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Мета. Несанкціоноване занесення трансгенних рослин на територію України є важли­
вою проблемою, яка потребує детального аналізу і вирішення. З метою визначення сту­
пеня забрудненості сортового матеріалу Київської області чужорідним генетичним ма­
теріалом було проведено моніторинг насіння ріпаку. Методи. 270 зразків насіння було 
вивчено у фізіологічних дослідах. Відібрані зразки проаналізовані за допомогою моле­
кулярно-генетичних методів. Результати. Серед вибірки виявлено один зразок, стій­
кий до дії гербіциду на основі гліфосату, і один – до гербіциду, діючою речовиною якого 
є глюфосинат амонію. Детальне вивчення відібраних зразків методом ПЛР підтвердило 
наявність трансгенів CP4 epsps та bar, які відповідають за дані види стійкості. В одному 
зі зразків було виявлено трансформаційну подію GT73 компанії Монсанто, яка і харак­
теризується стійкістю до гліфосату. Висновки. Отримані дані дозволяють припустити 
наявність неконтрольованого переміщення генетично модифікованих рослин ріпаку на 
територію України.

Ключові слова: Brassica napus, гліфосат, гербіцид «Ураган Форте 500 SL в.р.к.» 
Syngenta, гербіцид «Баста» Bayer CropScience, ГМО.

Вступ. Ріпак – одна із найважливіших сільськогосподарських культур у світі. 
Ріпакову олію використовують у різноманітних галузях народного госпо-

дарства (харчовій, фармацевтичній, металургійній) та паливно-енергетичному 
комплексі. Виробництво біопалива з ріпакової олії є перспективним підходом 
до вирішення енергетичних проблем людства. Посівні площі ріпаку у світі на 
2011 рік склали 33 645 342 га і 832 700 га із них були розміщені на території 
України [1].

Особливу увагу в сучасних дослідженнях приділяють питанням покращення 
високопродуктивних сортів ріпаку методами генетичної інженерії. На сьогодні 
зареєстровано 30 комерційних ліній трансгенного ріпаку, які займають 30 % за-
гальної площі посівів даної культури і вирощуються у США, Канаді, Австралії, 
Чилі, Мексиці, Японії, Китаї, ЄС, Австралії, Філіппінах, Південній Кореї [2]. Ство-
рення біотехнологічних рослин ріпаку суттєво розширює можливості викори-
стання ріпакової олії для отримання екологічно чистого палива. Однак постає 
актуальна проблема моніторингу сортового матеріалу ріпаку, який культивуєть-
ся у нашій країні, адже в Україні офіційно не зареєстровано жодної трансфор-
маційної події.
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Рис. 1. Схематичне зображення Т-ДНК плазміди PV-BNGT04, яку використовували для отримання трансформа-
ційної події GT73 [5]. RB, LB – праве та ліве плече Т-ДНК; P-FMV – промотор; ТР – транзитний пептид; Е9 3' – тер-
мінатор. Схематичне розташування праймерів показано стрілками [6]

Відповідно до потреб ринку формують-
ся напрямки отримання трансгенного рі-
паку, а саме надання стійкості до гербіци-
дів, зміна співвідношення карбонових кис-
лот (олеїнової, ерукової, стеаринової) 
в олії ріпаку, синтез нехарактерних для рі-
паку жирних кислот та інших сполук, які 
підвищують харчову і фармацевтичну цін-
ність олії. Крім того, були отримані росли-
ни ріпаку, стійкі до абіотичних стресів та-
ких, як холод, засуха, засоленість ґрунтів 
та забруднення важкими металами [3].

Дотепер зареєстровано п’ять ліній 
трансгенного ріпаку, стійкого до гліфоса-
ту  – GT73, GT200, DP-∅61∅61-7, DP-
∅73496-4, MON-883∅2-9 [2, 4].

Трансформаційні події GT73 (MON-
∅∅∅73-7, RT73) та GT200 (MON89249‑2) 
ріпаку створені компанією Monsanto у 
1995 році. Вони несуть стійкість до гербі-
цидів на основі гліфосату, які широко вико-
ристовуються для знищення бур’янів. Ця 
ознака обумовлена введенням до геному 
рослини генів, які кодують гліфосат-толе-
рантну ізоформу ферменту 5-енолпірувіл-
шікімат-3-фосфат синтази Agrobacterium 
tumefaciens штаму СР4 (CP4  epsps) і 
фермент гліфосат оксидоредуктазу Ochro­
bacterium anthropi (gox v247) [5].

Дані лінії отримані шляхом агробактері-
альної трансформації вихідного сорту 
Westar. Трансформацію здійснювали за 
допомогою вектора PV-BNGT04, до скла-
ду якого входять гени CP4 epsps і gox, які 
забезпечують стійкість клітин до гліфосату. 
Зазвичай, для вживання в їжу використов-
ють олію, отриману з насіння, а макуху і зе-

лені частини рослини використовують на 
корм худобі.

Трансформаційні події DP-∅61∅61-7, 
DP-∅73496-4, MON-883∅2-9 були заре-
єстровані у 2012 році, тому ймовірність 
занесення їх на територію України дуже 
низька.

Крім того, зареєстровано 16 трансфор-
маційних подій, які обумовлюють стійкість 
ріпаку до глюфосинату амонію [2, 5].

Молекулярно-генетичні дослідження 
проводили за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції та її модифікацій. 
Нисхідна (Touchdown, TD) ПЛР є фунда-
ментальним підходом до оптимізації про-
цесу ампліфікації. Він є доцільнішим, ніж 
спроби варіювати буферами і фізичними 
умовами реакційних циклів, тому що в ос-
нові оптимізації лежить лише зміна темпе-
ратури посадки праймерів. Крім того, по-
слідовна зміна температури відпалу про-
водиться у простій циклічній програмі. Цей 
підхід є досить поширеним [7, 8]. Суть ме-
тоду полягає у збільшенні температури 
відпалу (орієнтовно на 10 °С) з її послідов-
ним зменшенням на 1 °С з кожним циклом. 
Після досягнення оптимального значення 
температури відпалу для роботи прайме-
рів проводиться ще 20–25 стандартних 
циклів процесу. При цьому утворюється 
менша кількість цільового продукту, але 
значно підвищується специфічність реак-
ції. Низкою авторів продемонстровано 
успішне використання ТD ПЛР для амплі-
фікації геномної ДНК з використанням різ-
них праймерів/матриць, які показали пога-
ну спорідненість в реакції [9, 10].
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Метою даного дослідження було вияв-
лення забрудненості сортового матеріалу 
ріпаку, зібраного на території Київської об-
ласті, трансгенними формами, використо-
вуючи фізіологічні досліди та молекуляр-
ний аналіз.

Матеріали і методи
Для проведення моніторингу забрудне-

ності сортового матеріалу використано 
270 зразків насіння ріпаку Brassica 
napus  L., наданих селекціонерами та зі-
браними у торгівельній мережі міста Києва 
та області.

Фізіологічний дослід. Фізіологічні до-
сліди у холодний період року проводили у 
закритій системі теплиці, а в теплий – на 
дослідній ділянці шляхом пророщення по-
передньо оброблених фунгіцидом 20–100 
(залежно від кількості наявного матеріалу) 
зерен кожного зразка у ґрунті. У випадку 
вирощування в теплиці використовували 
стерильний ґрунт. Ріст рослин у теплиці 
відбувався за температури +20 °С при фо-
топеріоді 14/10 годин. Для запобігання 
ураження грибком рослини обробляли ро-
бочим розчином фунгіциду після 1-го та 
3-го тижнів росту та проривали до опти-
мальної кількості рослин у кожному горщи-
ку або рядку.

Рослини підрощували до появи двох-
трьох справжніх листків і обприскували ро-
бочими розчинами неселективних гербі-
цидів: «Ураган Форте 500 SL в.p.к.» 
(Syngenta), діючою речовиною якого є глі-
фосат, або «Basta» (Bayer CropScience), 
діючою речовиною якого є глюфосинат 
амонію, відповідно до рекомендацій ви-
робника. Після 14-денного (для рослин, 
оброблених гербіцидом «Ураган Форте 
500 SL в.p.к.») чи 5-денного (для рослин, 
оброблених гербіцидом «Баста») культи-
вування спостерігали виживаність рослин. 
Після відбору проб зеленої маси трансген-
ні рослини утилізували згідно із законодав-
ством України.

Виділення рослинної ДНК. Зі свіжих 
листових пластинок рослин, які вижили 
після обробки гербіцидом, проводили 
екстракцію загальної ДНК ЦТАБ методом 
[11, 12]. Визначення чистоти та кількості 
ДНК вимірювали спектрофотометрично за 
величиною оптичної густини на приладі 
BioPhotometer v. 1.35 (Eppendorf).

Для контролю якості виділеної ДНК ви-
користовували полімеразну ланцюгову ре-
акцію (ПЛР) на ген круциферину А 
(GenBank Accession: X14555.1).

Ампліфікація ДНК. Для полімеразної 
ланцюгової реакції у 20 мкл брали специ-
фічні праймери (табл. 1), 30 нг загальної 
очищеної ДНК, 1 од. DreamTaq™ полімера-
зи (Thermo Scientific). 

Реакцію проводили в ампліфікаторі 
Mastercycles Personal (Eppendorf) за спе-
цифічними програмами. Програма амплі-
фікації на ген круциферину А (cruA): почат-
кова денатурація – 4 хв. за 94 °C, 34 ци-
кли  – 30 с за 94 °C, 30 с за температури 
відпалу праймерів – 55 °С, 16 с за 72 °С та 
10 хв. – фінальна елонгація.

Програма ампліфікації на трансформа-
ційну подію GT73 була такою: початкова 
денатурація – 3 хв. за 94 °C, 34 цикли – 30 с 
за 94 °C, 30 с за температури відпалу прай-
мерів – 57 °С, 32 с за 72 °С та 10 хв. – фі-
нальна елонгація.

Програма ампліфікації на ген СР4 epsps 
складалася з: початкової денатурації – 
3 хв. за 94 °C, 34 циклів – 30 с за 94 °C, 30 с 
за температури відпалу праймерів – 57 °С, 
17 с за 72 °С та 10 хв. фінальної елонгації.

Програма ампліфікації з використан-
ням методики Touchdown на ген bar з 
праймерами 1F і 1R була: початкова дена-
турація – 3 хв. за 94 °C, 9 циклів – 30 с за 
94 °C, 30 с – за температури, вищої за тем-
пературу відпалу праймерів – 68 °С і з кож-
ним циклом температура зменшується на 
1 °С, 33 с за 72 °С та ще 25 циклів – 30 с за 
94 °C, 30 с за температури відпалу прайме-
рів – 59 °С, 33 с за 72 °С та 10 хв. – фінальна 
елонгація.
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Таблиця 1. Перелік праймерів, які використовували у дослідженнях

Назва Послідовність Розмір 
амплікону Ген

1F
1R

5' - GCG GTC TGC ACC ATC GTC ACC - 3'
5' - CAG ATC TCG GTG ACG GGC AGG AC - 3'

494 п.н. bar – визначає стійкість до 
глюфосинату амонію

2F
2R

5' - TGG CTA AAG GTA CGT GAA TCT G - 3'
5' - CTC TCC CCA TAA GAC CTT CTC C - 3' [6]

258 п.н. Круциферин А – референт-
ний ген на ДНК ріпаку

3F
3R

5' - TGA ACT TTC CTT TAT GTA ATT TTC CAG AA - 3'
5' - GCT TATACG AAG GCA AGA AAA GGA - 3' [6, 14]

522 п.н. Трансформаційна подія 
GT73, яка характеризуєть-
ся стійкістю до гліфосату

4F
4R

5' - CAA CGC AAA TCT CCC TTA TCG G - 3'
5' - GAC CTC CAA ACA TGA AGG ACC T - 3' [6, 15]

273 п.н. СР4 epsps – надає стій-
кість до гліфосату

1 м 2), та робочим розчином гербіциду 
«Ураган Форте 500 SL в.p.к.» (Сингента), 
діючою речовиною якого є гліфосат (у роз-
рахунку 0,3 мл вихідного розчину гербіци-
ду на 1 м2). Результати спостерігали через 
5 днів для рослин, оброблених гербіцидом 
«Баста», та через 14 днів для рослин, які 
були оброблені гербіцидом «Ураган Форте 
500 SL в.p.к.».

Серед досліджуваної вибірки спостері-
гали один зразок (№ 270), усі рослини яко-
го були стійкими до дії гліфосату (рис. 3). 
Крім того, було виявлено один зразок 
(№ 241), 7 рослин якого зі 100 вирощених 
виявилися стійкими до глюфосинату амо-
нію (рис. 4). Рослини негативного контро-
лю досліду, тобто які не оброблялися гербі-

Рис. 3. Стійкі та нестійкі до гліфосату рослини після 
обробки гербіцидом «Ураган Форте 500 SL в.p.к.» по-
рівняно з негативним контролем без обробки

Розділення продуктів ампліфікації про-
водили методом електрофорезу у 1,2  % 
агарозному гелі, натрій боратному буфері 
з 0,5 мг/мл бромистого етидію [13]. Елек-
трофореграми документували системою 
GelDoc™ XR+ (Bio-Rad).

Результати та обговорення
При проведенні дослідів було висадже-

но насіння дослідних зразків ріпаку у ґрунт 
для виявлення стійкості до глюфосинату 
амонію та гліфосату. Зображення рослин 
до обробки гербіцидом наведено на рис. 2.

Рис. 2. Рослини ріпаку на дослідній ділянці перед об-
робкою гербіцидом

Рослини підрощували до появи двох-
трьох справжніх листочків і обробляли ро-
бочим розчином гербіциду «Баста» (Bayer 
CropScience AG), діючою речовиною яко-
го є глюфосинат амонію (у розрахунку 
0,2 м л вихідного розчину гербіциду на 
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цидом, показували здоровий, характерний 
ріст, зелений насичений колір.

Рослини, які вижили у результаті фізіо-
логічних дослідів були використані для ви-
ділення загальної рослинної ДНК та по-
дальших молекулярно-генетичних дослі-
джень.

Зі зразків № 241 та № 270 було вибрано 
по 4 рослини, які вижили після обробки 
гербіцидами глюфосинатом амонію та глі-
фосатом відповідно, з яких і було виділено 
загальну рослинну ДНК. Ці препарати 
нуклеїнових кислот з 8 окремих рослин ви-
користовували для проведення молеку-
лярно-генетичного аналізу на наявність 
трансгенів стійкості.

Для визначення якості виділеної ДНК 
проводили контрольну ампліфікацію на ген 
круциферину А з наступним розділенням і 
візуалізацією продуктів реакції у 1,2 % ага-
розному гелі (рис. 5).

Після проведення контрольної ам-
пліфікації проводили визначення наявності 
у геномі рослин трансформаційної події 
GT73 (рис. 6), яка характеризується стійкі-
стю до гліфосату.

Наявність характерного амплікону роз-
міром 522 п.н. спостерігали у трьох із чоти-
рьох аналізованих рослин зразка №  270 
(доріжки 5, 6 та 8 рис. 6). Отже, можна 
стверджувати про присутність трансфор-
маційної події GT73 компанії Монсанто у 

зразку № 270 насіння ріпаку. Разом із тим 
залишається незрозумілим і нез’ясова-
ним, чому одна з чотирьох аналізованих 
рослин цього зразка не дала характерного 
сигналу. Для підтвердження присутності 
трансгенного матеріалу було проведено 
ПЛР із ген-специфічними праймерами 4F 
та 4R (рис. 7) на СР4 epsps, який власне і 
надає стійкість до гліфосату.

Негативний контроль із ТЕ буфером 
спрацював адекватно, не даючи чітких 

Рис. 4. Ріпак після обробки гербіцидом «Basta» та 
контрольна група рослин (без обробки гербіцидом)

Рис. 5. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
на контрольний ген сruA Brassica napus: 1–4 – чоти-
ри рослини зразка № 241; 5–8 – чотири окремі рос-
лини зразка № 270; 9 – негативний контроль (за-
гальна ДНК пшениці); -С – TE буфер pH 8,0 як не-
гативний контроль; М – маркер молекулярної маси 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Termo Scientific). Пра-
воруч показано довжини найближчих до амплікона 
фрагментів маркера, ліворуч стрілкою вказано дов-
жину очікуваного амплікона у парах нуклеотидів

Рис. 6. Електрофореграма продуктів ампліфікації з 
подіє-специфічними праймерами для встановлення 
присутності трансформаційної події GT73: 1–4 – чо-
тири рослини зразка № 241, які вижили після обробки 
глюфосинатом амонію; 5–8 – чотири окремі рослини 
зразка № 270, які вижили після обробки гліфосатом; 
-С – TE буфер pH 8,0 як негативний контроль; М – 
маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder 
Mix. Праворуч показано довжини найближчих до амп-
лікона фрагментів маркера, ліворуч стрілкою вказано 
довжину очікуваного амплікона
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ампліконів, що свідчить про технічно пра-
вильне виконання тесту. Очікувані ампліко-
ни розміром 273 п.н. спостерігали для усіх 
чотирьох аналізованих рослин зразка 
№ 270, стійкого до гліфосату (доріжки 5, 6, 
7 та 8 рис. 7). Прояв цього характерного 
фрагмента ДНК у трьох із чотирьох раніше 
аналізованих рослин (доріжки 5, 6 та 8 
рис.  6) підтверджує наявність у цих трьох 
рослинах трансформаційної події GT73. Із 
великою апроксимацією можна зазначити, 
що лише три чверті насіння зразка № 270 є 
характерною GT73, у той час як решта 
25 % є домішками невідомої природи, але 
з чітко вираженою стійкістю до гліфосату. 
Виявлення амплікона на доріжці 7 рис. 7 
свідчить про наявність у цієї рослини тран-
сгена СР4  epsps, властивого для тран-
сформаційних подій GT73 і GT200. Можна 
також припустити, що оскільки GT73 не де-
тектується у цій рослині, то імовірно тут 
присутня трансформаційна подія GT200 
чи якийсь мутантний варіант.

Для визначення природи стійкості рос-
лин ріпаку зразка № 241 до дії глюфосина-
ту амонію проведено ПЛР на трансген bar 
(рис. 8).

Притаманний амплікон розміром 
494  п.н. спостерігали у трьох з чотирьох 
аналізованих рослин зразка № 241 (доріж-
ки 1, 3 та 4 рис. 8), що вказує на присут-
ність у геномі цих рослин трансгена bar. 
У однієї рослини даний амплікон майже не 
проявляється, що підтверджує спостере-
ження про неоднорідність насіння, анало-
гічно да зразку № 270.

Перевірка зразків методом специфіч-
ної ПЛР підтвердила присутність у росли-
нах двох зразків № 241, стійкого до гербі-
циду глюфосинату амонію, та № 270, стій-
кого до гербіциду гліфосату (але відсутність 
в усіх інших), трансгена bar і трансформа-
ційної подій GT73 із трансгеном CP4 epsps, 
відповідно. Результати дослідів також ви-
явили значну неоднорідність насіння зраз-
ка №  241, в якому зі 100 вирощуваних 

лише 7 рослин виявилися стійкими до 
глюфосинату амонію. Напротивагу, усі до-
слідні рослин зразка № 270, будучи одно-
рідно стійкими до згубної дії гліфосату, 
проявили різнорідність по присутності 
трансформаційної події GT73.

Хоча виявлення трансгенних рослин рі-
паку, занесених із-за кордону, залишаєть-
ся рідкісним явищем, проте завдяки їхній 
здатності до самовідтворення і перехрес-
ного запилення можливе поступове не-
контрольоване поширення генетично мо-
дифікованих рослин на території України.

Рис. 7. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
на трансген СР4 epsps, який входить до Т-ДНК тран-
сформаційних подій GT73 і GT200: 1–4 – чотири рос-
лини зразка № 241, які вижили після обробки глюфо-
синатом амонію; 5–8 – чотири окремі рослини зразка 
№ 270, які вижили після обробки гліфосатом; -С – TE 
буфер pH 8,0 як негативний контроль; М – маркер мо-
лекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix. Ліво-
руч стрілкою вказано довжину очікуваного амплікона

Рис. 8. Електрофореграма продуктів ампліфікації на 
трансген bar: 1–4 – чотири рослини зразка №  241, 
стійкі до глюфосинату амонію; 5 – позитивний конт
роль; 6 – одна рослина зразка №  270, стійка до глі-
фосату; 7 – зразок ріпаку, нестійкий до глюфосина-
ту амонію; -С – негативний контроль, TE буфер; М – 
маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder 
Mix. Ліворуч стрілкою вказано довжину очікуваного 
амплікона
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ОБНАРУЖЕНИЕ НА ТЕРРИТОРИИ КИЕВСКОЙ 
ОБЛАСТИ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ РАПСА, 
УСТОЙЧИВЫХ К ГЕРБИЦИДАМ

Б.В. Моргун, Е.В. Степаненко,  
А.И. Степаненко, А.Н. Тараненко, Н.В. Кучук

Институт клеточной биологии и генетической ин-
женерии НАН Украины 
Украина, 03143, г. Киев, ул. Академика Заболот-
ного, 148 
e-mail: molgen@icbge.org.ua

Цель. Несанкционированное попадание тран-
сгенных растений на территорию Украины яв-
ляется важной проблемой, требующей деталь-
ного анализа и решения. С целью определе-
ния степени загрязнения сортового материала 
Киевской области чужеродным генетическим 
материалом был проведен мониторинг семян 
рапса. Методы. 270 образцов семян было 
изучено в физиологических опытах. Отобран-
ные образцы были проанализированы с по-
мощью молекулярно-генетических методов. 
Результаты. Среди выборки был обнаружен 
один образец, устойчивый к действию герби-
цида на основе глифосата, и один – к герби-
циду, действующим веществом которого яв-
ляется глюфосинат аммония. Детальное изу-
чение отобранных образцов методом ПЦР 
подтвердило наличие трансгенов CP4  epsps 
и bar, отвечающих за данные виды устойчи-
вости. В одном из образцов было обнаружено 
трансформационное событие GT73 компании 
Монсанто, которое и характеризуется устой-
чивостью к глифосату. Выводы. Полученные 
данные позволяют предположить наличие не-
контролируемого перемещения генетически 
модифицированных растений рапса на терри-



ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2014, том 12, № 2 173

Виявлення на території Київської області трансгенних рослин ріпаку, стійких до гербіцидів

торию Украины.
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сат, гербицид «Ураган Форте 500 SL 
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DETECTION OF TRANSGENIC HERBICIDE 
RESISTANT RAPESEED PLANTS IN KYIV 
REGION
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Aim. Unauthorized entry of transgenic plants 
on the territory of Ukraine is an important issue 
that requires detailed analysis and solution. 
To determine the degree of contamination 

of rapеseed varieties in the Kyiv region with 
transgenic material the monitoring study was 
carried out. Methods. 270 seed samples were 
analyzed in physiological experiments. Selected 
samples were tested using molecular genetic 
methods. Results. One of the samples was 
found to be resistant to glyphosate herbicide 
and another to glufosinate ammonium 
herbicide. The collected samples were 
examined using molecular genetic techniques 
that confirmed the presence of transgenes 
CP4 epsps and bar, respectively responsible for 
these types of resistance. In one of the samples 
there was identified the transformation event 
GT73 of Monsanto responsible for glyphosate 
resistance. Conclusions. These data suggest 
the uncontrolled transfer of genetically modified 
canola plants on the territory of Ukraine.

Keywords: Brassica napus, glyphosate, 
herbicide Ouragan Forte 500 SL в.р.к. Syngenta, 
herbicide Basta Bayer CropScience, GMO.


