
1332016 • № 4 • АГРОЕКОЛОГІЧНИЙ ЖУРНАЛ

СКРИНІНГ ТА БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ІЗОЛЯТІВ ВТМ

Лісові насадження є необхідною ком-
понентою екосистеми навколишнього при-
родного середовища і в аспекті людських 
потреб розглядаються як додаткове джере-
ло для різних галузей господарювання.

В Україні ліси поширюються в різних 
природно-кліматичних зонах — Лісостепі, 
Українському Поліссі, Степу, Українських 
Карпатах та гірському Криму, які мають 
відмінності щодо біорізноманіття та сучас-
ного ведення лісового господарства.

Нині стан лісів в умовах різкої зміни 
абіотичних і біотичних чинників, а саме: 
інтенсивного природокористування, по-
силеного антропогенного впливу на навко-
лишнє природне середовище, кліматичних 
катаклізмів, розбалансування екосистеми 
характеризується як кризовий.

Слід зауважити, що такі чинники, як 
радіаційне навантаження [1, 2], різка зміна 
клімату, порушення гідрологічного режиму, 
безгосподарна діяльність людини, індуку-

ють мінливість і появу нових патогенів, що 
є небезпечними для деревних і трав’яних 
рослин, грибів і біоти загалом. До таких 
патогенів відносяться і вірусні хвороби 
[3–6].

Мета роботи — проведення скринінгу 
вірусних хвороб платана східного і клена 
гостролистого у лісових, а також парко-
вих ценозах, скверах, алеях, агроценозах 
і в сільських селітебних територіях у зоні 
Українського Полісся (Житомирська, Ки-
ївська області).

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

У роботі були задіяні методи, які вико-
ристовуються для аналізу рослин та іден-
тифікації вірусів [7–12].

Під час обстеження ділянок у лісових 
і паркових насадженнях здійснювали від-
бір зразків рослин, у яких спостерігались 
такі симптоми: гофрування і деформація 
листків, різні типи мозаїки і некрози лис-
тової поверхні, відставання у рості рослин, 
а також рослин без перелічених проявів 
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захворювання. З деякими екземплярами 
клена і платана [8] проводили дослідження 
щодо динаміки розвитку вказаних симп-
томів: весна — початок вегетації спостере-
ження перших симптомів захворювання; 
літо — розвиток рослини і її реакція на 
захворювання; осінь — визначення наяв-
ності вірусних симптомів аж до повного 
їх зникнення після пожовтіння і опадання 
листя. Увесь період (весна — осінь) рос-
лини клена і платана контролювали за до-
помогою вірусологічних тестів.

Біологічними індикаторами для віру-
сів слугували різні види рослин (дурман, 
тютюн різних сортів, лобода, квасоля, огір-
ки та такі лікарські види рослин, як по-
дорожник і хміль). Рослини-індикатори 
вирощували ізольовано в лабораторних 
теплицях на стерильному ґрунті. Роботи з 
рослинами-індикаторами проводили при 
температурі повітря 20–25°С і освітленості 
8–10 тис. лк [12].

Рослини-індикатори інокулювали ме-
ханічно інфекційними гомогенатами рос-
линного матеріалу в розведенні 1:1 або 1:2 
у 0,01 М фосфатному буфері, рН 7,0–7,5. 
Для прискорення отримання результатів 
(3–4 дні) і накопичення вірусів використо-
вували рослини-індикатори, які реагували 
локальною реакцією. Якщо рослини-інди-
катори з місцевою реакцією не були відо-
мі, використовували рослини з системною 
реакцією, яка розвивалася на 7–10 день 
після інокулювання.

Для визначення антигенів вірусу тю-
тюнової мозаїки (ВТМ) у досліджуваних 
зразках рослин використовували непря-
мий імуноферментний метод (ІФА) [12]. 
Зразки, що підлягали аналізу, гомогені-
зували у ступці з 0,1 М фосфатно-сольо-
вим буфером, рН 7,4, з додаванням 0,05 М 
карбонат-бікарбонатного буферу, pH 9,6, у 
співвідношенні 1:2 v/v. Також використо-
вували поліклональні кролячі антивірусні 
сироватки до вірусів (Інститут досліджень 
стійкості та діагностики патогенів, Асерш-
лебен, Німеччина; Київський національний 
університет імені Тараса Шевченка). 

Результати реєстрували на автоматич-
ному рідері (OPS IS MR) при довжині хви-

лі 405 нм. За позитивний результат брали 
показник Е405, що втричі перевищував по-
казник негативного контролю. Статистич-
ну достовірність результатів аналізу під-
тверджували триразовою повторністю.

Для дослідження вірусних частинок у 
соку уражених рослин препарат готували у 
такий спосіб: відібрані рослини гомогенізу-
вали в 0,1 М фосфатному буферному роз-
чині (ФБР), рН 7,4 і попередньо центри-
фугували при 5 тис. обертів/хв упродовж 
15 хв. Надосадову суспензію використову-
вали для нанесення на сіточки-підкладки 
[7, 12].

Плівки-підкладки готували з 0,2% роз-
чину формвару (полівінілформальдегід) 
на хлороформі. 

Сіточку з формваровою підкладкою 
занурювали на 2 хв у краплю вірусного 
препарату, потім виймали, відбирали за-
лишки рідини стерильним фільтруваль-
ним папером і занурювали в 2%-ий розчин 
ураніл-ацетату або 1–2%-ий розчин фос-
форновольфрамової кислоти на 2 хв, піс-
ля чого відбирали рідину фільтрувальним 
папером і поміщали сітку в спеціальний 
контейнер.

Препарати досліджували на трансмісій-
ному електронному мікроскопі JEM 1400 
(Японія) при інструментальному збіль-
шенні у 20000–40000 разів з наступним 
перенесенням досліджуваного об’єкта на 
монітор комп’ютера. (Аналіз проведено на 
базі Інституту мікробіології і вірусології 
імені акад. Д.К. Заболотного НАН Укра-
їни).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Одним із чинників багатьох захворю-
вань деревних рослин є їх ураження ві-
русними патогенами. У сучасній літературі 
рідко трапляються результати з виявлення 
вірусів у лісових екосистемах порівняно з 
вивченням хвороб вірусного походження 
в агроценозах. Разом з тим останнім часом 
віруси були ідентифіковані на листопадних 
плодових рослинах і деяких широколистя-
них і хвойних деревах [4–7].

Вірусоподібні симптоми часто залиша-
ються неідентифікованими. Спричинено 
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це тим, що на одних видах рослин віру-
си можуть викликати явні симптоми, а на 
інших до певного періоду перебувати в 
латентному стані. І навпаки, деякі віруси 
викликають характерні симптоми, тоді як 
інші важко виявити візуально. Крім того, 
існують подібні ознаки, спричинені неін-
фекційними захворюваннями рослин, на-
приклад, симптоми, що індукуються не-
стачею або надлишком поживних речовин 
і мікроелементів (K, Ca, Mg, Mo, Fe, S, Al, 
P, N Sn i Si), дія низьких і високих темпе-
ратур, нестача або надлишок вологи, пору-
шення світлового режиму, вплив ґрунтових 
умов, отруйних речовин, механічні пошко-
дження, дія іонізуючих випромінювань. 
Крім того, подібні симптоми можуть спри-
чиняти ентомошкідники і фітопатологічні 
захворювання, які індукуються, наприклад, 
фітоплазмами, віроїдами. Вірусна інфекція 
може впливати майже на всі процеси мета-
болізму рослини. Значно чутливими до ві-
русної інфекції є різні клітинні органели у 
рослин. Крім того, відбувається деструкція 
хлоропластів мітохондрій, крохмальних 
зерен, ендоплазматичного ретикулюму та 

ядра. За цих умов спостерігаються зміни 
забарвлення (пожовтіння, хлороз) листків, 
відмирання (некроз) або деформація лис-
тової пластинки, поява енацій.

Результати наших досліджень проде-
монстрували існування на платані і клені 
широкого спектра вірусоподібних симпто-
мів, описаних у раніше проведених дослі-
дженнях [7], що проявляються патологіями 
забарвлення і форми листя, росту та розви-
тку рослин загалом на всіх досліджуваних 
інфікованих рослинах Platanus orientalis L., 
Acer platanoides L. (рис. 1).

За сезонної динаміки розвитку вірусних 
захворювань на платані східному спосте-
рігаються такі симптоми: поява дрібних 
хлоротичних плям на листовій пластині 
(травень); хлоротичні та некротичні фор-
мування (червень — липень); утворення 
продовгуватих некротичних ділянок між 
жилками листя (серпень — вересень); хло-
ротично-мозаїчних країв листової поверхні 
з хлоротичними плямами між жилками в 
центрі (вересень — жовтень).

Для визначення інфекційної природи 
захворювання досліджуваних рослин нами 

Рис. 1. Некротичні симптоми на листі рослин: а) платана східного (Platanus orientalis L.), 

б) клена гостролистого (Acer platanoides L.)

а) б)
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було проведено біологічне тестування на 
рослинах-індикаторах. Як рослини-інди-
катори були висаджені рослини тютюну 
різних видів і сортів: Nicotiana benthami-
ana, N. rustica, N. tabacum (сорт Samsun), 
N. taba cum (сорт Собалчський 3440) та N. 
tabacum (сорт Собалчський 193). Під час 
спостереження за інокульованими рос-

линами було встановлено розвиток таких 
симптом (рис. 2): некротизація та заси-
хання листових пластинок рослин тютюну 
N. tabacum сорту Собалчський 3440, дефор-
мація листових пластинок рослин тютюну 
N. taba-cum — Samsun та Собалчський 193, 
некротичні плями на тютюні N. bentha-
miana.

Рис. 2. Симптоми ураження вірусом рослин-індикаторів Nicotiana tabacum: а) некротизація та 

засихання листових пластинок рослин тютюну сорту Собалчський 3440, інокульованих гомо-

генатом з платана східного; б) деформація листових пластинок рослин тютюну сорту Samsun, 

інокульованих гомогенатом з клена гостролистого; в) деформація листових пластинок (сорт 

Собалчський 193), інокульованих гомогенатом з платану східного та г) некротичні плями на 

рослинах і N. benthamiana, інокульованих гомогенатом платана східного

а) б)

в) г)
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Існування вірусів у листках платана та 
клена, а також рослин-індикаторів визна-
чали на контролі непрямим методом іму-
ноферентного аналізу.

Високий уміст фенольних сполук, не-
рівномірний розподіл вірусів на деревах і 
часто низькі концентрації патогену усклад-
нюють його виявлення в деревних росли-
нах за різних умов порівняно з трав’янис-
тими.

Дослідження зібраних зразків дерев на 
вірусоносійство проводили шляхом детек-
ції вірусних антигенів у рослинних екстра-
ктах листків.

Імуноферментний аналіз дерев засвід-
чив, що всі зразки платана східного (Pla-
tanus orientalis L.) та клена гостролисто-
го (Acer platanoides L.) містили антигени 
ВТМ. Найбільший уміст вірусних антиге-
нів було детектовано у зразках, відібраних 
у травні та червні, про що свідчать значен-
ня оптичної густини Е405 — 0,671 та 0,495 
відповідно.

З відібраних за візуальними ознака-
ми та імуноферментним аналізом зразків 
досліджуваного рослинного матеріалу та 
уражених рослин-індикаторів за допомо-

гою електронної мікроскопії було вияв-
лено жорсткі паличкоподібні частки віру-
су, розмір яких за розподілом варіаційної 
кривої найчастіше становив 295×18 нм у 
листках платана та клена з Житомирської 
та Київської областей. Зауважимо, що ізо-
лят ВТМ за електронно-мікроскопічного 
спостереження інколи траплявся разом з 
деякими іншими патогенами (карлавірус, 
іларвірус) (рис. 3).

Отже, останніми роками зроблено пер-
ші кроки в дослідженні поширення фітови-
русів у лісових біоценозах. Відзначено іс-
нування відповідного зв’язку інфікування 
ВТМ дерев платана і клена, деяких одно-
річних трав’янистих рослин. Спостеріга-
ється тенденція до ураження ВТМ разом 
з карлавірусом, іларвірусом різних видів 
рослин у локальних екологічних нішах.

Було встановлено, що часто як проміжні 
носії і контаміновані резервуари для ВТМ 
можуть бути ґрунт, вода і навіть шапинкові 
гриби [12]. Відзначено, що з наближен-
ням лісових біоценозів до полів у ґрунтах 
і воді, на деревах лісових масивів часті-
ше починають траплятися ВТМ (Tobamo-
virus).

Рис. 3. Електронографія вірусу тютюнової мозаїки, виділеного із: а) клена гостролистого (Acer 
platanoides L.) б) платана східного (Platanus orientalis L.)

а) б)

СКРИНІНГ ТА БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ІЗОЛЯТІВ ВТМ
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ВИСНОВКИ
Виявлено, що ВТМ має поширення се-

ред рослин платана та клена на території 
Українського Полісся (Житомирська та 
Київська області).

Вірус часто інфікує рослини локально 
на певних територіях. Як профілактичний 
захід проти інфекції слід використовува-
ти неінфікований садивний матеріал від 
якісних рослин-донорів. У технологічному 
процесі первинного вирощування рослин 
необхідно розробити систему діагностики 
та профілактики збудника в умовах спеці-
алізованих господарств. Значну увагу слід 

звернути на застосування ІФА та методу 
біологічного тестування через рослини-
індикатори, а також використання методу 
внутрішньоклітинних включень. Для змен-
шення інфекційного процесу на рослинах 
та підвищення їх росту і розвитку потрібно 
розробити технологію застосування біо-
логічно активних речовин.

Автори виносять подяку співробітни-
кам кафедри вірусологіїї ННЦ «Інститут 
біології та медицини» Київського національ-
ного університету імені Тараса Шевченка 
за консультативну допомогу під час вико-
ристання ІФА.
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ЕКОЛОГІЧНЕ НАВАНТАЖЕННЯ НА МИСЛИВСЬКІ РЕСУРСИ АГРОЛАНДШАФТІВ

Застосування пестицидів на орних зем-
лях нині залишається одним з найбільш 
згубних антропогенних чинників для по-
льової фауни всього Європейського кон-
тиненту [1–7]. Так, вчені наголошують, що 
негативна дія пестицидів на тварин поля-
гає не тільки у безпосередньо спричине-
ній загибелі внаслідок гострого отруєння. 
Важливо, що хімічні речовини навіть у не-
значних дозах здатні погіршувати загаль-
ний стан живого організму, пригнічувати 
метаболічні процеси, призводити до його 
негативних морфофізіологічних змін у ре-
продуктивному апараті [8] та, зрештою, 
зумовлювати сповільнення темпів віднов-
лення мисливських ресурсів загалом.

Слід зауважити, що вивченню реакцій 
ценопопуляцій польової фауни місцевих 

агроценозів на кількісні зміни використа-
них пестицидів у ХХІ ст. досі приділялося 
недостатньо уваги. З огляду на це, метою 
наших досліджень було виявлення та еко-
логічна характеристика зв’язків між обся-
гами застосування пестицидів та динамі-
кою чисельності осілих видів мисливських 
тварин в умовах агроландшафтів України.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Агроландшафти України є основними 
стаціями для двох корисних видів птахів 
родини фазанових (Phasianidae), які ведуть 
осілий спосіб життя. Серед них куріпка сіра 
(Perdix perdix L.) — аборигенний вид, фоно-
вий для сільськогосподарських угідь всіх 
природних зон держави; фазан звичайний 
(Phasianus colchicus L.) — інтродуцент, фо-
новий для південних та південно-західних 
регіонів країни. З-поміж корисних мислив-
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