточна ідентифікація збудника вимагає подальших досліджень влас­

тивостей патогена.

•2.3. Зміни структури клітини та її компонентів

При вірусних інфекціях у цитоплазмі клітин хворих рослин від­

мічається підвищений порівняно із здоровими вміст мієліноподібних 

структур. Так, у кущів смородини та порічки, інфікованих ВОМ, міє- 

ліноподібні тіла зустрічаються не лише в цитоплазмі вражених клі­

тин, але й в екстраплазматичному просторі, а у клітинах рослин ма~
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лини, уражених вірусом жовтої плямистості, їх виявлено у вакуолях, 

зате в цитоплазмі та хлоропластах (інвагінація) вони зустрічаються 

рідко.

Аналіз морфології хлоропластів рослин, уражених зеленою крап­

частістю та безплідністю смородини, хлорозом жилок і жовтою пля­

мистістю малини, шаркою сливи, кільцевою плямистістю кісточкових, 

свідчить про те, що найбільша кількість округлих і чашоподібних 

хлоропластів є у клітинах малини, вишні повстистої, огірків. У ба­

гатьох клітинах смородини виявлено хлоропласти з виростами та ча­

шоподібними утвореннями.

При різних вірусних інфекціях спостерігається велика різнома­

нітність мітохондрій за формою - подовжені, чашо-або булавоподіб- 

ні тощо. Одночасно міняється й їхня внутрішня структура.

Встановлено, що в ядрах клітин, уражених шаркою сливи, а та­

кож хлорозом жилок і жовтою плямистістю малини, хроматин утворює 

великі, з’єднані між собою зернисті грудочки, розміщені в різних 

зонах матрикса. У рослин смородини чорної, інфікованих вірусом 

безплідності, грудочки хроматина розміщуються за периметром ядер- 

лої оболонки.

У клітинах дерев сливи та вишні повстистої, уражених вірусом 

шарки, виявлено внутріядерні електронно щільні кристалічні вклю­

чення. Однак у клітинах здорових рослин усі виявлені морфологічні 

зміни та включення були відсутні.

Проведені нами дослідження показали, що використовуючи комп­

лекс методів детекції вірусів можна ідентифікувати патоген, який 

викликав певний характер зовнішніх аномалій у рослин. Досить чіт­

кий та специфічний характер'їх в уражених рослин, специфічна реак­

ція рослин-індикаторів для вірусів, щр передаються соком, дозволяє 

вже на підставі цих даних провести попередню ідентифікацію збудни­

ків (кільцеві плямистості кісточкових, зелена іфапчастість сморо­

дини) .

Специфічні зовнішні симптоми та внутріклітинні включення 

(структури Едвардсона) дають змогу ідентифікувати вірус шарки і на 

тих рослинах, які не описані як його природні хазяї. Такий тип 

включень відповідає певним вірусам або групам структурно спорідне­

них вірусів і може бути використаний для діагностики патогена.

Якщо виявлено зовнішні аномалії у вигляді мозаїчностей, пля- 

мистостей,- що можуть бути викликані багатьма патогенами та при



відсутності механічної передачі збудника доцільно використати ме­

тод електронної мікроскопії. Він дозволяє виявити в ураженій клі­

тині структури, які відсутні в здоровій. За допомогою цього методу 

ми встановили два бацилоподібні віруси на смородині та малині, 

вивчили. їх структуру і характер локалізації.

Метод електронної мікроскопії дозволив також виявити незви­

чайний вірус на малині досить великих розмірів, остаточна іденте- 

фікація якого була одним із завдань наших подальших досліджень.

В ураженій клітині відмічено аморфні та кристалічні включен­

ня, що являють собою надлишковий матеріал, вироблений клітиною, 

який в результаті блокування багатьох метаболічних процесів відк­

ладається у вигляді Ф-білка (флоемного білка).

В ураженій клітині виявлено цілу низку морфологічних і струк­

турних змін клітинних органел. Такі зміни справляють інгібіючу дію 

на всі фізіологічні процеси рослини, різко знижуючи їх продуктив­

ність.

3. Добір безвірусних клонів для створення маточних насаджень

Для створення безвірусного маточного фонду кісточкових куль­

тур ми провели обстеження в насадженнях дослідних господарств (ДГ) 

"Нсвосілки" і "Дмитрівка" і ’відібрали високоврожайні вихідні дере­

ва без зовнішніх ознак вірусних захворювань.

При попередній перевірці діагностику вірусів, які переносять­

ся соком, проводили методами 1ФА та біотесту на трав’янистих рос­

линах -індикаторах. Першим з двох названих методів вибракувано де­

рева, вражені вірусами кільцевих плямистостей. Віруси шарки сливи 

та хлоротичної плямистості листя яблуні в ДГ не виявлено.

Усі клони вільні від вірусів, за даними попередньої перевірки, 

були піддані основній.

На шести видах деревинних індикаторів (Бінг, Кванзан, Широфу­

ген, дика черешня, вишня повстиста, Малус платікарпа) перевірено 

13 сортів вишні, дев’ять з яких виявилися вільними від вірусів 

(табл. 3).

Короткий цикл експлуатації елітих маточних насаджень кущових 

ягідників (три-чотири роки), поновлення сортового складу зумовлю­

ють щорічне включення в тестування, що триває два-три роки, нових 

вихідних кущів і на підставі реакції рослин-і ндикатор і в проведення 

добору клонів, вільних від вірусів.
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Таблиця 3 - Результати попереднього та основного тестування 

вихідних дерев вишні на ураження вірусами 

(1991 - 1992 pp.)

Примітка: + позитивний результат, - негативний результат, р - ряд, д - дерево.

Сорт Огірки

I Ф A Широфу-

ген

Дика

черешня

Вишня

повстиста Бінг Кванзан

Малое

платікарпа
ВНКП ВХКП ВХПЛЯ

Жуковська 11р50д 
Новодворська

10р46д
10р47д

Бірюльовська
4р11д

Червоний прапор 
15р28д 

Гріот Серідко
17р19д 

Альфа 7р27д 
Метеор Зр27д 
Норд стар 7р23д 
ПодОєльська

14р 7д 
Рання 2 ЗрП д 
Моканешти 7р39д 

7р40д 
7р34д

Тургенєвка 2р27д 
Гріот остгеймський 

1р12д
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У результаті перевірки вихідних маточних рослин кісточкових і 

ягідних культур на трав’янистих і деревинних рослинах-індикаторах, 

методом ІФА відібрано десять сортів вишні (Гріот Серідка, Гріот

остгеймський, Гріот український, Метеор, Тургенєвка, Норд стар,

Альфа, Жуковська, Рання 2, Червоний прапор), чотири - черешні 

(Присадибна, Китаївська чорна, Нектарна, Ніжність), два - сливи

(Ренклод Альтана, Угорка італійська), два - абрикоса (Поліський 

крупнсплідний, Колгоспний), два - аличі (Комета, Абрикосовий аро­

мат) , 11 маточно-насінних дерев дикої черешні, 19 сортів смородини 

чорної (Новость Прикарпаття, Черешнева, Чернеча, Сіянець Голубки, 

Загадка, Чорнобильська, Оджебін, Пілот Александр Мамкін, Сюїта Ки­

ївська, Санюта, Мінай Шмирьов, Білоруська солодка, Фертоді чорна, 

Диво, Клусонівська, Поезія, Бінар, Пам'ять Вавілова, Купаленка), 

сім - порічки червоної (Рондом, Щедра, Рання солодка, Червона

Віксне,- Йонкер Ван Тетс, Голландська червона, Фертоді червона), 

чотири - малини (Новокитаївська, Новость Миколайчука, Новость 

Кузьміна, Щедрівка).
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ВИСНОВКИ

1. На підставі зовнішніх симптомів на рослинах-хазяях і рос­

линах-індикаторах при біотесті, а також результатів ІФА встановле­

но, що уражуваність кісточкових порід вірусами кільцевих плямис- 

тостей у різних зонах України коливається від 1,2 до 92,8 % залеж­

но від культури та сорту.

2. Характер зовнішніх і внутріклітинних аномалій, а також да­

ні ІФА дозволили зробити висновок про зараження сливи й персика в 

насадженнях Львівського філіалу IC УААН і Придністровської ДСС ві­

русом шарки сливи. Хворі дерева становили понад 40 %.

3. Виявлено зараження малини кільцевою (10-100 %) і жовтою 

(2-64 %) плямистостями, жовтою сітчастістю (2-100 %)-, смородини 

чорної - зеленою крапчастістю (4-30,5 X) і махровістю (2-10 %).

4. Вивчення внутріклітинних аномалій вишні повстистої з симп­

томами лінійного візерунка, виявленими в маточно-насінних насад­

женнях Донецького філіалу IC УААН, дало змогу встановити зараження 

вірусом шарки сливи.

5. При дослідженні внутріклітинних аномалій листя і пелюсток 

смородини чорної з симптомами асиметричності листкової пластинки



та безплідності вперше виявлено бацилоподібний вірус. Описано його 

структуру та характер локалізації в клітині (ядро й цитоплазма). 

Розмір часток у клітині - 250-285 х 65-85 нм, а в нативних препа­

ратах - 280-330 х 50-65 нм.

6. При штучному зараженні 13 сортів смородини чорної та У - 

порічки червоної на третій рік після нього на всіх сортах виявлено 

симптоми асиметричності та хлоротичної крапчастості. Найчіткіше 

вони проявилися в сортів Оджебін, Мінай Шмирьов, Санюта, Сюїта Ки­

ївська (чорна смородина) та Йонкер Ван Тетс, Голландська червона 

(червона порічка). Лише у сорту Амос Влек розвинувся симптом 

безплідності - квітки мали вигляд лусочки, ягоди не формувались. 

Зовсім були відсутні ознаки хвороб у сортів порічки червоної Фер- 

тоді червона, Щедра, Первісток.

7. При вивченні внутріклітинних аномалій малини з симптомами 

хлоротичної плямистості вздовж жилок виявлено бацилоподібні част­

ки. які вільно розкидані по цитоплазмі або утворюють невеликі 

скупчення, оточені клітинними мембранами. Поперечний та поздовжній 

перетин часток свідчить про їх складну будову. Розмір їх - 460-490 

х 70-90 нм, а в нативних препаратах - 400-430 х 75 нм.

8. За морфологічними ознаками, розміром часток і характером 

їх локалізації у клітині ідентифіковано вірус хлорозу жилок малини 

(Raspberry vein chlorosis virus).

9. При штучному зараженні 1'7 сортів малини вірусом хлорозу 

жилок малини найчіткіше симптоми проявилися на сортах Норфолк Джа- 

йєнт і Новость Миколайчука.

10. Бацилоподібна форма часток, виявлених у клітинах чорної 

смородини, порічки та малини, їх розмір і складна будова (наяв­

ність зовнішньої мембрани) дозволили віднести описані нами віруси 

до групи рабдовірусів рослин.

11. Вивчення внутріклітинних аномалій листя малини з симпто­

мами жовтої плямистості дозволило виявити великі поліедральні 

частки розміром 85-135 нм, локалізовані в цитоплазмі та перінукле- 

арному просторі. Як окремі частки, так і великі скупчення (до 

100-120 часток) оточені одинарною мембраною, схожою на розширений 

ендоплазматичний ретикулум. Механічно збудник не передається. В 

ході дослідів за допомогою щеплення щитком з брунькою захворювання 

було передано на 10 сортів малини. Найчутливішими до нього вияви­

лися сорти Ллойд Джордж і Мар’янушка. Аналогів патогену в літера­

турних джерелах не знайдено.
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12. Методом електронної мікроскопії виявлено морфологічні та 

структурні зміни клітинних органел уражених рослин, які негативно 

відбиваються на метаболізмі клітин і продуктивності рослин.

13. Зовнішні та внутріклітинні аномалії, виявлені нами при

зараженні вірусами, використано для вибракування хворих рослин при 

створенні елітного фонду кісточкових і ягідних культур. За резуль­

татами тестування на рослинах-індикаторах, а також ІФА відібрано 

безвірусні клони та закладено маточні насадження. Маточний фонд 

включає: 10 сортів вишні, 4 - черешні, 2 - сливи, 2 - абрикоса, 2

- аличі, 11 маточно-насінних дерев дикої' черешні, 19 сортів сморо­

дини чорної, 7 - порічки червоної, 4 - малини.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 

НАУКОВО-ДОСЛІДНИМ УСТАНОВАМ З САДІВНИЦТВА 

TA ЕЛІТНИМ ПЛОДОРОЗСАДНИЦЬКИМ ГОСПОДАРСТВАМ

При тестуванні вихідних кущів смородини чорної на вірус безп­

лідності доцільно використовувати як індикатор сорт Амос Блек. Він 

проявляє симптом безплідності на третій рік після зараження.

У процесі діагностики цієї хвороби методом електронної мік­

роскопії на смородині чорній та порічці червоній пропонується ви- 

квристовувати тканини пелюсток квітки, вміщуючи їх у краплю 2 % 

ФВК (фосфорно-вольфрамової кислоти) pH 7,0 з попередньою фіксацією 

в §,5 X глютаральдегіді на форфатному буфері pH 7;0.

Для діагностики вірусу шарки рекомендується використовувати 

як індикатор клонову підщепу BCB-I і вишню повстисту. Перша розви­

ває чіткий лінійний візерунок на листі через 11 місяців, друга - 

кільцевий візерунок на плодах на другий рік після зараження.
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АННОТАЦИЯ

Таранухо Н.П. Внешние и внутриклеточные аномалии растений - 

диагностические признаки вирусных заболеваний косточковых и ягод­

ных культур при отборе безвирусных клонов.

Диссертация на соискание учёной степени кандидата биологичес­

ких наук по специальности 03.00.21 - фитопатология.

Национальный аграрный университет, Києе, 1996.

Защищается кандидатская диссертация, в которой представлены 

результаты исследования внешних и внутриклеточных аномалий расте­

ний косточковых и ягодных культур как диагностических признаков 

вирусных заболеваний.

Показано, что применение комплекса диагностических методов 

(ИФА, биотест, електронная микроскопия) позволяет надёжно выявить 

вирусные заболевания косточковых и ягодных культур при отборе без­

вирусных клонов для создания маточных, насаждений.

Установлено естественное заражение вишни войлочной вирусом 

шарки сливы, которая в литературе описана как его эксперименталь­

ный хозяин.

При использовании электронно-микроскопического метода анализа 

впервые на растениях смородины чёрной с симптомами бесплодности 

выявлен бацилловидный вирус,, локализованный в ядре, перинуклеарной



зоне и цитоплазме. Размер частиц in situ - 250-285 х 65 85 нм.

В тканях растений малины с симптомами хлоротической пятнис­

тости вдоль жилок листа также выявлен бацилловидный вирус, локали­

зованный в цитоплазме. Размер частиц in situ - 460-490 х 70-90 нм. 

Он идентичен описанному за рубежом вирусу хлороза жилок малины.

В этой же культуре отмечен крупный полиэдральный вирус, лока­

лизованный в перинуклеарной зоне и цитоплазме. Размер частиц in 

situ - 85-135 н>'

Summary

Taranukho N. P. Outward and intercellular anomalies of plants 

are the diagnostical symptoms of virus diseases of stone fruit and 

berry crops used when selecting virus-free clones.

The dissertation is for getting a degree of the candidate of 
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The thesis is defended which presents the results of 

investigating the outward and intercellular anomalies of stone

fruit and berry plants as the diagnostical symptoms of virus 

diseases. •

The usage of the complex of the diagnostical methods (ELISA, 

the biological test, the electronic microscopy) makes it possible 

to reveal virus diseases of stone fruit and berry crops when

selecting the virus-free clones for womb plantations. We detected 

the natural infection of the Mahchu cherry with the plum pox virus 

described as its experimental host.

It is for the first time that we have succeeded in revealing 

a bacilliform virus located in the nucleus, perinuclear zone and 

cytoplasm of black currants plants with fertility symptoms.

Electron-microscopic methods of analysis were used for this 

purpose. Size of particles In situ is 250-285 x 65-85 nm.

A bacilliform virus located in the cytoplasm has been also 

revealed in tissues of raspberries with symptoms of chlorotoc 

spots along the leaf veins. Size of particles in situ is 460-490 x 

70-90 nm, is identical to the raspberries vein chlorosis virus 

described in foreign literature.The great polyhedral virus is

revealed in the plants of raspberry. It is localised in the 

perinuclear zone and cytoplasm. The size of the particles in situ 

is 85-135 nm.
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рус кільцевої плямистості, кісточкових, шарка сливи, рабдовіруси, 

діагностика, ядро, цитоплазма, ультратонкі зрізи,
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