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Найпоширенішими симптомами вірус-
ного ураження, що свідчать про деструк-
тивний вплив вірусної інфекції на фото-
синтетичний апарат інфікованої рослини, 
є мозаїка та хлороз листків. Зміни функ-
ціональної активності фотосинтетичного 
апарату позначаються безпосередньо на 
ефективності фотосинтетичних процесів 
і, відповідно, на продуктивності культур-
них рослин. Порушення стану фотосин-
тетичних мембран під впливом зовнішніх 
чинників супроводжується відповідною 
зміною оптичних властивостей хлорофілу 
(Chl) а фотосистеми ІІ (ФС II). Оскільки 
флюоресценція хлорофілу є протилежним 
фотосинтетичній асиміляції вуглецю про-
цесом, дослідження змін умісту фотосин-
тетичних пігментів та відповідних пара-
метрів флуоресценції хлорофілу можуть 
бути використані під час аналізу стану і 
активності фотосинтетичного апарату за 
дії вірусної інфекції.

Вивчення впливу вірусної інфекції на 
фотосинтетичний апарат ураженої росли-

ни розпочалось ще на початку минулого 
століття. Модифікації фотосинтезу дослід-
никами вважались загальною і консерва-
тивною стратегією вірусного патогенезу, а 
порушення компонентів та функцій хлоро-
пластів — чинником виникнення хлорозів 
[1]. Дослідженню процесів функціонуван-
ня хлоропластів приділяється дедалі біль-
ше уваги, а кількість наукових робіт щодо 
взаємодії різних чинників хлоропластів з 
вірусними компонентами щорічно зростає. 
Висвітлено, що ці чинники беруть участь 
у реплікації вірусів, їх транспортуванні, 
виникненні симптомів та функціонуванні 
захисних реакцій [2]. Результати нещо-
давніх досліджень, проведених з викорис-
танням протеомних і транскриптомних 
підходів, свідчать про патологічний вплив 
вірусної інфекції, насамперед на експресію 
генів, що обумовлено дією хлоропластів 
або процесом фотосинтезу (chloroplast-, 
photosynthesis-related genes, CPRGs) [3]. 
Віруси викликають структурні та функціо-
нальні пошкодження хлоропластів шля-
хом селективного пригнічення експресії 
генів [4], знижують рівень експресії білків © А.М. Кириченко, К.В. Гринчук, І.О. Антіпов, 2019
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хлоропластів, порушуючи ефективність 
фотосинтезу [5], спричиняють набрякан-
ня хлоропластів, накопичення крохмалю 
і пластоглобуліну, а також дезінтеграцію 
гран тилакоїдів [4, 6]. Природним резуль-
татом таких взаємозалежностей між віру-
сами і живителями є пошкодження ультра-
структури та/або функції хлоропластів. 
Загалом, результати останніх наукових 
досліджень свідчать про існування уні-
кального взаємозв’язку між хлоропласта-
ми та вірусами, що утворився у процесі їх 
коеволюції.

Незважаючи на доволі ґрунтовні знан-
ня щодо впливу вірусної інфекції на рос-
линний організм, загальні механізми, що 
призводять до змін метаболізму і розвитку 
симптомів хвороби, залишаються маловив-
ченими. Метою роботи було дослідження 
впливу вірусів родини Potyviridae, зокрема, 
вірусу звичайної мозаїки квасолі (ВЗМК) 
та вірусу жовтої мозаїки квасолі (ВЖМК) 
на функціональний стан і активність фото-
синтетичного апарату, а також на вміст 
фотосинтетичних пігментів у динаміці роз-
витку вірусної інфекції.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Були вивчені критичні параметри ін-
дукції флуоресценції хлорофілу (ІФХ), 
які відображають вплив вірусної інфекції 
на функціональні ланки ФС ІІ, а також 
зміни вмісту Chl а, Chl b та каротиноїдів у 
листках рослин сої за вірусного ураження. 
Дослідження патологічного впливу вірус-
ної інфекції на фотосинтетичний апарат 
і метаболізм фотосинтетичних пігментів 
проводили на рослинах Vicia faba L. та 
Glicine max Merr. Рослини були вирощені 
у весняно-літній період в умовах вегета-
ційного будиночка. Інфікування рослин 
здійснювали вірусовмісним екстрактом ме-
ханічно за допомогою скляного шпателя. 
Для приготування інокулюму інфіковане 
листя з системно інфікованих рослин по-
дрібнювали в 0,01 М-фосфатному буфері 
(1:10, г / мл), рН = 7,2; екстракт втирали у 
попередньо опудрені карборундом листки. 
Контрольні рослини були оброблені у та-
кий самий спосіб буфером.

Ідентифікацію вірусів здійснювали ме-
тодом полімеразної ланцюгової реакції 
зі зворотною транскрипцією (ЗT-ПЛР). 
Сумарну РНК виділяли з використанням  
спеціального комерційного набору «РИБО-
Сорб» (AmpliSens, Росія). Реакцію зворот-
ної транскрипції визначали за допомогою 
комерційного набору «Реверта-L-100» 
(AmpliSens, Росія) згідно з протоколом 
виробника. У роботі використовували 
праймери, які дають змогу ідентифікува-
ти фрагмент нуклеотидної послідовності,  
що кодує ген білка оболонки ВЗМК з нук-
леотидними послідовностями, як-от: пря-
мий праймер 5’-tgtggtacaatgctgtgaagg-3’  
та зворотний 5’-gccttcatctgtgctactgct-3’; 
розмір продукту ампліфікації становив  
391 п. н. [7]. Для діагностики ВЖМК вико-
ристовували праймери BYMV1f, BYMV2r 
[8]. Синтез праймерів на наше замовлення 
виконано ТОВ «Біолабтех ЛТД» (Київ, 
Україна). Як контроль під час здійснення 
ідентифікації вірусу використовували ін-
фіковані (позитивний контрольний зразок, 
«К+») та здорові (негативний контрольний 
зразок, «К–») рослини сої та бобів.

Дослідження змін функціонального 
стану і активності фотосинтетичного апа-
рату здорових і уражених вірусами рос-
лин проводили біофізичним методом ІФХ, 
фіксуючи дані портативним приладом віт-
чизняного виробництва «Флоратест» [9].  
Після штучного інфікування вірусами про- 
водили серію 4-хвилинних вимірювань 
ІФХ на листках різних ярусів. Повторність 
вимірювань у кожному варіанті — трикрат-
на. Темнову адаптацію листків перед ви-
мірюваннями (не менше 20 хв) створю-
вали штучно, притіняючи листки цупким 
папером.

Отриманий масив цифрових даних об-
числювали у кожному варіанті, результати 
наводили у графічному вигляді (криві Ка-
утського). На графіках позначали відповід-
ні індукційні точки та критичні параметри 
ІФХ, що відображають вплив досліджу-
ваних чинників на функціональні ланки 
ФС ІІ. Наведено проаналізовані критичні 
параметри досліду: фонова флуоресценція 
(F0); максимальна квантова ефективність 
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PS ІІ, яку розраховували як Fv/Fm; кіль-
кість QB-невідновлювальних комплексів, 
що не беруть участі у лінійному транспорті 
електронів (коефіцієнт Kpl); коефіцієнт Ki, 
що корелює із інтенсивністю рибулозо-
1,5-біфосфат карбоксилази/оксигенази 
(Рубіско) або ланкою темнової фіксації 
вуглецю.

Для визначення вмісту пігментів у 
листках інфікованих та здорових рослин 
сої використовували спектрофотометрич-
ний метод [10]. Проби відбирали у літню 
денну пору доби, коли відбувалась най-
більша активність фотосинтетичного апа-
рату. Пігменти екстрагували 90% етанолу. 
Оптичну густину витяжок встановлювали 
за допомогою спектрофотометра СФ-101 
3-хвильовим методом, визначаючи оптичну 
густину (Е) витяжки за довжини хвилі 665, 
649 і 440 нм, що відповідає максимумам 
поглинання Chl а, Chl b та каротиноїдів 
відповідно. Концентрацію (С) Chl а і b роз-
раховували за рівняннями (Wintermans та 
De Mots, 1965) для етанолу [11]:

 Ca = 13,70 · E665 – 5,76 · E649, (мг/л), (1)

 Cb = 25,80 · E649 – 7,60 · E665, (мг/л). (2)

Концентрацію каротиноїдів у сумарній 
витяжці пігментів обчислювали за рівнян-
ням (Wettstein 1957) [12]:

 Ck = 4,7 · E440 – 0,27 · C(a+b), (мг/л), (3)
де Е665, Е649 та Е440 — оптична густина ви-
тяжки за довжини хвилі 665, 649 та 440 нм 
відповідно; С — концентрація пігментів у 
витяжці, мг/л.

Визначивши концентрацію пігменту у 
витяжці, розраховували його вміст у до-
сліджуваній тканині за формулою:

 F = (V · C) / P, (4)
де F — уміст пігменту в рослинному мате-
ріалі, (мг/г сирої речовини); V — об’єм ви-
тяжки, л; С — концентрація пігменту, мг/л; 
Р — наважка рослинного матеріалу, г.

Статистичну обробку даних проводили 
з використанням пакетів Microsoft Excell і 
Statistica.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Оскільки дослідження проводили в ди-
наміці вірусної інфекції через 1–21 день 
після штучної інокуляції рослин, наявність 
вірусної РНК в уражених рослинах ви-
являли методом ПЛР ще до появи вірус-
специфічних симптомів (рис. 1).

Під час дослідження впливу вірусної 
інфекції на фотосинтетичний апарат бо-
бових було встановлено, що показники 
індукційних змін флуоресценції хлоро-
філу, які відображають процеси пере-
творення енергії на початкових етапах 
фотосинтезу, відрізняються у здорових 
та уражених рослин (рис. 2). За вірусної 
інфекції часова залежність інтенсив-
ності флуоресценції хлорофілу мала 
характерний вигляд кривої з кількома 
максимумами, що графічно відобра-
жає ефект Каутського. Форма кривих 
Каутського демонструє, що в листках 
нижнього ярусу фонова флюоресценція 
під дією вірусної інфекції зросла по-
рівняно з контролем. Це свідчить про 
збільшення кількості хлорофілу, що не 
бере участі у фотосинтетичному пере-
несенні енергії на реакційні центри в 
ушкоджених листках.
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Рис. 1. Електрофореграми продуктів ПЛР-ана-
лізу визначення ВЗМК і ВЖМК в екстрактах 
інфікованих рослин через 7 днів після іноку-
ляції вірусом: М — маркер молекулярної маси  
(O’GeneRuler™ DNA Ladder, #SM1203), К– — 
негативний та К+ — позитивний контроль



672019 • № 2 • АГРОЕКОЛОГІЧНИЙ ЖУРНАЛ

Графіки індукції флуоресценції хлоро-
філу в листках верхнього ярусу здорових та 
уражених рослин майже не відрізняються, 
що пояснюється незначним патологічним 
впливом вірусу на PS ІІ у молодих листках 
(молоде листя за фізіологічним станом ще 
«здорове»).

За параметрами флуоресценції можна 
охарактеризувати стан рослини. Так, за 
активного фотосинтезу, коли всі реакційні 
центри (РЦ) перебувають у відкритому ро-
бочому процесі, використовується майже 
вся поглинута енергія сонячного світла, і 
тільки невелика її кількість (близько 3%) 
переходить в енергію світла у вигляді фо-
нової флуоресценції (F0). Як правило, ве-
личина F0 за нормальних умов має невисокі 
значення, що обумовлено активним вико-
ристанням клітинами енергії поглинутого 
світла [13]. За вірусної інфекції чи інших 
несприятливих умов порушується стан фо-
тосинтетичних мембран, і реакційні центри 
стають неактивними, призупиняючи потік 

електронів. Водночас поглинута енергія 
світла вже не може використовуватися в 
процесі фотосинтезу, і тому флуоресценція 
хлорофілу зростає.

Підвищення величини F0 у листках бо- 
бів, інфікованих ВЗМК, свідчить про зрос-
тання функціонально неактивного хлоро-
філу (рис. 3-а). Так, під дією вірусної ін-
фекції фоновий рівень флуоресценції F0 
зріс порівняно з контролем на 37% у лист-
ках нижнього- та майже вдвічі — у листках 
середнього ярусу і верхівки.

Найвищим інтегрованим показником, 
що характеризує ефективну структуру ор-
ганізації пігментної системи ФС ІІ, є ко-
ефіцієнт Fv/Fp. Параметр Fp характеризує 
найвищий рівень флуоресценції хлорофілу, 
що реєструється як максимум на індукцій-
ній кривій. У цій точці фотосинтез відпо-
відає мінімальному рівню, а його значення 
залежить від динамічного зрівноваження 
між процесами флуоресценції, фотохімії 
та теплової дисипації. Для оцінювання 
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Рис. 2. Криві індукції флуоресценції хлорофілу листків неуражених та інфікованих ВЗМК 
рослин бобів (криві Каутського): А — листки нижнього та Б — середнього ярусу, В — листки 
верхівки

А Б

В
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індукції флуоресценції хлорофілоносних 
тканин використовують розрахунковий па-
раметр — змінну флуоресценції хлорофілу 
(Fv), що виражається як різниця показника 
найвищого рівня флуоресценції і фонової 
флуоресценції (Fp — F0), інформуючи про 
величину амплітуди змін кривої Каутсько-
го. Максимальну ефективність первинних 
процесів фотосинтезу, що обумовлено фі-
зіологічним станом рослини, характеризує 
параметр Fv/Fp. Ефективність фотосинтезу, 
як і вказаний параметр, залежить від інтен-
сивності впливу абіотичних чинників.

Отримані дані демонструють зниження 
квантової ефективності ФС ІІ (пригнічен-

ня фотосинтетичної активності) в листках 
середнього ярусу та верхівки, що свідчить 
про деструктивний вплив вірусної інфек-
ції на фотосинтетичний апарат бобових  
(рис. 3-б).

Слід зауважити, що серед усіх дослі-
джуваних параметрів ІФХ найвиразніше 
характеризує вплив вірусної інфекції, а 
саме її патологічну дію на функціональний 
стан рослин — коефіцієнт плато (Kpl):

 Kpl = (Fpl – F0)/(Fp – F0) =   
 = dFpl/Fv, (6)

де dFpl = Fpl – F0 — амплітуда плато флуо-
ресценції; Fpl — тимчасове сповільнення 

А.М. КИРИЧЕНКО, К.В. ГРИНЧУК, І.О. АНТІПОВ

Рис. 3. Критичні параметри ІФХ листків бобів за вірусного зараження (F0, Kpl, Fv/Fp, Ki): 1, 3, 5 —  
контроль (інтактні рослини); 2, 4, 6 — вірус-інфіковані рослини; 1, 2 — листки нижнього та 
3, 4 — середнього ярусу, 5, 6 — листки верхівки

а б

в г
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флуоресценції; Fv = Fp – F0 — варіабельна 
флуоресценція.

Так, на листках бобів усіх ярусів за ві-
русного ураження спостерігалося зростан-
ня показника Kpl, що свідчить про стрес і 
скорочення пулу акцепторів електронів у 
електрон-транспортному ланцюзі, тобто 
зростання частки QB-невідновлювальних 
комплексів ФС ІІ (рис. 3-в).

Дослідження впливу вірусної інфекції 
на ефективність головного ферменту циклу 
Кальвіна рибулозо-1,5-біфосфат карбок-
силази / оксигенази (РБФК/О ribulose- 
1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, Ru-
bisco), що тісно корелює із коефіцієнтом 
індукції флуоресценції, який характеризує 
ефективність перебігу темнових фотосин-
тетичних процесів, продемонструвало іс-
тотне зниження його активності в листках 
усіх ярусів заражених рослин (рис. 3-г):

 Kj = (Fp – Ft ) / Fp . (7)

Одержані дані свідчать про істотне ін-
гібування фотофізичних і фотохімічних 
процесів фотосинтезу.

Для характеристики пігментних систем 
визначали уміст хлорофілу та каротиноїдів 
у листках рослин бобів. За результатами 
спектрофотометричних досліджень було 
встановлено, що в інфікованих вірусами 
зразках через 1–4 дні після інокуляції 
вміст як хлорофілу а, так і хлорофілу b 
майже не змінився (табл). У динаміці роз-
витку вірусної інфекції через 8, 14 та 21 
день після інокуляції сумарний уміст хло-
рофілу порівняно із здоровими рослинами 
знижувався — в 2,21, 2,41 та 2,54 раза від-

повідно. Зменшення вмісту фотосинтетич-
них пігментів у інфікованих листках може 
бути зумовлено збільшенням активності 
хлорофілази або пригніченням синтезу 
хлорофілу.

Показники співвідношення Chl a / Chl b  
дослідниками використовуються для оцін-
ки ступеня впливу вірусної інфекції на 
рослину. Так, зниження показників Chl a /  
Chl b за вірусної інфекції може свідчити 
про спрямованість метаболічних процесів у 
бік запасання асимілятів, деградації ламел 
та зростання показників ФС II / ФС I, що 
призводить до підсилення синтезу АТФ, а 
також про руйнування реакційних центрів 
фотосистеми ІІ унаслідок пролонгованого 
порушення транспорту електронів у про-
цесі фотосинтезу [14]. За результатами 
наших вимірювань, на ранніх етапах ін-
фекції співвідношення хлорофілу а і b в 
інфікованих ВЖМК рослинах майже не 
відрізнялось від контролю, однак спостері-
галося істотне зниження цього параметра 
на пізніших етапах інфекційного процесу. 
Різке зниження вмісту каротиноїдів через 
14 діб після інокуляції свідчить про значні 
порушення антиоксидантних систем інфі-
кованих рослин, що спричиняє дизбаланс 
транспорту електронів до О2 та надмірний 
синтез видів реактивного кисню.

ВИСНОВКИ

Віруси родини Potyviridae спричиняють 
зниження активності фотосинтетичного 
апарату інфікованих рослин незалежно від 
просторового розташування листків. Так, 
у рослинах бобів під дією ВЗМК кількість 

ВПЛИВ ВІРУСІВ РОДИНИ POTYVIRIDAE НА АКТИВНІСТЬ ФОТОСИНТЕТИЧНОГО АПАРАТУ БОБОВИХ

Вплив вірусної інфекції на вміст фотосинтетичних пігментів у рослинах сої Glicine max Merr

Показник

Уміст пігментів

4 дні 8 днів 14 днів 21 день

К* Д** Д/К К Д Д/К К Д Д/К К Д Д/К

Хлорофіл а 1,86 1,78 0,96 1,81 0,75 0,42 1,79 0,68 0,38 1,83 0,67 0,36

Хлорофіл b 0,71 0,7 0,99 0,69 0,38 0,55 0,67 0,34 0,51 0,66 0,31 0,47

Каротиноїди 0,55 0,59 1,07 0,53 0,48 0,9 0,30 0,19 0,63 0,31 0,20 0,64

Chl a / Chl b 2,62 2,54 2,62 1,97 2,67 2,0 2,77 2,16

Примітка: * К — неуражені та **Д — інфіковані ВЖМК рослини.
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хлорофілу, що не бере участі у фотосинте-
тичному переносі енергії на реакційні цент-
ри, зростає у 1,4–2, а зниження квантової 
ефективності ФС ІІ (пригнічення фото-
синтетичної активності) — у 2–3 рази по-
рівняно з контролем. За вірусного уражен-
ня на листках усіх ярусів спостерігалось 
істотне зниження активності ферменту 
Rubisco та підвищення коефіцієнта плато, 
що своєю чергою свідчить про інгібуван-
ня фотофізичних і фотохімічних процесів 
фотосинтезу та скорочення пулу акцепто-
рів електронів у електрон-транспортному 
ланцюзі. Такі патологічні зміни зумовлено 
зниженням вмісту активного хлорофілу 
(складової пігмент-білкових комплексів 
ФС ІІ) та його деструкцією. Величини 
ключових параметрів ІФХ свідчать про 
істотне інгібування процесів фотосинтезу 
та порушення злагодженості реакцій циклу 
Кальвіна. Наслідком пошкодження фото-
синтетичного апарату рослин є зниження 
вмісту пігментів фотосинтезу, оскільки ці 
метаболічні перетворення визначаються 
локальними змінами в структурі і функціях  
хлоропластів. Так, сумарний уміст хлоро-
філу в інфікованих ВЖМК рослинах сої 
через 8, 14 та 21 день після інокуляції зни-
жувався в 2,21, 2,41 та 2,54 раза порівня-
но з неураженими рослинами відповідно. 
Біофізичний метод індукції флуоресценції 
хлорофілу може використовуватись для 
ранньої діагностики вірусного патогенезу.

Автори висловлюють глибоку подяку 
кандидату біологічних наук, старшому на-
уковому співробітнику відділу фітопато-
генних бактерій Інституту мікробіології і 
вірусології ім. Д.К. Заболотного Ганні Бо-
рисівні Гуляєвій за допомогу у проведенні 
біофізичних вимірювань індукції флуорес-
ценції хлорофілу.
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