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ОСОБЕННОСТИ ДИАГНОСТИКИ ВИРУСА РЕВЕРСИИ СМОРОДИНЫ ЧЕРНОЙ 
(BLACKCURRANT REVERSION VIRUS) И ФИТОПЛАЗМЫ В РАСТЕНИЯХ  

RIBIS NIGRUM L. МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ

Установлена возможность диагностики вируса реверсии смородины черной в разных тканях в период полного покоя рас-
тений методом IC-RT-PCR, что позволяет продлять сроки тестирования и осуществлять отбор неинфицированных растений во 
внесезонное время. Вирус определялся в вегетативных и галловых почках и в средней части однолетних побегов, в то время 
как в верхней и нижней частях однолетних побегов вирусоспецифические ампликоны синтезировались не во всех случаях. 
Зимой вирус не поддавался определению в древесине многолетних побегов. В период активного роста (май) вирус реверсии 
хорошо диагностировался как в цветках, так и в листьях, древесине однолетнего и многолетнего побегов. Тестирование BRV-
зараженных растений методом двухступенчатой ПЦР с применением универсальных праймеров к 16S рРНК фитоплазмы 
показало, что русский тип реверсии в Беларуси имеет вирусную природу. 

Ключевые слова: вирус реверсии смородины черной; фитоплазма; диагностика; IC-RT-PCR; метод PCR; Беларусь.
The research resulted in established possibility of Blackcurrant reversion virus detection in different tissues of black currant plants 

in winter period by IC-RT-PCR technique which allows extend the terms of virus testing and select none-infected plants in the off-
season. The virus was detected in vegetative and gall buds, as well as in the middle part of annual shoots, while in upper and lower parts 
of annual shoots the virus specific fragments were amplified not in all cases. In winter the virus was not possible to detect in perennial 
shoots. In the period of active growth (May) Blackcurrant reversion virus was easily detected both in flowers, and leaves, annual and 
perennial shoots. Testing of BRV infected plants via nested PCR with universal primers specific to 16S rRNA of phytoplasma revealed 
that Russian type of reversion in Belarus has viral origin.

Key words: Blackcurrant reversion virus; phytoplasma; detection; IC-RT-PCR; nested PCR; Belarus.

Реверсия смородины черной – одно из наиболее серьезных заболеваний, которое наносит экономи-
ческий ущерб промышленным плантациям, ведя к частичной или даже полной потере урожая. Встре-
чается практически во всех странах, где выращивается смородина черная [1–7]. Возбудитель данного 
заболевания – вирус реверсии смородины черной (BRV – Blackcurrant reversion virus или BRAV – 
Blackcurrant reversion associated virus, род Nepovirus, семейство Comoviridae) – впервые был выделен 
из пораженных растений смородины черной [8]. Различают два типа реверсии, отличающихся по сте-
пени развития симптомов: европейский тип реверсии Е и русский тип реверсии R. В последнее время 
появились публикации, в которых сообщается, что более агрессивный R-тип реверсии, возможно, вы-
зывается вирусом реверсии смородины черной во взаимодействии с фитоплазмой из группы желтухи 
астр [9, 10].

Вирус может распространяться как с посадочным материалом, так и почковым клещом (Cecido-
phyopsis ribis West.), который является вектором переноса. Поэтому снизить потери урожая промыш-
ленных плантаций смородины черной от реверсии возможно только путем проведения комплекса 
мероприятий, таких как закладка плантаций здоровым посадочным материалом, своевременная за-
щита от вредителей, выращивание сортов, устойчивых к болезни и/или ее вектору переноса забо-
левания.

На ранних стадиях реверсию смородины черной трудно диагностировать из-за неравномерного 
распределения BRV в тканях растения и медленного процесса заражения, так как проходит несколь-
ко лет, прежде чем инфекция распространится на все ветви куста [11–14]. Расшифровка нуклео-
тидной последовательности РНК вируса реверсии смородины черной и появление поликлональных 
антител позволили разработать методику диагностики данного вируса методом полимеразной цеп-
ной реакции с обратной транскрипцией и связыванием вируса специфическими антителами (im-
munocapture-reverse transcription-polymerase chain reaction, IC-RT-PCR) [8, 12, 15]. В Польше вирус 
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BRV на смородине черной был успешно диагностирован двумя методами – IC-RT-PCR и SC-RT-
PCR (silicacapture-reverse transcription-polymerase chain reaction) – c использованием листьев и цве-
тов от зараженных кустов смородины черной [16]. В России RT-PCR-анализ был применен для 
диагностики реверсии на смородине черной и красной, не имеющих симптомов заболевания в коре  
растений [17].

На территории Республики Беларусь распространен русский тип реверсии, часто приводящий к пол-
ной стерильности пораженного растения. До недавнего времени основным методом обследования на-
саждений смородины черной в нашей стране был визуальный анализ. Следует отметить, что использо-
вание метода молекулярной диагностики вируса BRV на основе IC-RT-PCR позволяет гораздо точнее 
определить наличие вирусной инфекции. Применение метода RT-PCR для определения вирусов плодо-
вых и ягодных культур успешно начато в Беларуси [18–20]. Однако ряд моментов, связанных с оптими-
зацией диагностики вируса BRV, требуют уточнения.

Цель настоящей работы – оценка эффективности диагностики вируса в разное время года (в перио-
ды полного покоя и активного роста растений), определение распределения вируса в тканях растения. 
Представляло интерес также установить, вызывается ли русский тип реверсии в Беларуси вирусом 
реверсии смородины черной или комплексом патогенов вирусной и фитоплазменной природы.

Материалы и методы исследования

Материалом служили четыре растения смородины черной сорта Память Вавилова, пораженные 
вирусом реверсии с симптомами, характерными для типа R. Для диагностики методом IC-RT-PCR 
в период активного роста (май) использовали цветки, листья, древесину однолетнего и многолетнего 
побегов, в период полного покоя (декабрь) вместо цветков исследовали галловые почки. Для уста-
новления присутствия или отсутствия фитоплазмы были выделены образцы ДНК из этих же четырех 
кустов смородины черной в три срока: в первых декадах июля, сентября и ноября. В начале июля 
растительным материалом для выделения ДНК служили листья, а в сентябре и ноябре – древесина 
многолетнего побега. 

IC-RT-PCR-анализ вируса BRV проводили по методике, разработанной в [15] и дополненной в ра-
боте [16]. Для иммобилизации применяли покровные антитела (Ig G) в разведении 1 : 1000. Виру- 
соспецифические антитела были разработаны и любезно предоставлены доктором из Канады 
Д. Джеймсом. Растительную ткань гомогенизировали путем растирания в РВS-TРО-буфере в соот-
ношении 1 : 10. 

Амплификацию проводили с использованием набора One Step RT-PCR Kit (Qiagen). Реакционная 
смесь для проведения RT-PCR имела следующий состав: 6,3 мкл деионизированной H2O; 2 мкл 5 × RT-
PCR буфера; 0,4 мкл каждого (прямого и обратного) праймера (10 ммоль/м3); 0,2 мкл смеси dNTP 
(10 ммоль/м3); 0,5 мкл DTT (10 ммоль/м3); 0,2 мкл смеси ферментов. Общий объем реакционной смеси 
составлял 10 мкл. Температурные условия для RT-PCR были следующими: на этапе обратной транс-
крипции 50 ºС – 30 мин; начальной денатурации 95 ºС – 15 мин; амплификация 10 циклов: 94 ºС – 10 с, 
60 ºС – 30 с, 72 ºС – 45 с; амплификация 25 циклов с увеличением времени каждого последующего 
цикла на 5 с: 94 ºС – 10 с, 60 ºС – 30 с, 72 ºС – 45 с; финальная элонгация 72 ºС – 7 мин. Для анализа 
использовали праймеры производства Праймтех (Беларусь) (таблица).

Характеристика праймеров, использованных для диагностики вируса BRV и фитоплазмы

Патоген Праймер Нуклеотидная последовательность (5ʹ → 3ʹ) Размер ПЦР-
продукта, п. н.

Источник

BRV BRAV5 AAACCAGACCCAGGTGAGTG 
468 [15]

BRAV6 GGACACTTCCATATAAGTCGGC

Фитоплазма P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
1831

[21]

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT [22]

R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG
1201 [23]

R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAACCCCG

Методика выделения ДНК. Для выделения ДНК из растительной ткани использовали коммерче-
ский набор фирмы DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) и жидкий азот для гомогенизации растительной  
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ткани. Количество и качество выделенных образцов ДНК проверяли при помощи электрофореза 
в 1 % агарозном геле и 1 × ТАЕ-буфере (BioRad). 

PCR-анализ на наличие фитоплазмы проводили по методике Д. Гандерсен и Л. Ли (D. Gundersen, 
L. Lee) [23] с использованием универсальных праймеров к 16S рРНК. Реакционная смесь (25 мкл) для 
проведения PCR имела следующий состав: 18,25 деионизированной воды, 2,5 мкл 10 × Taq буфера 
с KCI (Thermo scientific), 1,5 мкл MgCl2 (25 ммоль/м3), 0,5 мкл смеси dNTP (10 ммоль/м3), 0,5 мкл каж-
дого праймера (Р1/Р7) (10 ммоль/м3); 0,25 мкл Taq Polymerase (Thermo scientific), 1 мкл ДНК матрицы. 
Температурные условия были следующими: 1 цикл: 95 °С – 4 мин; 35 циклов: 95 °С – 30 с, 50 °С – 30 с, 
72 °С – 2 мин; 1 цикл: 72 °С – 10 мин. При отсутствии видимого в геле продукта амплификации 1 мкл 
реакционной смеси после первой амплификации разводили в деионизированной воде (1 : 30), а затем 
использовали в качестве матрицы при повторном PCR с внутренними праймерами (R16F2n/R16R2, 
Ta = 55 °С). 

Ампликоны разделяли методом электрофореза в 1,6 % агарозном геле и 1 × ТАЕ-буфере (BioRad). 
Результаты регистрировали с помощью трансиллюминатора Gel DocTM EQ System (BioRad) и програм-
мы Quantity One 4.5 (BioRad). Маркерами молекулярных масс служили Precision Molecular Mass Stan-
dard (BioRad) и 2-Log DNA Ladder (0,1–10,0 kb) (BioLabs). 

Результаты исследования и их обсуждение

Диагностика вируса BRV в весенний и зимний периоды. В ходе исследований было установлено, что 
во время цветения смородины черной (май) вирус реверсии хорошо диагностируется как в цветках, так 
и в листьях и древесине однолетнего и многолетнего побегов (рис. 1, а). 

Для смещения сроков тестирования с весеннего периода на зимний была изучена возможность 
диагностики вируса реверсии смородины черной в разных тканях в период полного покоя. Посколь-
ку весна – это наиболее благоприятное время для диагностики всех вирусных заболеваний плодовых 
и ягодных культур, увеличивается нагрузка на вирусологические лаборатории именно в этот период. 
Установлено, что в декабре вирус хорошо определяется в вегетативных и галловых почках (рис. 1, б) 
(треки 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13, 14), в древесине однолетних побегов вирус диагностировался в двух образцах 
из четырех (треки 3 и 7), но не поддается определению в древесине многолетних побегов (треки 4, 8, 
12, 16) (см. рис. 1, б).

В целях подтверждения полученного результата отрицательные образцы (4, 8, 11, 12, 15, 16) 
(см. рис. 1, б) были протестированы еще раз в двукратной повторности, за исключением образца 
11 (однократная повторность). При повторной IC-RT-PCR-диагностике BRV подтвердилось отсут-
ствие вирусоспецифических продуктов амплификации в древесине многолетних побегов сморо-
дины черной во всех четырех растениях (треки 4, 8, 12, 16) (рис. 1, в). Отрицательные образцы 11 
и 15 при повторной диагностике дали положительный результат в двух образцах из трех (треки 11 
и 15) (см. рис. 1, в).

Локализация BRV в древесине однолетних побегов. Таким образом, возможно, в период покоя рас-
тений вирус реверсии локализируется в определенной части однолетнего побега. Чтобы подтвердить 
данную гипотезу, для диагностики были взяты однолетние побеги длиной 21 см с первого, второго 
и третьего кустов, у которых исследовали верхушечную, среднюю и нижнюю части побегов разме-
ром по 7 см. Вирус обнаружили во всех образцах средней части однолетних побегов (треки 3, 4, 9, 10, 
15, 16) (рис. 2). 

В верхней части побегов вирус диагностировали в пяти случаях из шести (треки 1, 2, 7, 8, 13, 14) (см. 
рис. 2) и в четырех случаях из шести – в нижней части побегов (треки 5, 6, 11, 12, 17, 18) (см. рис. 2). 
Это подтверждает нашу гипотезу о локализации вируса реверсии черной смородины в средней части 
однолетних побегов и необходимости отдавать предпочтение именно этой части однолетних побегов 
при диагностике BRV.

Тестирование BRV-зараженных растений на наличие фитоплазм. Для проверки гипотезы о возмож-
ной связи между развитием симптомов заболевания реверсией и присутствием вируса реверсии сморо-
дины черной в комплексе с фитоплазмой [9, 10] нами было проведено тестирование BRV-зараженных 
кустов сорта Память Вавилова с симптомами русского типа реверсии (кусты полностью бесплодны, ли-
стья характерной трехлопастной формы). Лучшим периодом и растительным материалом для диагно-
стики фитоплазмы являются осень и проводящая ткань растений, так как именно к этому сроку проис-
ходит максимальное накопление патогена в древесине растений. Однако тестирование в оптимальные 
сроки (сентябрь), в более поздние (ноябрь) и более ранние (май) не показало присутствия фитоплазм 
в зараженных реверсией растениях смородины черной (рис. 3).
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации при IC-RT-PCR-диагностике вируса BRV в растениях  
смородины черной сорта Память Вавилова с симптомами реверсии:

а – тестирование в мае: К– – отрицательный контроль; 1, 5, 9, 13 – цветы; 2, 6, 10, 14 – листья;  
3, 7, 11, 15 – древесина однолетнего побега; 4, 8, 12, 16 – древесина многолетнего побега;

б – тестирование в декабре: К– – отрицательный контроль; 1, 5, 9, 13 – вегетативные почки; 2, 6, 10, 14 – галловые почки;  
3, 7, 11, 15 – древесина однолетнего побега; 4, 8, 12, 16 – древесина многолетнего побега;

в – повторное тестирование в зимнее время отдельных растений: К– – контроль отрицательный; 4, 8, 12, 16 – древесина многолет-
него побега с первого – четвертого кустов (двукратная повторность для номеров 4, 8, 12, 16); 11, 15 – древесина однолетнего побега 
с третьего – четвертого кустов (двукратная повторность для номера 15); К+ – положительный контроль (галловые почки с куста 1);

М – маркер Precision Molecular Mass Standard (BioRad)

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации при IC-RT-PCR-диагностике реверсии в древесине  
однолетних побегов смородины черной сорта Память Вавилова:

М – маркер Precision Molecular Mass Standard (BioRad); К– – отрицательный контроль; 1, 2, 7, 8, 13, 14 – древесина верхней части 
однолетнего побега с первого – третьего кустов; 3, 4, 9, 10, 15, 16 – древесина средней части однолетнего побега с первого –  

третьего кустов; 5, 6, 11, 12, 17, 18 – древесина нижней части однолетнего побега с первого – третьего кустов; K+ – положительный 
контроль (галловые почки с куста 1)
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Таким образом, установлена возможность диагностики 
вируса реверсии смородины черной в разных тканях в пе-
риод полного покоя растений методом IC-RT-PCR, что по-
зволяет продлить сроки тестирования и осуществлять отбор 
неинфицированных растений во внесезонное время. Вирус 
определялся в вегетативных и галловых почках и в сред-
ней части однолетних побегов, в то время как в верхней 
и нижней частях однолетних побегов вирусоспецифические 
ампликоны синтезировались не во всех случаях. Вирус не 
поддавался определению в древесине многолетних побегов. 
В период активного роста (май) вирус реверсии хорошо диа-
гностировался в цветках, листьях, древесине однолетнего 
и многолетнего побегов. Присутствия фитоплазмы в расте-
ниях смородины черной с симптомами русского типа ревер-
сии установлено не было.

Авторы выражают глубокую благодарность доктору Д. Джейм-
су (D. James, Canadian Food Inspection Agency) за предоставленные 
для работы антитела к вирусу BRV. 
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А. ЭЛЬРАХАЛ (ЛИВИЯ), А. В. СИДОРОВ

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ ЛЕГОЧНОГО ДЫХАНИЯ  
МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS У ЖИВОТНЫХ РАЗНЫХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП

Установлено наличие положительной корреляции между общей длительностью и частотой легочного дыхания – 
r = 0,89 ± 0,04, P < 0,001 (животные всех возрастных групп), а также между длительностями отдельного респираторного 
акта и легочного дыхания в целом (животные младшей и средней возрастных групп, r = 0,44 ± 0,14, P < 0,01 и r = 0,38 ± 0,14, 
P < 0,01 соответственно). Для моллюсков старшей возрастной группы отмечено появление отрицательной взаимосвязи между 
частотой дыхания и длительностью респираторного акта (r = – 0,46 ± 0,17, P < 0,01). Предполагается, что указанные колеба-
ния дыхательной активности отражают возрастные изменения в центральном генераторе респираторного ритма у Lymnaea 
stagnalis.

Ключевые слова: дыхательное поведение; возрастные изменения; старение; беспозвоночные.
Positive correlation (r = 0,89 ± 0,04, P < 0,001) between duration and frequency of pulmonary respiration was detect (animals of 

all ages), as well as between duration of pulmonary respiration and duration of single respiratory act (animals of younger and medium 
age groups, r = 0,44 ± 0,14, P < 0,01 and r = 0,38 ± 0,14, P < 0,01 respectively). For mollusks of old age group negative correlation 
between single respiratory act duration and frequency of pulmonary respiration (r = – 0,46 ± 0,17, P < 0,01) was observed. We assumed 
that mentioned above modulation of lung respiration reflect age-dependent changes in the activity of Lymnaea stagnalis respiratory 
central pattern generator.

Key words: respiratory behaviour; age-depending changes; ageing; invertebrates.

Представитель пресноводных легочных моллюсков прудовик обыкновенный (Lymnaea stagna- 
lis L.) – модельный объект нейробиологических исследований. Во многом этому способствует ор-
ганизация его центральной нервной системы (ЦНС), делающая возможной идентификацию многих 
составляющих ее нейронов (точное соотнесение положения той или иной клетки с выполняемой 
функцией, тип используемого нейромедиатора, синаптические связи с другими нейронами и/или 
мышечными (железистыми) клетками и т. п.) [1]. Одна из наиболее изученных в нейробиологиче-
ском отношении частей ЦНС у прудовика – нейронная сеть, контролирующая легочное дыхание 
[2, 3]. Вместе с тем в подавляющем большинстве работ нейрофизиологической направленности 
анализу собственно дыхательного поведения уделяется совсем незначительное внимание. Как пра-
вило, авторами работ в качестве исследуемого показателя используются лишь данные по количеству 
визитов моллюсков на поверхность воды за определенный промежуток времени – частота легочного 
дыхания [4, 5]. Разработка методики, связанной с фиксацией дыхательной активности индивидуаль-
но по каждому моллюску [6], позволяет не только выявить дополнительные критерии для оценки 
особенностей легочного дыхания, но и оценить взаимосвязь между различными его показателями. 
В последние годы особый интерес приобретают работы, связанные с исследованием нейронных ме-
ханизмов старения [7, 8]. Использование для этой цели Lymnaea stagnalis в качестве удобной моде-
ли для изучения различных аспектов возрастных изменений ЦНС, в том числе и функциональных, 
вполне оправданно. Очевидно, что первоосновой исследований такого рода являются эксперименты 
по изучению поведения, позволяющие выявить характерные особенности возрастной модификации 
тех или иных физиологических процессов для их последующего анализа на клеточном и субкле-
точном уровнях. Дополнительным аргументом в пользу высказанной идеи служит тот факт, что для 
прудовика на большем протяжении его жизни характерен линейный рост [9], это делает определе-
ние возраста индивидуума достаточно простой методической процедурой. В связи с изложенным 
предпринята попытка анализа показателей легочного дыхания и их взаимосвязи в разных возраст-
ных группах Lymnaea stagnalis.


