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Анотація. Віруси винограду наносять великої шкоди виноградним 

насадженням півдня України, особливого значення мають віруси комплексу 

борознистості деревини (Rugose wood complex (англ.) – RWC). Метою 

досліджень було виявлення наявності симптомів вірусів цього комплексу на 

виноградних насадженнях в Одеській області і їх ідентифікація. Методи. Для 

проведення цих досліджень використовували фітосанітарне обстеження на 

наявність симптомів вірусів комплексу борознистості деревини, для 

ідентифікації вірусів застосовували метод полімеразної ланцюгової реакції зі 

зворотною транскрипцією у режимі реального часу (ЗТ-РЧ-ПЛР). Результати. 

В результаті фітосанітарного обстеження виноградних насаджень 

Болградського, Ізміїльського і Овідіопольського районів Одеської області було 

виявлено симптоми вірусного ураження виноградних рослин. Вперше було 

ідентифіковано віруси винограду модифікованим методом ЗТ-РЧ-ПЛР, 

підібрані умови проведення діагностики. Висновки і перспективи. В результаті 

фітосанітарного обстеження виявлено віруси винограду, що належать до 

комплексу борознистості. Виявлено і ідентифіковано ураження виноградних 

кущів вірусами комплексу борознистості деревини на виноградних насадженнях 

Болградського району Одеської області. Під час проведення діагностики було 

оптимізовано параметри ПЛР, а саме, відпрацьовано температуру відпалу та 

концентрацію магнію. Одержані дані дозволять своєчасно виявити віруси 

комплексу борознистості винограду, які можуть призвести до значного 

зниження врожаю і запобігти їх розповсюдження. 

Ключові слова: ЗТ-РЧ-ПЛР, виноград, вірус А винограду (GVА), вірус В 

винограду (GVВ), борознистість деревини Рупестріс (RSPaV), Ямчатість 

деревини  ЛН 33 (LN 33 stem grooving) 

 

Актуальність. Віруси, що 

викликають вірусні хвороби наносять 

великої шкоди виноградникам в 

усьому світі. Кількість їх значна і з 

кожним роком з’являються все нові 

форми вірусів, які являються 

збудниками вірусних хвороб 

виноградних рослин. Вони негативно 

впливають на приживлюваність та 

розвиток виноградних рослин, якість 

продукції виноградарства зокрема, 

зниження цукристості, вихід 
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саджанців зі шкілки, а також 

довговічність виноградних кущів. 

Виробництво садивного матеріалу із 

заражених вірусами чубуками 

прищеп і підщеп приводить до 

поширення хворих рослин на 

виноградних насадженнях, що веде до 

зниження ефективності експлуатації 

виноградників та збільшення 

економічних затрат.  Серед цих 

вірусів найбільш шкідливими є 

віруси, що входять до комплексу 

борознистості деревини (Rugose wood 

complex), а саме: борознистість 

деревини Рупестріс – Rupestris stem 

pitting (RSPaV); вірус В винограду 

(опробковіння кори) – Grapevine virus 

B (GVB); вірус А винограду 

(ямчатість деревини Кобера) – 

Grapevine virus A (GVA); ямчатість 

деревини  ЛН 33 – LN 33 stem grooving 

(англ.). Ці віруси входять до системи 

сертифікації Європейського 

Співтовариства і при виробництві 

саджанців необхідно обов’язкове 

тестування на наявність цих вірусів 

[1]. 

Аналіз останніх досліджень та 

публікацій. Віруси, які входять до 

складу RWC належать до родів 

Foveavirus та Vitivirus [2, 3] і 

характеризуються різними 

симптомами хвороб, а саме утворення 

борозен, ямок на штамбі та рукавах 

рослини [4] (рис. 1).  

Віруси поширюються як через 

уражений садивний матеріал у період 

щеплення, так і через переносників - 

борошнистих червеців (Pseudococcus 

affinis, Ps. longispinus, Planococcus 

citri, Pl. ficus) та механічним шляхом 

[5, 6].  

Серед усіх цих хвороб 

комплексу RWC борознистість 

деревини Рупестріс найбільш 

розповсюджена у світі, частіше 

всього протікає у латентній формі, не 

викликаючи характерних симптомів 

та не впливаючи на ріст і врожайність 

кущів [7]. 

Мета. Метою даної роботи було 

виявлення наявності RWC на 

виноградних насадженнях Одеської 

області і ідентифікація цих вірусів за 

допомогою ЗТ-РЧ-ПЛР та 

оптимізація параметрів проведення 

реакції для виявлення GVА, GVВ, 

RSPaV. 

Методи. В роботі 

використовували фітосанітарне 

обстеження виноградних насаджень в 

Овідіопольському, Болградському і 

Ізмаїльському районах Одеської 

області, загальної площі 500 га. 

Зразки з симптомами ураження 

вірусів і без них відбирали для 

проведення діагностики методом 

ПЛР у реальному часі зі зворотною 

транскрипцією з гібридизаційно-

флуоресцентною детекцією (Real time 

PСR). 
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Рис. 1. А - симптоми ураження лози вірусом ямчастості стебла Vitis 

rupestris - GVA (верхня частина, стрілка); Б - симптоми ураження виноградної 

лози Vitis rupestris вірусом борознистості деревини Рупестріс (RSPaV) (1, 3 і 

4, стрілки); 2- неуражений зразок лози; В - симптоми ураження виноградної 

лози вірусом В винограду (опробковіння кори - (GVB) [4] 

 

Результати дослідження та їх 

обговорення. При обстеженні 

виноградних насаджень в 

Болградського району Одеській 

області було виявлено кущі 

винограду з симптомами комплексу 

борознистості деревини винограду, а 

саме опробковіння кори на штамбі, 

що характерно для прояву ураження 

вірусом Б (рис. 2).  
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Рис. 2. Симптоми вірусу Б комплексу борознистості деревини 

винограду на штамбі  сорту Каберне Совіньйон (Одеська обл., 2020 р.) 

 

Воднчас кущі відставали в рості, 

визрівання деревини було 

нерівномірне і деревина 

розтріскувалась, врожай був значно 

знижений, ягоди на гроні були малого 

розміру і цукор знижений. Молоде 

листя на протязі всього вегетаційного 

періоду мало світло – жовтий колір.  

Для ідентифікації вірусів 

комплексу RWC відбір, зберігання і 

підготовку зразків рослин винограду 

проводили згідно стандарту ISO 

16578:2013 [8]. 

Зразки для проведення ЗТ-ПЛР 

готували згідно методики авторів [9, 

10], листя або зішкріб здерев’янілих 

пагонів, у кількості 100 мг, поміщали 

у гомогенізатор (Tube-mill control, 

IKA, Китай) ретельно подрібнювали,  

заливали 2 мл екстракційного (GGВ) 

буферу: Na2CO3 – 1,59 г/л, NaНCO3 – 

2,93 г/л, 2 % PVP-40, 0,2 % BSA, 0,5 

г/л Tween-20, 10 г/л Na2S2O5  (рН 9,0) 

і інкубували при 95 ºС 10 хв. в 

термостаті «Драй-блок» ТDB-120 

(Biosan, Латвія). Після цього зразки 

витримували в холодильнику 3 

години при +4 ºС.  

Виділення РНК вірусів 

проводили згідно методики [11], а 

саме: 2 мкл зразка вносили в 23 мкл 

реакційної суміші (Н2Одеіон – 12,0 

мкл; 10×ПЦР-буфер – 2,5 мкл; 

сахароза + крезол – 2,5 мкл; 4 мМ 

dNTP – 1,25 мкл (1,76 мМ -2,84 мкл); 

DTT (дітіотрейтол)– 1,24 мкл; pr1 (10 

pmol) – 1,25 мкл; pr2  (10 pmol) – 1,25 

мкл, Taq-полімераза (2,5 u/µl) (Pfu 

DNA, Fermentas, Литва)  – 0,25 мкл, 

ревертаза (200 u/µl) (RevertAidTM M-

MuLV, Fermentas, Литва) – 0,04 мкл, 

Мg2+ (50mM) – 0,75 мкл, покривали 

шаром олії для ПЛР і проводили ЗТ-

ПЛР. 

ЗТ-ПЛР у режимі реального часу 

проводили з використанням прямого і 

зворотного праймерів, 

флуоресцентно мічених ДНК-зондів, 

реакційної суміші, в кількості 20 мкл 

(Н2Одеіон – 8,5 мкл; 10× ПЦР-буфер – 
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2,5 мкл; сахароза + крезол – 2,5 мкл; 

4мМ dNTP – 2,5 мкл (1,76 мМ – 2,84 

мкл); DTT– 1,24 мкл; pr1 – 0,5 мкМ; 

pr2 – 0,5 мкМ; флуоресцентний зонд - 

0,1 мкМ, Taq-полімераза (2,5 u/µl) 

(Pfu DNA, Fermentas, Литва)  – 0,25 

мкл; ревертаза (200 u/µl) (RevertAidTM 

M-MuLV, Fermentas, Литва) – 0,04 

мкл; Мg2+  – 3,0 мМ і 5 мкл НКЗ, або 

ПКЗ, або внутрішній контроль, або 

досліджуваний зразок (на дно 

пробірки) [12]. Концентрація 

прямого, зворотного праймерів, 

флуоресцентних ДНК-зондів були 

підібрані емпірично. Для контролю 

проведення реакції використовували 

негативний контрольний зразок 

(НКЗ) – 1хПЛР-буфер і позитивний 

контрольний зразок (ПКЗ) – 

біоматеріал із тест-системи для 

проведення ІФА (Agritest, Італія). Для 

контролю виділеної РНК 

використовували внутрішній 

контроль, синтезований для 

ампліфікації мРНК із мітохондрій 

винограду [12, 13].  

Для ідентифікації вірусів ЗТ-

ПЛР в режимі реального часу 

використовували наступні праймери і 

мічені зонди (Fermentas, Литва) 

згідно [12]: до вірусу А комплексу 

борознистості деревини винограду 

(GVA): GVA-77 f - 

CGACCGAAATATGTACCTGAATA

CTC – прямий; GVA-192 r1 – 

TTTGCTAGCTTTAGGACCTACTAT

ATCTACCT – зворотний; GVA-192 r2 

– 

CTTGCTAGCcTTAGGtCCTACTATA

TCTACCT – зворотний; GVA-104 p - 

CTTCGGGTACATCGCCTTGGTCG – 

зонд. До вірусу Б комплексу 

борознистості деревини винограду 

(GVВ): GVB-92 f1 - 

CTAGGAGTGCGGCTAAACGAA – 

прямий; GVB-95 f2 - 

GGAGTGCGGCCAAACGA – 

прямий; GVB-202 r1 – 

CCTTAACCTCGTCCTGTGATATGG

T – зворотний; GVB-119p2  - 

ACCGTTACGGCCGTTGTTACTGTT

GTGGTAG - зонд 

Зворотна транскрипція і 

ампліфікація включала наступні 

цикли: за 50 °С упродовж 2 хв., 95 °С 

упродовж 15 хв. і 45 циклів 95 °С 

упродовж 15 сек. і 57° С – 1 хв. 

Ампліфікацію проводили в 

програмованому термоциклері Rotor-

Gene 6000 (Corbett Research Pty Ltd., 

Австралія). Облік результатів аналізу, 

розрахунок порогових циклів 

проводили за допомогою 

програмного забезпечення програми 

Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7. 

Позитивним вважався зразок, при 

аналізі якого спостерігається 

зростання флуоресцентного сигналу 

на одному з колірних каналів 

ампліфікатора. 

У результаті оптимізації умов 

проведення ЗТ-ПЛР у реальному часі 

булу підібрано вдалу концентрацію 

MgCl2, для найбільшої інтенсивності 

флуоресцентного сигналу та було 

встановлено, що крива 

флуоресцентного сигналу була більш 
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оптимальною  при концентрація 

MgCl2 в діапазоні 3,0 - 2,5 мМ.  

У результаті проведених 

досліджень ідентифіковано тільки 

вірус Б комплексу борознистості 

винограду, інші віруси не було 

виявлено (рис. 3). 

 

Рис. 3. Детекція вірусу Б комплексу борознистості деревини винограду 

(GVB) методом ЗТ-ПЛР у режимі реального часу.  Залежність інтенсивності 

сигналу флуоресценції від температури відпалу праймерів. Де: 1 – 50 °С; 2 – 

48 °С; 3 – 45 °С; 4 – 40 °С.  

 

У результаті випробування 

різних температур відпалу в реакції, а 

саме: 40 °С, 45 °С, 48 °С, 50 °С 

встановлено, що оптимальною 

температурою відпалу виявилась Твід 

= 48º - 50 ºС, при цьому інтенсивність 

флуоресцентного сигналу детекції 

вірусів найбільша. 

Висновки і перспективи 

подальших досліджень. В результаті 

фітосанітарного обстеження 

виноградних насаджень 

Овідіопольського, Болградського і 

Ізмаїльського районів Одеської 

області біло виявлено  2 куща 

винограду з симптомами вірусної 

хвороби комплексу борознистості 

винограду. Для діагностики вірусної 

хвороби було вперше в Україні 

застосовано метод полімеразної 

ланцюгової реакції зі зворотною 

транскрипцією у реальному часі з 

гібридизаційно-флуоресцентною 

детекцією, було підібрані і 

оптимізовані умови проведення 

реакції. У результаті ідентифікації 

збудника комплексу борознистості 

деревини методом ЗТ-РЧ-ПЛР 

встановлено, що виноградні кущі 

було уражено вірусом Б комплексу 

(GVB).  
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DETECTION OF VIRUSES OF THE RUGOSE WOOD COMPLEX ON 

VINEYARDS OF THE ODESSA REGION 

N. Nikolaeva  

 

Abstract. Grape viruses cause great damage to vineyards in the south of Ukraine, 

especially viruses of the wood complex of the furrow complex (Rugose wood complex) 

(eng. - RWC). The aim of the research was to identify the presence of symptoms of 

viruses of this complex on vineyards in Odessa region and their identification. 

Methods. To conduct these studies, phytosanitary examination for the presence of wood 

furrow complex viruses was used, and real-time polymerase chain reaction (RT- -PCR) 

was used to identify viruses. Results. As a result of phytosanitary inspection of 

vineyards of Bolgrad, Izmiil and Ovidiopol districts of Odessa region, symptoms of 

viral damage to grape plants were revealed. For the first time, grape viruses were 

identified by a modified RT- PCR method, and diagnostic conditions were selected. 

Conclusions and prospects. As a result of phytosanitary inspection, grape viruses 

belonging to the furrow complex were found. The lesions of grape bushes by viruses of 

the wood furrow complex on the vineyards of the Bolgrad district of Odessa region 

were detected and identified. During the diagnosis, the PCR parameters were 

optimized, namely, the annealing temperature and magnesium concentration were 

tested. The obtained data will allow timely detection of viruses of the grape furrow 

complex, which can lead to a significant reduction in yield and prevent their spread. 

Key words: RF-PCR, grapes, Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B 

(GVB), Rupestris stem pitting (RSPaV), LN 33 stem grooving 
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