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Аннотация. Ежегодно виноградовинодельческая отрасль несет значительные убытки из-за уменьшения сбора и 
снижения качества урожая винограда в результате поражения растений инфекциями разной этиологии, в том числе 
вирусной. Сильно поражённые вирусными болезнями кусты винограда отстают в развитии, снижается их продуктив-
ность, что может в последствии привести к гибели растений и потребует дополнительных затрат на восстановление 
виноградников. В настоящее время недостаточно сведений о распространении вирусных заболеваний на виноградных 
насаждениях Крыма.  К наиболее вредоносным вирусам винограда относятся: вирус короткоузлия винограда Grapevine 
fanleaf virus (GFLV), вирус мраморности винограда Grapevine fleck virus (GFkV), вирус скручивания листьев винограда, 
серотип 3 Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV – 3), вирус Пиногри винограда Grapevine Pinot gris virus (GPGV), 
вирус опробковения коры винограда Grapevine virus B (GVB). В общей сложности было собрано 153 образца побегов с 
листьями, ассоциируемых с вирусной инфекцией в трех виноградарских зонах Крыма. Диагностику вирусов проводили 
методом ОТ-ПЦР с последующим секвенированием. Четыре из пяти экономически опасных вирусов (кроме GVB) были 
обнаружены в исследуемых образцах, преобладающими являлись GLRaV-3, GFkV. Встречались виноградные кусты, за-
ражённые сразу несколькими вирусами (mix-infection). Результаты также показали, что использование зараженного по-
садочного материала, возможно, было одним из главных факторов развития вирусных заболеваний в Крыму. Определено, 
что вирозам подвержены основные сорта винограда – Каберне-Совиньон и группа Мускатов, о чем в отечественной и 
зарубежной литературе ранее не сообщалось.
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Abstract. Every year, viticultural and winemaking industry experiences significant losses due to a decrease in the crop yield 
and its quality as a result of plant damage by infections of various etiology, including viral. Grape bushes severely affected by 
viral diseases delay in development, their productivity decreases, which can subsequently lead to the loss of plants and require 
additional costs for recovering of vineyards. Currently, there is not enough information about the distribution of viral diseases in 
the vineyards of Crimea. The most harmful grape viruses are: Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine 
leafroll-associated virus 3 (GLRaV – 3), Grapevine Pinot gris virus (GPGV), Grapevine virus B (GVB). A total of 153 samples of shoots 
with leaves, associated with viral infection, were collected in three viticultural zones of Crimea. Viruses were diagnosed by RT-
PCR followed by sequencing. Four out of five economically dangerous viruses (except GVB) were found in the studied samples, 
GLRaV-3 and GFkV were predominant. There were grape bushes infected with several viruses at once (mix-infection). The results 
also showed that the use of infected planting material could be one of the main factors in the development of viral diseases in 
Crimea. It is determined that essential grape varieties, ‘Cabernet-Sauvignon’ and the ‘Muscat’- group, are susceptible to viroses, 
which has not been previously reported in national and international literature.
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Введение
Виноградовинодельческая отрасль играет важ-

ную роль в экономике южных регионов Российской 
Федерации и является неотъемлемой частью отече-
ственного агропромышленного комплекса, при этом 

существуют значительные проблемы, приводящие 
к снижению валового сбора винограда. К основным 
проблемам можно отнести отсутствие питомников с 
высокопродуктивным и сертифицированным поса-
дочным материалом, свободным от фитофагов и фи-
топатогенов, способных обеспечить качественным 
материалом и высокопродуктивной селекции вино-
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градных сортов; отток квалифицированных кадров; 
рост цен на горюче-смазочные материалы, сельскохо-
зяйственную технику, удобрения и пестициды; низ-
кий уровень агротехники, повреждение виноградни-
ков морозами, засуха или переувлажнение, наблюда-
емые в последние годы, наличие старых неэксплуати-
руемых виноградников; недостаточная поддержка 
государства.

Правительство РФ поставило приоритетные зада-
чи импортозамещения для виноградовинодельческой 
отрасли, с целью вывода российской виноградной про-
дукции на конкурентный уровень как на внутреннем, 
так и внешнем рынках, увеличив при этом производ-
ство российской винодельческой продукции с миро-
выми стандартами качества. С этой целью Министер-
ством сельского хозяйства РФ совместно с Союзом 
виноградарей и виноделов в 2016 г. был разработан 
проект Концепции развития виноградарства и вино-
делия в Российской Федерации на период 2016-2020 гг. 
и плановый период до 2025 г., отражающий основные 
проблемы, основные принципы, цели, задачи и главные 
направления развития виноградарства и виноделия в 
Российской Федерации [1]. Правительство неодно-
кратно предпринимало попытки стимулировать садо-
водство и виноградарство в Российской Федерации, 
включая расширение винодельческих районов. Одна-
ко две серьезные проблемы существуют на пути раз-
вития отрасли – нехватка средств и высококачествен-
ного посадочного материала.

Ежегодно виноградовинодельческая отрасль несет 
значительные убытки из-за уменьшения сбора и сни-
жения качества урожая винограда в результате пора-
жения растений инфекциями разной этиологии, в том 
числе вирусной. Мировая торговля посадочным мате-
риалом винограда – одна из причин распространения 
вирусов на новые территории. Вирусные заболевания 
виноградной лозы приводят к значительным потерям 
урожая, сокращению производства и снижению дол-
говечности виноградных растений. Сильно поражён-
ные вирусной инфекцией кусты винограда отстают в 
развитии, снижается их продуктивность, что может в 
последствии привести к их гибели и потребуются до-
полнительные затраты на восстановление виноград-
ников. Кроме того, вирозы также влияют на техноло-
гические характеристики, из-за задержки созревания 
снижается качество ягод – с недостаточным содержа-
нием сахара, пигментов и высокой кислотности [2-4]. 
В настоящее время недостаточно сведений о распро-
странении вирусных заболеваний на виноградных на-
саждениях Крыма.

Изучение уровня распространения вирозов не-
обходимо для установления фитосанитарного состо-
яния ампелоценозов конкретных территорий. По-
этому, помимо определения вирусной инфекции по 
визуальным симптомам, важно наличие более точных 
методов диагностики. Недавние достижения в обла-
сти молекулярной биологии для изучения вирусного 
разнообразия, которое существует на виноградниках, 
позволили эффективно идентифицировать извест-
ные или новые разновидности вирусных инфекций. 
Усовершенствование методов диагностики изменило 

подходы к выявлению вирусов, и все чаще визуальная 
оценка симптомов заменяется современными биоана-
литическими тестами, которые позволяют достоверно 
диагностировать фитопатогены. Снижение стоимо-
сти и продолжительности тестирования имеет реша-
ющее значение для обеспечения крупномасштабной 
диагностики, которая может быть включена в ком-
плексные планы защиты растений, делая их более до-
ступными.

Целью данного исследования является выявле-
ние вирозов, диагностика их возбудителей – вирусов 
– молекулярно-генетическими методами, уточнение 
визуальных симптомов проявления данных заболева-
ний на виноградных насаждениях Крыма.

Вирусы, вызывающие заболевания виноград-
ной лозы, в основном имеют одноцепочечные РНК-
геномы. В последние годы также были обнаружены па-
тогенные вирусы виноградной лозы с ДНК-геномами. 
Согласно стандарту ЕРРО в перечне патогенов, обя-
зательных для тестирования в саженцах винограда, 
наиболее опасные вирусы сгруппированы по типу по-
ражения и уровню вредоносности: А – вирусы, вызы-
вающие дегенерацию винограда; В – вирусы, вызыва-
ющие скручивание листьев; С – вирусы, вызывающие 
деформацию древесины; D – вирусы, вызывающие 
пятнистости винограда [5-7]. Недавно в США и Ка-
наде обнаружен новый патоген – вирус красного ви-
ноградного пятна Grapevine redblotch virus (GRBV). 
Другой относительно новый патоген – вирус Пино 
гри Grapevine Рinot gris virus (GPGV), был иденти-
фицирован на винограде с симптомами хлороза и 
деформации листьев, после чего зарегистрирован во 
всем мире, особеннов странах Европы, Азии, Южной 
и Северной Америки (Канада, Онтарио и Британская 
Колумбия) [8].

Согласно Xiao et al. (2018) понимание типа виру-
сов, их распространения и тяжести вирусных заболе-
ваний является первым шагом к правильному подходу 
в контроле исследуемых инфекций. Экономическое 
влияние вирусов виноградной лозы на производство 
винограда в России мало изучено. Такие исследования 
проводились в небольшой части коммерческих вино-
градников [9-11]. При этом фитосанитарному обсле-
дованию должны подлежать максимально возможные 
площади ампелоценозов. Актуальность настоящего 
исследования заключается в проведении следований 
молекулярно-генетическими методами с целью выяв-
ления вирусных инфекций и их видового разнообра-
зия на промышленных виноградниках Крыма. Насто-
ящая работа включает в себя диагностику на вирусы, 
ранее не анализируемые в Российской Федерации.

Выбранные для изучения в настоящем исследова-
нии виды инфекций могут представлять угрозу ста-
бильному развитию виноградарства Крыма в связи с 
их агрессивностью и распространенностью в странах 
Европы, которые являются основными поставщика-
ми посадочного материала в Россию.

Материалы и методы
Исследования проводились в 2020-2021 гг. В каче-

стве материала отбирали листья и побеги виноград-
ного куста. Образцы собирали по визуальному про-
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явлению симптомов. Отбор происходил в период ве-
гетации 2020 г. на виноградниках Республики Крым, в 
трёх его зонах (Южнобережная зона, Юго-западная, 
Центральная степная). Лабораторные исследования 
по диагностике вирусов проводились в Испытатель-
ном лабораторном центре ФГБУ «ВНИИКР».

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) ис-
пользовался для обнаружения ДНК-вирусов вино-
градной лозы [12]. Чтобы обнаружить РНК-вирусы 
в растении, ПЦР проводился на комплементарной 
матрице ДНК (кДНК), которая является результатом 
реакции обратной транскрипции на экстрагирован-
ной растительной РНК [13, 14]. ПЦР и ОТ-ПЦР ча-
сто используются в исследованиях вирусного генети-
ческого разнообразия [15, 16].

Чтобы получить исчерпывающую картину рас-
пространения наиболее значимых вирусов на про-
мышленных виноградниках Крыма, сначала отбира-
ли образцы в разных зонах возделывания винограда 
Крыма, а затем проводили OT-ПЦР с последующим 
гель-электрофорезом. Результаты подтверждали мето-
дом секвенирования.

В связи с тем, что вирусы зачастую имеют несколь-
ких штаммов, важно использовать праймеры (табл. 1), 
которые могут обнаружить все штаммы каждого из 
целевых вирусов, таких как: GLRaV-3, GPGV, GFLV, 
GVB, GFkV [8].

Изолирование вирусов из тканей растений осу-
ществляли с помощью разрушающего Grinding буфе-
ра, а экстрагирование РНК с помощью CTAB-буфера 
по методике «Doyle & Doyle» в модификации Матя-
шовой и др. [17, 18]. После положительных результа-
тов, полученных на электрофореграммах, проводили 
очистку продуктов ПЦР набором «Cleanup Stan-
dard» (ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Секвенирование проводили по 
методологии Сэнгера на генетическом анализаторе 
АВ-3500 («Applied biosystems», США, Япония) со-
гласно модификации Белкина [19].

Обсуждение результатов
Настоящее исследование было нацелено на мо-

лекулярную диагностику вирусов винограда. Исходя 
из проанализированных данных разных источников 
известно, что из-за вирусных инфекций виноградни-
ки могут терять от 20 до 80 % урожая, что может вы-
звать серьёзный дефицит сырья на рынке и колоссаль-
ные убытки в виноградарстве [20, 21]. Исследуемые 
образцы виноградной лозы проверялись на 5 самых 
опасных и экономически значимых вирусов, которые 
могут привести к снижению продуктивности вино-
градных насаждений: GFLV – Grapevine fanleaf virus, 
GFkV – Grapevine fl eck virus, GLRaV-3 – Grapevine leafr oll-
associated virus 3, GPGV – Grapevine Pinot gris virus, GVB 
–Grapevine virus B (табл. 2).

В табл. 2 представлено уточненное описание визу-
альных симптомов проявления вирозов на виноград-
никах, подтвержденное результатами молекулярно-
генетических исследований.

В процессе осмотра виноградников выявляли 
симптомный материал (хлорозы, некрозы, скручива-
ние, мелколистность и др., рис. 1). В случае отсутствия 
симптомов также производили частичный отбор, так 
как вирусные инфекции могут присутствовать в ла-
тентном состоянии. В общей сложности собрано 153 
образца побегов с листьями, в 4 виноградарских рай-
онах Крыма. В 30 из них вирозы подтвердились, при-
чем в некоторых образцах было диагностировано по 2 
вируса. Исследование проводили методом ОТ-ПЦР с 
последующим секвениванием.

Результаты гель-электрофореза продуктов ПЦР 
показали, что на виноградниках Южнобережного 
(ЮБК), Юго-западного (ЮЗК) и Центрального степ-
ного (ЦСК) Крыма присутствуют четыре вирусных 
инфекции из пяти исследуемых: GLRaV-3, GPGV, 
GFLV, GFkV. Вирус опробковения коры винограда 
Grapevine virus B (GVB) не был обнаружен ни в одном 
из 153 образцов. 

Вирус скручивания листьев (GLRaV-3) был зафик-

Вирус Праймер Последовательность Длина продукта (пар 
оснований)

GLRaV-3
LR3-CP107F TCTTAAARTAYGTTAAGGACGG

301
LR3-CP407R GGCTCGTTAATAACTTTCGG

GVB
GVB6448F ATGGAAAATATATCCCKGATGG

603
GVB7050R GTTAACCACCTATATYTCRACAG

GFkV
GFkV5209F GTCCTCGGCCCAGTGAAAAAG

348
GFkV5556R CAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC

GFLV
GFLV3135F TTGAGATTGGWTCYCGTTTC

558
GFLV3692R CTGTCGCCACTAAAAGCATG

GPGV
GPGV6586F GAYATGTCGATTCGTCAGGAG

436
GPGV7021R CGACTTCTGGTGCCTTATCAC

Таблица 1. Праймеры, используемые в работе согласно Xiao et al., 2018
Table 1. Primers used in the work according to Xiao et al., 2018



51

Выявление вирусных инфекций винограда
в Республике Крым  

Бондаренко Г.Н., Ермолов В.Ю., 
Алейникова Н.В., Корнилаева О.Н. 

“Магарач”. Виноградарство и виноделие    2022·24·1

ЗАЩИТА
РАСТЕНИЙ

сирован на виноградниках ЮБК и ЦСК на следующих 
сортах винограда: Каберне-Совиньон, Мускат белый, 
Мускат Оттонель. Как видно из результатов электро-
фореза (рис. 2), в 7 образцах выявили фрагмент иско-
мой длины (301 п.н.о.) согласно авторам праймерной 
системы [6] вируса скручивания листьев винограда, 
серотип 3 Grapevine leafr oll-associated virus 3 (GLRaV-3).

Полученные в результате нуклеотидные последо-

вательности имели идентичность с данными NCBI 
от 96 до 99% [22]. В дальнейшем после тщательной 
подготовки планируется депонирование расшифро-
ванных последовательностей в международные базы 
данных. На фотографии отчетливо видны симптомы 
вирусной инфекции GLRaV-3 – хлорозы мезжилковой 
части листовой пластины, угнетение лозы и некрозы 
(рис. 3).

Вирус Сокращение Систематическая 
позиция Симптомы

Вирус
короткоузлия
винограда
Grapevine fanleaf virus

GFLV Secoviridae, Nepovirus

Уменьшенная сила роста, усиленное образование побегов 
(ветвление), двойные узлы, короткие междоузлия, зигзагообразный 
рост побегов; листья веерообразные и асимметричные, с 
сросшимися жилками; также могут присутствовать хлороз и 
желтая пятнистость листьев; мелкие грозди и ягоды

Вирус 
опробковения коры 
винограда
Grapevine virus B

GVB Betaflexiviridae, 
Vitivirus

Вздутая и пробковая лоза над местом прививки; разный диаметр 
привоя и подвоя; наросты или бороздчатая кора; листья могут 
скручиваться; преждевременное покраснение или пожелтение 
листа

Вирус 
скручивания листьев 
винограда, серотип 3
Grapevine
leafroll-associated
virus 3

GLRaV-3 Closteroviridae, 
Ampelovirus

У темнокожих сортов листья краснеют, у белых-желтеют или 
хлоротичные, жилки остаются зелеными, листовые пластинки 
скручиваются.

Вирус мраморности 
винограда
Grapevine fleck virus

GFkV Tymoviridae, 
Maculavirus

Прозрачные жилки, переходящие к пятнистости листьев к концу 
вегетационного периода; блестящие листья; листья также могут 
скручиваться вверх

Вирус Пино гри
винограда
Grapevine Pinot gris virus

GPGV Betaflexiviridae,
Trichovirus

Заболевание листьев пятнистостью и деформация листовой 
пластинки

Таблица 2. Основные характеристики вирусов винограда
Table 2. Main characteristics of grape viruses

Рис. 1. Симптомы вироза с виноградника в Юго-западном 
Крыму (фото Алейниковой Н.В.)
Fig. 1. Symptoms of virosis in a vineyard of the South-Western 
Crimea (photo by Aleinikova N.V.)

Рис. 2. Электрофореграмма результатов амплификации 
вируса GLRaV-3: М – маркер молекулярного веса 100-3000 п.о. 
(фото Ермолова В.Ю.)
Fig. 2. Electrophoregram of the results of GLRaV-3 virus 
amplifi cation: M - molecular weight marker 100-3000 bp (photo by 
Yermolov V.Yu.)
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Вирус Пино гри Grapevine Pinot gris virus (GPGV) 
был выявлен на виноградниках сорта Каберне-Сови-
ньон в Южнобережной и Центральной степной зонах 
Крыма. Проявление инфекций отчетливо видно на 
рис. 4. Основные симптомы – мелколистность и хло-
ротичность листьев наблюдали во многих точках от-
бора материала. 

При этом такие нарушения развития могут быть 
связаны с минеральным голоданием и сильной обра-
боткой пестицидами (гербицидами), что подчеркива-
ет необходимость подтверждения симптоматики ла-
бораторными методами диагностики.

Результаты проверки на вирус короткоузлия ви-
нограда Grapevine fanleaf virus (GFLV) выявили следу-
ющие места заражения и сортовую принадлежность: 
Каберне-Совиньон в условиях Южнобережной зоны; 
Бастардо магарачский – Центральной степной. Ре-
зультаты электрофореза в образцах выявили фраг-
мент искомой длины (558 п.н.о.) согласно авторам 
праймерной системы. 

Проверка на вирус мраморности винограда 
Grapevine fl eck virus (GFkV) показала самое массовое по-
ражение вирусной инфекцией в трех виноградарских 
зонах сбора образцов (Южнобережной, Центральной 
степной и Юго-западной) и большее разнообразие в 
сортовой принадлежности: Каберне-Совиньон, Му-
скат белый, Мускат Оттонель, Бастардо магарачский, 
Ркацители.

Следует отметить, что основные очаги заражения 
вирусами – это старые виноградники, возраст кото-
рых составляет 30-40 лет, что говорит о возможном 
ввозе инфекций вместе с посадочным материалом, не 
проанализированным в достаточной мере из-за отсут-
ствия методологии и диагностических тестов в России 
в 80-90-е гг.

Выводы
По результатам анализов методом ПЦР и секве-

нирования доказано, что на виноградниках Крыма 
присутствуют четыре вида экономически опасных ви-
русных инфекций из пяти исследуемых: вирус скручи-
вания листьев винограда, серотип 3 Grapevine leafr oll-
associated virus 3 (GLRaV-3), вирус Пино гри виногра-
да Grapevine Pinot gris virus (GPGV), вирус коротко-

узлия винограда Grapevine fanleaf virus (GFLV), вирус 
мраморности винограда Grapevine fl eck virus (GFkV).

Определено, что подвержены вирозам основные 
сорта винограда – Каберне-Совиньон и Мускаты.

Показано, что основные очаги заражения виру-
сами – это старые виноградники, возраст которых 
составляет 30-40 лет, что говорит о возможном ввозе 
инфекций вместе с посадочным материалом, не проа-
нализированным в достаточной мере из-за отсутствия 
методологии и диагностических тестов в России в 80-
90-е гг.

Исследования по выявлению вирозов на вино-
градных насаждениях Крыма и диагностика их возбу-
дителей – вирусов – позволят достоверно определить 
их фитосанитарное состояние. Для принятия реше-
ний о фитосанитарном статусе вирусных болезней 
винограда для территории России и стран Евразий-
ского экономического союза необходимы результаты 
полевых исследований и диагностика фитопатогенов 
молекулярно-генетическими методами, представлен-
ными в настоящей работе.
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