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�����	����� �����	��������� ��������� �	����� ���������� «������- 	��	�����

!����	����� �	����� ����� �	��������	, ������	�	����	, ���������» ( �	����	�) 

�������. ������	 � 0��	��	�� �!� �/�� ��*��7�� 1������� ��, /�	
�- ������	����4

� 	����� /	��.��,��	4 ��	�	
�� ������4. ��, �3������, �!� �����	� �3�� 		����3 /	�	�3�

.	��� � ����, �����0�� ���	
����.�� -	�� �3������, 	����	4 �!� �1 ��������	
	 /�������

���	
���� �3�� ��+	��1	���3 ��� ��1����3� /�	��.�, 	��� �1 .		�3- ��1�����, �� +��/������

��5��	� �� 	��	�� ���.��� �&��, ���
�, – +�	����13 � � ����
��� SDS. ��� /�	��.�

�.������ ��+	��1	����� � .������ ���	.������ B-/��.�+	8��	� � ��1����3- .	�0����0�,-. 

2	��5�.�0�, /�	�� � ��+	��1	�����/ +�	����13 � 1�.�������� � �/���*���� 5������	4

.	�0����0�� B-/��.�+	8��	�� �	 1%. ��������� .��������3- � .	���������3- +	.�1����4

+��+���	� �!�, +	������3- ��1����3/� /�	��/�, +	.�1���, �	 /	��5�0��	����34 ��/� /�	�

	���+������ �	��*�4 �3-	� .��������	4 �!� +	 ��������� � .	��	���3/ /�	�	/. ��	/�

	
	, /	��5�0��	����34 ��/� /�	� ,��,��, /���� 	.����3/ +	 ��������� � .	��	���3/. 

��	
���� ����: 8.���.0�, �!�, 6%� � ������	/ ���/���, �����.� ���	
����, �����3

���	
����

Summary. The quality and integrity of RNA is crucial for many studies in the field of plant molecular 

biology. Young roots and leaves of grape seedlings were selected to isolate RNA viruses. Two different 

techniques were used during the isolation of total RNA from the plant material of grapes. One of methods 

is based on the application of buffers grounded on the reagent STAB, the other – proteinase K and detergent 

SDS. Both methods included the use of B-mercaptoethanol in various concentrations as an antioxidant. 

Modification of the method using proteinase K was to reduce the final concentration of B-mercaptoethanol 

to 1%. A comparison of qualitative and quantitative indicators of RNA preparations obtained by various 

methods showed that the modified method provides a higher yield of high-quality RNA compared to the 

control method. In addition, our modified method is less toxic compared to the control method. 

Key words: RNA extraction, real-time PCR, grape cuttings, grape viruses

��������. ��7�� �������	� �	�	,��� ���	
����	4 �	13, �3��7����/	4 ��

����	��� �����	����.	
	 .��, � +�	�1�	������3- /��*���-, ,��,��, ����3/

+	.�1����/ ��, +�	
�	1��	����, ����7�- ��	����. !������ �,�� ������3- 1��	������4

1��������	 ���,� �� ��	���� ��	��4�	�� ���	
�����.	� ��� ����1 ��3�� ��� +,� ��

+	��� 1�.���.� ���	
����3- ���������4. #7���, ��������34 ������/�, .	������, �

���+�1	�� 10-80% +	��� ��	��,, � 1�����/	�� 	 �+� ������ � ��+��� �
	

���+�	�������, [1]. 

���������.�, ���
�	��.� �����	�, +	�����7�- ���	
������ �	1�, 	��	���� ��

/�	�� ������4-����.�	�	�, � �.�� �� �//��	5��/���	/ �����1� (���) [2]. ����.	, 

������,-����.�	�3 – 8	 �	�	
	�	,7�4 /�	� � +�	���/�/� ��, .��+�	/��*���	
	

�����1�, .		�34 ����� �������	
	 ���/��� ��, +	���������, ��5�.0�� +	

��1�����3/ ��/+	/�/. ���	�	
����.�4 �����1 ��������� 8� ���	��.�, 	���.	, 

	��	��3/ 	
���������/ ����	
	 /�	�� ,��,��, 	�	������	 �3�	.�4 +	�	


����������	�� 	���������, ������3- ����0, �	�����7�-�, � ��5�0��	����	/

/������� � 	���� ��1.�- .	�0����0�,-. ;	 +���	�� . �	��		��0�����	/�

��1�����.  
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� ���	,7�� ���/, 	���/ �1 ��/3- ��5	�/����3- � �3�	.	�+�0�5���3- /�	�	�

�����5�.�0�� ������3- ��5�.0�4 ,��,��, /�	� RealTime PCR (6%� � ������	/

���/���, ����-�4/ 6%�, ��-6%�), +	1�	�,�7�4 �����5�0��	��� ������� +�	
���

���� � ���	��*	4 .	�0����0��, �	 	���� ����	 �� �����- ����,- 1�������, [3]. 

������	 �3������	4 �!� �/�� ��*��7�� 1������� ��, +�	������, RealTime PCR. 

�3�	.	.���������, 8.���.0�, �!� �1 ���	
����	4 �	13 � ���
�- �������3-

������4 +�	���/����� �1-1� �� ���������	��, ��������� -�/����.	
	 ��	���,, �

�.�� +�������, +	����-����	�, +	��5��	�	�, �+�0�5���3- 5��/������3- ���.	� �

���
�- �	�������4, .		�3� �+	�	��3 ��,13����, � �!� [4]. !�����	�� 6%� � ������	/

���/��� �	 /�	
	/ 	
����������, �������/ � ��������3- 8.���.�- ��
���	�	�

�.���	�� 	����	4 ����.��+�13 �/��� +	��/���13. ;� ��
���	�3 +��+,����

	���������� �!� ������ � +�	�� ����3/ /�	�	/, ���� ���� �1����	, �	 �����

+�������� � 8.���.�. &.��� �������3- ������4, 	�	����	 +�� �3��7������ �

+	���3- ���	��,-, �	����� �	��*�� .	������	 5��	���3- �	�������4 � +	����-����	�, 

.		�3� 	������ ��
������7�4 �.���	��� [5, 6]. 

%���� ����	4 ���	3 �3�	 ��������� 855�.���	�� /�	�	� 8.���.0�� ������3-

�!� �1 .���4 ������4 ���	
����.  

������� � ������ ����������. ��, �����5�.�0�� �!� �����	� ��+	��1	����

/	�	�3� .	��� �����0��, +�	�	7���3- � �	�� � ������ ��- ������ � /	�	�3� ����,. 

���
	 1� ���/, +�	������, ������	����, �3�	 		����	 20 +�	�-	���10	� � ������4, 

�/��7�- +��1��.� +	������, ������3/� ��5�.0�,/�.

��, �����1� .������ �3������	4 �!� ��, .���	
	 	���10� �3�� +�	������ 	0��.�

���	3 � .	�0����0�� � +	/	7�� �+�.�	5		/��� – NanoPhotometer® NP80 (IMPLEN 

Ink, '��/���,)  

� +	������	4 �!� �3�� +�	������ ����, �&-6%� � ��+	��1	�����/ ���	�� MMLV 

kit, («���» ���	
��, �	���,), ��, +	������, .�!�, .		��, � �3�� ��+	��1	���� � ���.0��

6%�-�� � ��+	��1	�����/ ���	�� qPCRmix-HS («���» ���	
��, �	���,) �

����.������7�
	 .������,� SYBR Green C («���» ���	
��, �	���,), .	�0����0�,

.		�	
	 	+�/�1��	������ � �		������ � �.�1���3/� � �	.�/���0�� 1������,/�. 

6�		.	� �/+��5�.�0�� �3� ������7�/: 30 /��� +�� 52 °C +���� �����	/ 45-� 0�.�	�, 

�������7�-�, � 94 °C � ������ 30 ��.���, 58 °C � ������ 45 ��.���, � 72 °C � ������

60 ��.���. ���.0�� +�	��.	� �/+��5�.�0�� +�	�1�	���� � ����/� ����-�4/ 6%� �

��+	��1	�����/ +���	�� Light Cycler 96 (ROCHE, <��40���,/'��/���,). 

��, �����5�.�0�� ������3- ����0 �3�� 1���4��	���3 /��.���3� ����/3 ��,

�����5�.�0�� �����	�: 2DH (�	��	�� ���.0��) (MDH-H968 � MDH-C1163), ArMV 

(����� ���	�	4 /	1��.�) (ARMV-H428 � ARMV-C867), RSPaV (����� ��.�������,

��������3 Ruprestis) (RSP-H5638 � RSP-C5992), GVA (�	�	1���	�� ��������3

���	
����) (GVA-H7038 � GVA-C7273), GVB (�	�	1���	�� ��������3 ���	
����) (GVB-

H698 � GVB-C7439) [7-9].  

�/+��5�.�0�� �.�1���3- /��.��	� +�	�	���� /�	�	/ ��-6%�, � �.�� /�	�	/

6%� � ������4*�4 ���.0��4 +�	��.	� �� �
��	1�	/ 
���.  

��������� �����������. ��, �3������, �!� �1 ��������	
	 /�������

���	
���� �3�� ��+	��1	���3 ��� ��1����3� /�	��.�. 2�	��.� CTAB � ��+	��1	�����/

10% B-/��.�+	8��	��, 2,5- CTAB ��5���, 2%-PVP 40000, -�	�	5	�/� �3��+��� � 8	/

������	����� � .������ .	��	���	4 [10]. 

2�	��.� � ��+	��1	�����/ 0,5% SDS, 1% B-/��.�+	8��	��, 1% PVP 40000, 

20/
//� +�	����13-� �3�� /	��5�0��	���� ��/� [11]. 
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������ 	/���, �	 B-/��.�+	8��	� ,��,��, 	.����3/, �313��� ��1��������

�3-�����3- +��4, .	��, �	�� � ���	� � 	������ �+�0�5����.	4 �1��������	4

	.����	���, +	�����7�4 	�����3� 	�
��3-/�*��� +�� /�	
	.���	/ �	1��4����

[12]. 6	 8	4 +������ 	��	4 �1 1���� �3�	 �	.��7���� 	�=A/	� ��+	��1	����, ����	
	

��7����.  

��, .��������	4 � .	���������	4 	0��.� +	������3� +��+���3 �!� �3��

+�	�����1��	���3 �� �+�.�	5		/��� NanoPhotometer® NP80 (IMPLEN Ink, '��/���,) 

(���. 1). 

&����0� 1 – �	�0����0�, �!� � 	�	*���� +	.�1����4 +	
�	7���, �260/�280, 

�260/�230 ��, .���	
	 	���10�

��	*���� +	.�1����4 +	
�	7���, �260/�280 ,��,��, ����.�	�	/ 1�
�,1����,
���.�/�: 1������� �	��*�� ��� ����	� 1,8 �.�13��� �� ���34 	���1�0 �!�. &�.�/
	���1	/ ��� 	���103 .�	/� 6 � 9 /	��	 ����� ��	�	��3/� 	 ���.	�3- 1�
�,1����4. 

��	*���� +	.�1����4 +	
�	7���, �260/�230 /���*� 1,8 �.�13��� ��
1�
�,1�����, ���	,�	, �31����	� 	�
������.�/� �	�������,/� ��� -�	�	+�3/�
�
���/�, .		�3� +	
�	7�� ��� �� ����� �	��3 230 �/. ����103 8, 9 � 12 	.�1�����
1�
�,1���3 	�
������.�/� ��7����/�. 

6	 �	
�/ ������	����, ��/�, �3�	.�, .	�0����0�, �!� �3�� 1�5�.���	���� �
+��+����-, +	������3- +�� +	/	7� /�	��, �.�����7�
	 � ���, B-/��.�+	8��	� 1% �1
/	�	�3- ������ 1�������	4 �	13, � �	������ 446.36 �
//.�. ������� 1������� ����� ���-
	���10	�, �3������3- 8�/ /�	�	/, �	�����	 239.441 �
//.�. 

2�	��.� ����1�0
�	�0����0�,

�
//.�
�260/�280 �260/�230

�	��	����, 1 47,13 2,117 2,312

�	��	����, 2 17,671 1,993 2,17

�	��	����, 3 59,2 2,009 2,441

�
%��
 2%�7 4 70,35 2,091 2,119

�	��	����, 5 9,861 1,978 2,321

�	��	����, 6 7,988 1,678 2,021

�	��	����, 7 67,391 2,079 2,332

�	��	����, 8 43,86 2,103 1,718

�	��	����, 9 4,138 1,609 1,01

�	��	����, 10 51,405 2,119 2,301

�	��	����, 11 8,116 1,951 2,221

�	��	����, 12 23,561 2,071 1,514

2	��5�0��	�����, 13 217,4 2,213 2,356

2	��5�0��	�����, 14 253,4 2,17 2,32

�
#�+�,��
.�%%�7 15 446,36 2,228 2,414

2	��5�0��	�����, 16 41,76 2,113 1,818

2	��5�0��	�����, 17 413,311 2,119 2,237

2	��5�0��	�����, 18 291,103 2,16 2,278

2	��5�0��	�����, 19 90,35 2,117 2,112

2	��5�0��	�����, 20 79,2 2,049 2,431

2	��5�0��	�����, 21 322,093 2,363 2,209
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)	��� 	.����34 .	��	���34 /�	�, � +��/������/ B-/��.�+	8��	�� 10% 

+	1�	��� +	����� 	���1�0 �!� � .	�0����0��4 70.35 �
//.�, +�� ������/ 1�������

.	�0����0�� 34.225 �
//.� ����� ���- 	���10	�, +	������3- 8�/ /�	�	/. 

��, +	���������, +	������3- ����3- �� +��.�.� ��/� �3�� +�	������ ����, 6%�

� ������	/ ���/��� � �3*��.�1���3/� /��.���/�. � ��1����� +�	������	
	 ��-6%�

�3�� +	�����3 0����3� 5��
/��3, ��������	�� 5��	���0��0�� .		�3- �3������,

.���3/� �/+��5�.�0��, +	.�1���3/� �� �����.� 1. 

����	, �	 +	�	
	�34 0�.� 	���10	�, �	 �3�� +	�����3 � +	/	7��

/	��5�0��	����	
	 ��/� /�	��, ����+�� � ������/ �� 5 0�.�	� ����*�, �	 �7A ��1

�	.�13��� ��� +	������A���� [13-14] ��1��0� � .	�0����0�� � �A +	�	������	�

���,��� �� 	���1	����� 6%�-+�	��.�.  

���.1.  ����3� �/+��5�.�0�� +�	��.	� 6%� �����	� �	�	1���	�� ��������3

���	
���� (RSPV) � � ������ ���	
����	4 �	13 (GVA), /�����
���	
����13 (MDH) 

��, +	���������, ��.	+����, 6%�-+�	��.� ��/� �3� +�	����� 8��.�	5	��1 �

�
��	1�	/ 
��� � 	.��*������/ ��	/��3/ 8����/, ���7�/ 5��	���0��0�� +	�

��4����/ �����5���� (���.2).  

���. 2. �		
��5�, 
���-8��.�	5	��1� � 6%�-+�	��.�/� RSPaV � GVA  
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6	 ��1�����/ 	+3�, ��� 	���103 
�� � -	�� 6%� � ������	/ ���/��� �3��

1�5�.���	���� 5�����0��0�, �	������� 6%�-+�	��. �		������7�4 �����3 ��  

�
��	1�	/ 
��� (+.�.). 

������. ��������� .	�0����0�4 	���10	� �!�, +	������3- .	��	���3/ �

/	��5�0��	����3/ /�	�	/, �	.�1��	 	, �	 /	��5�0��	����34 ��/� /�	�

	���+������ �	��*�4 �3-	� 	����	4 �!� ������ .	��	���34 /�	�, �	 ,��,��,

����3/ +���/��	/ +�� �����5�.�0�� �����	� ���	
���� � ��������	/ /�������, �

	/ ����� � +	���	��	/ /�������. ��	/� 	
	, /	��5�0��	����34 ��/� /�	� ,��,��,

/���� 	.����3/ +	 ��������� � .	��	���3/, �	 ,��,��, ��	�+	��/3/ +���/�7���	/

��, ������	����,, +�	�	�,7�
	 �����3� �����13. ����.	, �	� �/�� � ����, �	 	��

/�	�� ,��,��, �	�	���	 ���	1����3/�, �	 /	�� 	��	���� /���	���

�����5�.�0�� �����	� � �����0�- ���	
���� � �1�	��3- ������,-. 6	��	� 	+�/����3-

/�	��. �3������, �!� ��, /���	�3- �����1	� ���� +�	�	����. 
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