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Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), apple stem 
pitting virus (ASPV), and apple stem grooving virus 
(ASGV) are common in all apple cultivating countries 
including Belarus. The aim of this investigation was 
to study the genetic diversity of the apple-tree viruses 
in Belarus. Virus-infected apple trees were identified by 
RT-PCR in modern horticultural plantations and were 
not found among old trees aged more than 50 years. 
The genome fragments of the ACLSV, ASPV, and ASGV 
viruses detected were cloned and sequenced. The 
analysis of their nucleotide sequences gives evidence 
of high molecular variability generated mostly by 
single nucleotide substitutions and rarely by single 
nucleotide deletions and insertions. Recombination 
processes could also make some contribution to 
the existing genetic diversity of the virus populations 
studied. Estimates of selective pressure on the genome 
fragments of ACLSV, ASPV and ASGV obtained in 
this study as well as homologous sequences from 
the GenBank database indicate negative selection, 
except for one codon in the sequence of the ACLSV 
coat protein, which is under positive selection. 
The study of phylogenetic relationships between 
viruses isolated in different countries did not reveal 
any clear-cut relationship between their geographical 
origin and the degree of similarity of virus genome 
fragments. 
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Вирус хлоротической пятнистости листьев яблони (ACLSV), вирус 
ямчатости древесины яблони (ASPV) и вирус бороздчатости дре-
весины яблони (ASGV) распространены во всех странах, где воз-
делывается яблоня. В данной работе исследовалось генетическое 
разнообразие этих патогенов на территории Беларуси. Заражен-
ные различными вирусными инфекциями деревья были обна-
ружены с помощью метода ОТ-ПЦР в современных садовых 
насаж дениях. Среди старых деревьев, возрастом более 50 лет, 
заражен ных не выявлено. Фрагменты геномов вирусов ACLSV, 
ASPV и ASGV были клонированы и секвенированы. Анализ их 
нуклеотидных последовательностей свидетельствует о высокой 
молекулярной вариабельности, сформированной за счет одно-
нуклеотидных замен, реже – однонуклеотидных делеций и инсер- 
 ций. Некоторый вклад в существующее генетическое разнообра-
зие популяции вирусов также могли вносить и рекомбинацион-
ные процессы. Оценка селекционного давления на фрагменты 
геномов ACLSV, ASPV и ASGV, полученные в настоящем исследова-
нии, а также гомологичные последовательности из базы данных 
GenBank свидетельствует о том, что они находятся под воздей-
ствием отрицательной селекции, за исключением одного кодона 
в последовательности белка оболочки ACLSV, находящегося 
под воздействием положительной селекции. При исследовании 
филогенетических взаимоотношений изолятов вирусов, выделен-
ных в разных странах, четкой зависимости между географическим 
происхождением и степенью идентичности фрагментов геномов 
вирусов выявлено не было. 
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Яблоня – важнейшая плодовая культура, возделыва-
емая в странах с умеренным климатом. В Беларуси 
она занимает большие территории в коммерческих 

садах и на личных приусадебных участках. Значительный 
ущерб данной культуре наносят заболевания вирусной 
этиологии, в частности вызываемые вирусом хлороти-
ческой пятнистости листьев яблони (ACLSV), вирусом 
бороздчатости древесины яблони (ASGV) и вирусом 
ямчатости древесины яблони (ASPV). ACLSV, ASPV и 
ASGV являются членами трех различных родов семей-
ства Flexiviridae. Они представляют собой плюс-нитевые 
одноцепочечные РНК-содержащие вирусы с широким 
спектром растений-хозяев и распространены во всех 
странах, где возделывается яблоня, в том числе в Бела-
руси. Однако генетическая структура популяций вирусов 
яблони, распространенных на территории страны, не 
исследована, не установлены филогенетические связи 
между ними и направления их эволюции. В связи с этим 
целью данного исследования была оценка генетического 
разнообра зия вирусов ACLSV, ASPV и ASGV в старых и 
совре менных насаждениях яблони Беларуси и анализ их 
изменчивости.

Материалы и методы
Отбор растительного материла для анализа проводили 
весной и летом 2014 г. на территории Минской, Брестской, 
Гродненской областей и г. Минска. Исследовались образ-
цы яблони из старых и современных садовых на саждений. 
В группу старых насаждений входило 126 деревьев воз-
растом не менее 50 лет: 29 образцов были отобраны на тер-
ритории Центрального ботанического сада НАН Белару-
си, остальные 97 – в Минске и Минском районе в бывших 
приусадебных и промышленных хозяйствах. В настоящее 
время деревья не имеют экономической ценности, растут 
в естественных условиях, и уход за ними не производится. 
Группу современных насаждений составляли деревья 
из действующих маточно-черенковых и промышленных 
садов. Отбор растений проводили в четырех хозяйствах, 
расположенных на тер ритории Минской, Гродненской и 
Брестской областей Беларуси.

Все протестированные яблони – 126 старых и 130 со-
временных индивидуальных деревьев – были визуально 
здоровыми. В качестве положительного контроля при про-
ведении ОТ-ПЦР использовались растения, зараженные 
соответствующими инфекциями. Препараты РНК были 
получены из фрагментов листовых пластин или почек, 
взятых у отдельных растений. Выделение РНК проводили 
с помощью набора GeneJET Plant RNА Purification Mini 
Kit (Thermo Scientific, EU) по методике производителя. 
Для синтеза первой нити кДНК использовали набор Re-
vertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Scientific, EU) согласно рекомендованному протоколу. 
Идентификацию вирусов ACLSV, ASGV и ASPV выпол-
няли по методу, описанному в работе (Hassan et al., 2006). 
В качестве внутреннего контроля в реакции использовали 
амплификацию гена nad5 (Menzel et al., 2002).

Продукты амплификации разделяли в 1 % агарозном 
геле в трис-ацетатном буфере. Гели документировали с 
помощью фотографирования после окрашивания этиди-
умбромидом. В качестве маркера молекулярного веса 

использовали GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 
Scientific, EU). Выделение продуктов амплификации 
производили с помощью GeneJet Gel Extraction Kit 
(Thermo Scientific, EU) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Фрагменты геномов вирусов лигировали в 
плазмиду pTZ57R/T, которой трансформировали штамм 
Escherichia coli DH5α с помощью InsTAclone PCR Clon-
ing Kit (Thermo Scientific, EU) согласно рекомендациям 
производителя. После выращивания на LB-Amp среде из 
трансформантов выделяли плазмидную ДНК при помощи 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, EU) со-
гласно протоколу производителя. Фрагмент, встроенный 
в плазмидную ДНК, секвенировали с помощью праймеров 
к последовательности полилинкера вектора pTZ57R/T 
М13F и М13R. Для проведения реакции использовали 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems). Фрагменты геномов вирусов, выделенных из 
образцов, взятых в качестве положительных контролей, 
подвергались клонированию и секвенированию совместно 
с протестированными образцами.

Анализ нуклеотидных последовательностей проводили 
с помощью программного обеспечения Geneious 7 (триал-
версия). Помимо последовательностей, полученных в 
ходе выполнения данной работы, были использованы 
некоторые последовательности (или их фрагменты) из 
базы данных GenBank. 

Множественное выравнивание нуклеотидных последо-
вательностей вирусов ASGV, ASPV, ACLSV выполнено 
при помощи алгоритма CLUSTAL W (Thompson et al., 
1994). Сравнительный анализ выравниваний нуклеотид-
ных последовательностей проведен с помощью пакета 
программ Datamonkey (Kosakovsky Pond, Frost, 2005a). 
В качестве модели смещения нуклеотидных замен ис-
пользована HKY85. Для поиска свидетельств рекомби-
национных событий применялся метод SBP (single 
break point recombination) (Kosakovsky Pond et al., 2006b). 
Алгоритмы FEL, SLAC и IFEL использованы для оценки 
соотношения dN/dS (или ω) каждого кодона в выравни-
ваниях (Kosakovsky Pond, Frost, 2005b; Kosakovsky Pond 
et al., 2006a). Значение р для работы алгоритмов SLAC, 
FEL и IFEL принято за 0,1. Филогенетический анализ 
осуществлен с помощью программы Mega6 (Tamura et 
al., 2013). Филогенетические деревья построены методом 
Neighbor-Joining (Saitou, Nei, 1987) с 1 000 бутстреп-реп- 
ликаций. 

Результаты

Распространение вирусных инфекций среди старых  
и современных садовых насаждений яблони
Выявление зараженных вирусами ACLSV, ASGV и ASPV 
деревьев осуществлялось среди 130 индивидуальных 
яблонь из современных садовых насаждений, принадле-
жащих к 60 сортам вида Malus domestica, а также среди 
12 сортов клоновых подвоев. Все протестированные 
растения не имели признаков заражения вирусными ин-
фекциями. С помощью мультиплексной ОТ-ПЦР среди 
них выявлено 12 растений, зараженных ASGV (9,2 % 
от общего количества деревьев). Вирусом ASPV были за-
ражены 2 яблони (1,5 %). Деревьев, зараженных вирусом 
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хлоротической пятнистости листьев яблони, обнаружить 
не удалось.

Инфицированные яблони были обнаружены в Мин-
ской, Брестской и Гродненской областях. Зараженные 
вирусом деревья встречались как среди сортов яблони 
различного происхождения, так и среди клоновых под-
воев (М26, 54- 118). Причем среди растений одного сорта 
могли быть как инфицированные, так и свободные от 
вирусов растения. 

Для оценки распространения вирусных инфекций в 
старых насаждениях было протестировано в общей слож-
ности 126 индивидуальных деревьев яблони, отно сящихся 
по меньшей мере к пяти видам: Malus × domestica, M. bac-
cata, M. prunifolia, M. sachalinensis, M. purpureae. По ре-
зультатам тестирования методом ОТ-ПЦР среди них не 
выявлено деревьев, инфицированных вирусами ACLSV, 
ASGV и ASPV.

Молекулярная вариабельность  
фрагментов геномов вирусов яблони
Фрагменты генома вирусов, обнаруженных в садовых 
насаждениях и представленных в контрольных образцах, 
были секвенированы. Названия изолятов и номер доступа 
в GenBank представлены в табл. 1.

ACLSV
Секвенированию подвергался фрагмент генома ACLSV, 
содержащий участки перекрывающихся рамок считы-
вания двигательного белка и белка оболочки вируса, а 
так же последующий 3ʹ-нетранслируемый регион. Длина 
последовательности составила 677 нуклеотидов. Нукле-
отиды 1–498 полученного фрагмента соответствуют 
84–581 нуклеотидам гена, кодирующего белок оболочки 
референсного генома NC_001409.1. Нуклеотиды 1–223 со-
ответствуют 1 096–1 319 нуклеотидам гена, кодирующего 
двигательный белок референсной последовательности. 
Сравнение полученной последовательности с гомологами 
из базы данных GenBank показало, что ближайший гомо-
лог со степенью идентичности 99 % (KF661401) и 100 % 
перекрытием был выделен из яблони сорта Антоновка, 
растущей в Литве. Множественное выравнивание по-
следовательностей фрагментов гена, кодирующего белок 
оболочки ACLSV, свидетельствует о том, что большинство 
мутаций представляют собой единичные замены нуклео-
тидов. Инсерций и делеций длиной более 2 нуклеотидов 
не выявлено.

Для определения направления действия естественного 
отбора, в результате которого было сформировано на-
блюдаемое разнообразие последовательностей ACLSV, 
проведена оценка селекционного давления с помощью 
алгоритмов SLAC, FEL и IFEL. В зависимости от метода 
анализа было выявлено от 102 до 112 сайтов, находящихся 
под действием отрицательной селекции (табл. 2). Под 
действием положительной селекции, согласно алгорит-
мам SLAC, FEL и IFEL, находится кодон 9. Последний 
метод определил также кодон 65 как находящийся под 
положительной селекцией. Полученные результаты сви-
детельствуют также о том, что эволюция вируса может 
происходить за счет рекомбинационных процессов. 
Поиск потенциальных сайтов рекомбинации с помо-

щью алгоритма SBP выявил такой сайт в позиции 105  
(p = 0,1).

Анализ филогенетических отношений изолятов виру-
са, выделенных в разных странах (рис. 1), показал, что 
белорусский изолят ACLSV находится в близком родстве 
с несколькими изолятами, выделенными из яблони в 
Литве, а также с одним изолятом из Китая. Генетиче ская 
близость изолятов из разных стран наблюдается и в других 
кластерах: степень идентичности последовательностей 
может быть высокой у изолятов вируса, выделенных в 
значительно удаленных друг от друга географических 
регионах. Так, например, один из кластеров объединяет 
изоляты вирусов, выделенные из яблонь в Сербии, Литве, 
Канаде и Китае.

ASPV
Секвенированию подвергались фрагменты генома, коди-
рующие белок оболочки вируса и фрагмент последующего 
3ʹ-нетранслируемого региона. Длина полученных ну-  
клеотидных последовательностей составила 365–367 ну-
кле отидов. Всего было секвенировано 12 фрагментов 
гено мов вирусов, выделенных из 9 зараженных дере вь ев. 
Максимальная степень идентичности последователь-
ностей составила 99,7 %, минимальная – 82 %. Сравне-
ние с референсной последовательностью генома вируса 
ASPVNC_003462.2 показало, что нуклеотиды 1–302 полу-
ченных последовательностей соответствуют 943–1 245 ну-
клеотидам гена, кодирующего белок оболочки. Анализ 
секвенированных нами последовательностей, а также их 
гомологов из базы данных GenBank показал, что генетиче-
ское разнообразие было сформировано главным образом 
за счет однонуклеотидных замен. Поиск потенциальных 
сайтов рекомбинации, проведенный с помощью алгоритма 
SBP, выявил один сайт в позиции 70, что свидетельствует 
о том, что рекомбинационные процессы также вносят 
свой вклад в формирование молекулярной вариабель-
ности геномов вирусов. Оценка селекционного давления 
выявила множество сайтов, находящихся под действием 
отрицательной селекции (от 82 до 84 в зависимости от 
использованного алгоритма, см. табл. 2), при этом сайтов, 
находящихся под действием положительной селекции, 
не выявлено.

Результаты оценки эволюционных отношений белорус-
ских изолятов ASPV c последовательностями из других 
гео графических регионов свидетельствуют о генетиче ской 
разнородности белорусской популяции вируса (рис. 2). 
Например, изолят KR149242 обладает большей степенью 
иденичности с последовательностями, выделенными в 
Индии и Китае, чем с другими последовательностями из 
Беларуси. В целом группировка ветвей филогенетического 
древа мало зависит от мест произрастания растений, где 
был выделен вирус. Например, часть последовательно-
стей из Беларуси оказалась в близком родстве не только 
с фрагментами генома литовских, польских и чешских 
вирусов, но также с вирусами из Японии, Индии и Китая. 
Отдельным кластером выделяются некоторые изоляты, 
полученных из груши, растущей в Китае. Другие изо-
ляты ASPV из груши находится в более близком родстве 
с изолятами, выделенными из яблони, тем не менее они 
также группируются совместно. Примечательно, что в эту 
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Table 2. Numbers of sites under negative selection in sequences encoding envelope proteins in ACLSV, ASPV, and ASGV viruses 

Method used ACLSV ASPV ASGV

FEL 112 84 55

IFEL 102 86 45

SLAC 107 82 39

Table 1. Isolates sequenced and their GenBank accession numbers

Virus Isolate designation Apple (rootstock) cultivar Host plant origin region GenBank acc. no.

ACLSV Sakavita-1 Sakavita Minsk oblast KC244768

ASPV ASPV_Verbnae_SMX Verbnoe Ditto KP994189

ASPV_Antey_5/6_SMX Antey » KP994190

ASPV_Belsad_12/22_SMX Belsad » KP994191

ASPV_Elena_35/27_SMX Elena » KP994192

ASPV_Elena_37/35_SMX Elena » KP994193

ASPV_SMX_Wel-1 Wealthy » KP994194

ASPV_SMX_Wel-2 Wealthy » KP994195

ASPV_SMX_Wel-3 Wealthy » KP994196

ASPV_Vesyalina_12/13_SMX Vesyalina » KP994197

ASPV_Vesyalina_12/31_SMX Vesyalina » KP994198

ASPV_Fan_Sh-2 Champion » KR149242

ASPV_Fan_Sh-1 Champion » KR149243

ASGV ASGV_Fan_PSub-2 Pamyat Syubarovoy » KP994199

ASGV_HPr_Sh1/5 Champion Brest oblast KP994200

ASGV_Pr_54-118-1 54-118 Ditto KP994201

ASGV_Pr_54-118-2 54-118 » KP994202

ASGV_Pr_Ida1-1 Idared » KP994203

ASGV_Pr_Ida2-1 Idared » KP994204

ASGV_Pr_Lig-1 Ligol » KP994205

ASGV_Pr_Lig-3 Ligol » KP994206

ASGV_Pr_M26-1 M26 » KP994207

ASGV_Pr_M26-3 M26 » KP994208

ASGV_Pr_Sh-1 Champion » KP994209

ASGV_Sch_HCri-1 Honeycrisp Grodno oblast KP994211

ASGV_Sch_HCri-3 Honeycrisp Ditto KP994212

ASGV_Sch_Nai-1 Naidared » KP994213

ASGV_Sch_Nai-2 Naidared » KP994214

ASGV_Sch_OrSin-1 Sinap Orlovskiy » KP994215

ASGV_Sch_RedCr-1 Red Craft » KP994216

ASGV_Sch_RedCr-2 Red Craft » KP994217

ASGV_SMX_Papir-1 Papirovka » KP994218
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группу входят изоляты, выделенные в различных геогра-
фических регионах, нередко значительно удаленных друг 
от друга (Китай, Германия, Польша).

ASGV
Проведено секвенирование фрагментов геномов, коди-
рующих белок оболочки вируса. Длина получен ных по-
следовательностей составила 272–275 нуклеоти дов. По-
лученные фрагменты гомологичны C-концевому участ ку 
241-kDa полипротеина, кодирующему фрагмент белка 

оболочки вируса, и соответствуют нуклеотидам 6 005–
6 278 открытой рамки считывания 241-kDa полипротеина 
из генома NC_001749. Всего было секвенировано 19 изо-
лятов вируса, выделенных из 12 зараженных яблонь. 
Степень идентичности рассматриваемых фрагментов 
колеблется от 96,7 до 100 %. Из них выделено две группы 
полностью идентичных последовательностей, каждая из 
которых была получена из отдельного зараженного дерева. 
В первую группу вошли последовательности KP994203, 
KP994204, KP994207, KP994213. Во вторую – последова-
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Fig. 1. Phylogenetic relationships between the Belarusian ACLSV isolate and isolates from other countries.
Here and in Fig 2 and 3: Isolate designations on the dendrogram correspond to the GenBank accession numbers. They are followed by the original host species 
and country of origin. Numerals on tree branches indicate bootstrap values.
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тельности KP994209 и KP994215. Для дальнейших анали-
зов было использовано по одной последовательности из 
каждой группы. Кроме того, у трех последовательностей 
обнаружены мутации, приводящие к сдвигу рамки счи-
тывания. В одном случае это было вызвано делецией двух 
нуклеотидов (KP994202), во втором – инсерцией одного 
нуклеотида (KP994201); в третьем случае возникновение 
стоп-кодона произошло из-за однонуклеотидной замены 
(KP994199). В целом инсерции и делеции наблюдаются 
значительно реже по сравнению с однонуклеотидными 
заменами. Помимо этого, в формирование генетического 
разнообразия вируса вносят вклад рекомбинационные 

процессы. Так, с помощью алгоритма SBP был найден 
потенциальный сайт рекомбинации в позиции 207. Оцен-
ка селекционного давления, проведенная с помощью трех 
алгоритмов, свидетельствует о влиянии отрицательной 
селекции на исследуемый участок генома вируса. В за-
висимости от использованного алгоритма выявлено 39– 
55 сайтов, находящихся под действием отрицательной 
селекции (см. табл. 2).

На филогенетическом древе, представленном на рис. 3, 
белорусские изоляты ASGV находятся в одном кластере. 
Наиболее близки к ним оказались последовательности, 
выделенные из груши в Украине. Изоляты ASGV группи-
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Fig. 2. Phylogenetic relationships between Belarusian isolate of ASPV and the isolates from other countries.
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руются в три кластера. В первый входят исключительно 
последовательности, выделенные в Китае из различных 
растений-хозяев (цитрусовых, груши, яблони). Второй 
кластер объединяет несколько последовательностей, 
выделенных из яблони и груши в Китае, а также одну 
последовательность из новозеландской яблони. Третий 
и самый большой кластер включает в себя две группы 
последовательностей. Одна из них представлена толь-
ко последовательностями, полученными в Индии из 
различных растений-хозяев (малины, бамбука, вишни, 
яблони), другая объединяет изоляты вируса, выделенные 
в различных географических регионах из самых разных 
растений. В нее входят изоляты, выделенные в странах 
Европы из яблонь (Чехия, Германия, Сербия, Беларусь) 

и груш (Украина), Южной Америки (один изолят из 
бразильской яблони), а также множество изолятов, полу-
ченных в странах Азии. Среди них последовательности 
из яблонь, груш, бамбука и некоторых других растений 
из Индии, Южной Кореи и Китая. 

Обсуждение
В современных садовых насаждениях яблони в Беларуси 
встречаются с различной частотой вирусы ASPV, ACLSV 
и ASGV. Эти вирусы распространены как в соседних 
с Беларусью странах (Poniedziałek et al., 2001; Paduch-
Cichal et al., 2005; Gospodaryk et al., 2008; Pūpola et al., 
2011; Сироткин, 2012; Stankienė et al., 2012; Yoon et al., 
2014), так и в географически удаленных от нее (German 
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Fig. 3. Phylogenetic relationships between between the Belarusian ASGV isolate and isolates from other countries.
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et al., 1997; Clover et al., 2003; Lovisolo et al., 2003; Shim 
et al., 2004; Youssef et al., 2010; Liu et al., 2014). Однако 
нам не удалось выявить вирусы среди старых насаждений, 
в которых возраст деревьев превышал 50 лет. Вероятно, 
заражение вирусами препятствует долголетию деревьев, 
и инфицированные растения погибают в более раннем 
возрасте. В пользу этого предположения говорит то, что 
зараженные растения становятся более уязвимыми к раз-
личным неблагоприятным факторам окружающей среды 
(Campbell, 1963; Zawadzka, 1989). Возможно также, что 
отсутствие вирусных инфекций в старых садовых на-
саждениях связано с разной технологией выращивания 
саженцев, применявшейся ранее и в настоящее время.

Исследованные нами фрагменты геномов вирусов яб-
лони характеризуются довольно высокой дивергенцией. 
Минимальная идентичность нуклеотидных последова-
тельностей у изолятов одного и того же вируса, выде-
ленных на территории Беларуси, составила 82 и 96,7 % 
для вирусов ASPV и ASGV соответственно. Результаты 
других исследований также свидетельствуют о значитель-
ном генетическом разнообразии этих вирусов. Степень 
идентичности генов, кодирующих белок оболочки ASPV 
у изолятов, полученных в Польше, составляла 70,7– 
93,5 % (Komorowska et al., 2011). Последовательности 
двух геномов ACLSV, выделенных на территории Китая, 
имели степень идентичности 95,1 % (Niu et al., 2012). При 
изучении генетического разнообразия вирусов плодовых 
культур в Латвии обнаружено, что десять изолятов ACLSV 
имели степень идентичности 3ʹ-терминальных регионов 
77,5–97,4 %, девять изолятов ASPV имели степень иден-
тичности от 60,3 до 91,4 % на нуклеотидном уровне, а 
фрагменты белка оболочки у девяти изолятов ASGV были 
идентичны на 93,7–98,9 % (Pūpola et al., 2011).

Наше исследование показало, что одно дерево яблони 
может быть заражено несколькими генетическими вари-
антами вирусов (см. табл. 1). Так, из яблони сорта Уэлси 
были выделены три изолята ASPV (KP994194–KP994196), 
из яблони сорта Шампион – два изолята ASPV (KR149242 
и KR149243). По два генетических варианта ASGV вы-
делено из деревьев яблони сортов Лигол, Хани Крисп, 
Найдаред, Ред Крафт, Айдаред и клоновых подвоев 54-118 
и M26. В то же время в остальных случаях различий меж-
ду фрагментами геномов вирусов, выделенных из одного 
и того же растения, выявлено не было. Случаи заражения 
деревьев смесью вариантов вирусов упоминались и ранее: 
в частности, выделение из одного дерева трех вариантов 
генотипа вируса ACLSV, между которыми наблюдалась 
высокая степень дивергенции (Candresse et al., 1995).

Высокое генетическое разнообразие РНК-содержащих 
вирусов объясняется высокой частотой возникновения 
спонтанных мутаций (10–6–10–4 замен на нуклеотид на 
одну копию генома) (Combe, Sanjuan, 2014). Поэтому 
популяции РНК-содержащих вирусов могут существо-
вать в виде смеси разнообразных мутантных генотипов 
(Doningo, 2002). Высокая скорость мутаций геномов мо-
жет рассматриваться в качестве адаптивной способности, 
позволяющей вирусам быстро приспосабливаться к пара-
зитизму на разных видах в пределах царства (Schneider, 
Roossinck, 2001). Мутации могут приводить к возникно-
вению нефункциональных генов, что наблюдалось нами 

при секвенировании фрагментов генов, кодирующих 
белки оболочки ASGV. При этом все три обнаруженных 
изолята с нефункциональными генами имеют различные 
мутации.

Множественные выравнивания фрагментов геномов 
вирусов свидетельствуют о том, что большинство му-
таций, обеспечивающих генетическое разнообразие ви-  
русов, представляют собой однонуклеотидные заме ны. 
Инсерции и делеции нуклеотидов встречаются значи-
тельно реже. Определенный вклад могут вносить и ре-
комбинационные процессы. В исследованной выборке 
потенциальные сайты рекомбинации были обнаружены 
в последовательностях всех трех вирусов.

Определение селекционного давления на фрагменты 
геномов вирусов ACLSV, ASPV и ASGV показало, что все 
они находятся под действием отрицательной селекции, 
за исключением одного кодона у вируса хлоротической 
пятнистости листьев яблони. Исследования, проведенные 
в разных странах, свидетельствуют о доминировании от-
рицательной селекции в эволюции вирусов, поражающих 
яблоню. Однако отдельные нуклеотиды или регионы ге-
номов вирусов могут находиться под влиянием положи-
тельной селекции (Komorowska et al., 2011; Liebenberg 
et al., 2012; Liu et al., 2014; Yoon et al., 2014). Возможно, 
такое селективное давление обусловлено участием одного 
вирусного белка в множестве процессов. Например, белки 
капсида вирусов растений помимо непосредственного 
формирования вирусных частиц участвуют в репликации 
вирусных нуклеиновых кислот, перемещении вирусных 
частиц от одной клетки к другой, формировании симпто-
мов, супрессии РНК-сайленсинга, системном распро-
странении вируса (Callaway et al., 2001; Lu et al., 2004; 
Yaega shi et al., 2007). Такая многофункциональность 
может приводить к тому, что критически важными для 
жизнедеятельности вируса оказываются сразу множество 
аминокислот в белке. Это накладывает определенные 
ограничения на жизнеспособность мутантных генотипов. 
Тем не менее существует некоторая вероятность, что часть 
мутантных генотипов также воспроизводится за счет 
функционирующих копий генома.

На направление действия естественного отбора влияет 
несколько факторов. Один из них – способ распростра-
нения вирусов. Показано, что у последовательностей 
поверхностных структурных белков трансмиссивных 
вирусов человека отношение dN/dS значительно ниже, 
чем у последовательностей вирусов, передаваемых дру-
гими способами. Сходные результаты были получены при 
исследовании генов, кодирующих белки оболочки расти-
тельных вирусов (Chare, Holmes, 2004). Также показано, 
что наличие иммунной системы у хозяина вируса влияет 
на направление действия естественного отбора. Согласно 
(Drummond et al., 2003), вирусы животных находятся под 
действием положительной селекции. Вероятно, отсут-
ствие у растений подобной иммунной системы является 
причиной того, что для инфицирующих их вирусов нет 
необходимости непрерывно изменять свои поверхност-
ные структуры.

В представленном исследовании нам не удалось обна-
ружить прямой зависимости между степенью диверген-
ции геномов вирусов и географической отдаленностью 
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мест, где они были выделены, и таким образом проследить 
направление их распространения. С одной стороны, бело-
русский изолят ACLSV оказался близок трем изолятам из 
граничащей с ней Литвы (см. рис. 1), с другой – в этот же 
кластер вошли изоляты, выделенные из яблони в Китае, 
Японии, Канаде. Изоляты из граничащей с Беларусью 
и Литвой Латвии оказались близки изолятам из Китая 
и Индии. В то же время группы изолятов, выделенные из 
груши в Китае, находятся на максимальном расстоянии 
друг от друга и оказались более близки изолятам из яблони 
других стран.

Отсутствие непосредственной связи между степенью 
ди вергенции вируса и географическим положением на-
глядно видно из дендрограммы филогенетического сход-
ства изолятов ASPV (см. рис. 2). Так, выделенные в Бе-
ларуси изоляты вируса находятся в разных кластерах и 
соседствуют с изолятами как из Литвы, так и из Индии, 
Японии и Китая. Более компактным оказался кластер 
выделенных в Беларуси последовательностей ASGV 
(см. рис. 3). Однако к ним генетически близки не только 
вирусы, выделенные из груши в соседней Украине, но и 
вирусы, выделенные из яблони и бамбука в Индии.

Попытки найти связь между географическим проис-
хождением и степенью идентичности фрагментов гено-
мов вирусов растений неоднократно предпринимались 
исследователями различных научных центров. Однако 
четкой картины распределения образцов в зависимости 
от места отбора пробы выявить не удалось, несмотря на 
значительную вариабельность вирусных геномов (Lieben-
berg et al., 2012; Liu et al., 2014). Кластеризация изолятов 
в зависимости от растения-хозяина наблюдается чаще, 
хотя и она не является абсолютной (Komorowska et al., 
2011; Liebenberg et al., 2012; Liu et al., 2014). Выявленная 
нами генетическая дифференциация вирусов ACLSV, 
ASPV и ASGV также не связана непосредственно с реги-
оном их распространения (см. рис. 1–3). 

Отчасти это может объясняться обменом посадочным 
материалом между странами или получением посадочного 
материала плодоводческими учреждениями разных стран 
из общего источника. В этом случае распространение ви-
русной инфекции может происходить при вегетативном 
размножении растений. 

Передача вирусных инфекций с помощью насекомых 
может быть причиной генетической схожести вирусов, вы-
деленных из растений разных видов, но произрастающих 
в одном регионе. Такое распределение наблюдается для 
вируса ASGV (см. рис. 3). В пользу этого пути распро-
странения заболеваний говорят результаты исследования 
в китайской провинции Шэньси, во время которого было 
обнаружено свидетельство рекомбинационных процессов 
между изолятами вируса ACLSV, выделенными из раз-
личных растений-хозяев (Liu et al., 2014). Однако нельзя 
исключить, что на степень дивергенции последователь-
ностей вируса оказывают влияние случайные замены 
нуклеотидов. Возможно также, что картина формируется 
под действием жесткой отрицательной селекции, харак-
терной для вирусов растений. 
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