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Plant production

Âñòóï
Îäí³ºþ ç îñíîâíèõ ñâ³òîâèõ ïðîáëåì ó 

XXI ñò. º ãëîáàëüíà åíåðãåòè÷íà êðèçà. Ó 
çâ’ÿçêó ç öèì âàæëèâîãî çíà÷åííÿ íàáóâà-
þòü á³îëîã³÷í³ òà á³îô³çè÷í³ äîñë³äæåííÿ, 
ñïðÿìîâàí³ íà ïîë³ïøåííÿ âëàñòèâîñòåé 
ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð, ñòàá³ëüí³ñòü 
âèðîáíèöòâà ³ çíèæåííÿ éîãî âòðàò [1]. Òàê³ 
ïðîáëåìè ñüîãîäí³ óñï³øíî ðîçâ’ÿçóþòü øëÿ-
õîì âèêîðèñòàííÿ òðàíñãåííèõ ðîñëèí. Â 
Óêðà¿í³ öóêðîâ³ áóðÿêè (Beta vulgaris L. var. 
saccharifera Alef.) º îäí³ºþ ç âàæëèâèõ ñ³ëü-
ñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð [2, 3]. 

Íà öåé ÷àñ îïóáë³êîâàíî ðÿä ðîá³ò ç ãåíå-
òè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ B. vulgaris çà äîïîìî-
ãîþ Agrobacterium tumefaciens, á³îë³ñòè÷íî-
ãî ìåòîäó, ìåòîäîì òðàíñôîðìàö³¿ ïðîòî-
ïëàñò³â ³ç çàñòîñóâàííÿì ïîë³åòèëåíãë³êîëþ 

äëÿ îòðèìàííÿ ñò³éêèõ äî ãåðá³öèä³â ë³í³é 
òà ã³áðèä³â [4]. Ñó÷àñíèé ñåëåêö³éíèé ïðî-
öåñ öóêðîâèõ áóðÿê³â ´ðóíòóºòüñÿ íà âèêî-
ðèñòàíí³ ìåòîä³â ã³áðèäíî¿ ñåëåêö³¿, òîìó 
àêòóàëüíèì º ðîçðîáëåííÿ åôåêòèâíîãî ìå-
òîäó ³äåíòèô³êàö³¿ òðàíñôîðìàíò³â, ÿêèé 
äàñòü çìîãó çíà÷íî ïðèñêîðèòè òà ï³äâèùè-
òè åôåêòèâí³ñòü ïðîâåäåííÿ äîáîðó ñåðåä 
ð³çíèõ ãåíîòèï³â öóêðîâèõ áóðÿê³â ç ìåòîþ 
ñòâîðåííÿ ã³áðèä³â ç íîâèìè îçíàêàì, çîêðå-
ìà ç òîëåðàíòí³ñòþ äî ä³¿ ãë³ôîñàòó [5–7].

Ìåòà äîñë³äæåíü – ñòâîðèòè ìóëüòèïëåêñ-
íó ñèñòåìó ³äåíòèô³êàö³¿ òîëåðàíòíèõ äî 
ãë³ôîñàòó áóðÿê³â çà äîïîìîãîþ ÏËÐ.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäèêà äîñë³äæåíü
Äîñë³äæóâàí³ äèïëî¿äí³ ã³áðèäè áóëè îòðè-

ìàí³ íà ßëòóøê³âñüê³é äîñë³äíî-ñåëåêö³éí³é 
ñòàíö³¿ â ëàáîðàòîð³¿ ñåëåêö³¿ ²íñòèòóòó á³î-
åíåðãåòè÷íèõ êóëüòóð ³ öóêðîâèõ áóðÿê³â 
ÍÀÀÍ øëÿõîì ãåòåðîçèñíî¿ ñåëåêö³¿ íà îñíî-
â³ ÷îëîâ³÷îñòåðèëüíèõ ë³í³é òà áàãàòîíàñ³í-
íîãî çàïèëþâà÷à, ÿêèé ì³ñòèòü ãåí, ùî îáó-
ìîâëþº òîëåðàíòí³ñòü äî ä³¿ ãë³ôîñàòó. Ìàòå-
ð³àëîì äëÿ ðîáîòè áóëè ø³ñòü ã³áðèä³â ïî 30 
ãåíîòèï³â êîæíîãî äëÿ îäíîãî àíàë³çó.
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Ìåòà. Ñòâîðèòè ìóëüòèïëåêñíó ñèñòåìó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ òîëåðàíòíèõ äî ãë³ôîñàòó áóðÿê³â çà äîïîìîãîþ ÏËÐ.                           
Ìåòîäè. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ ìåòîäè àíàë³çó íóêëå¿íîâèõ êèñëîò. Ðåçóëüòàòè. Íàâåäåíî ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü 
ç âèçíà÷åííÿ ïàðàìåòð³â ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ) äëÿ ðîçðîáëåííÿ ìóëüòèïëåêñíî¿ ñèñòåìè äëÿ 
³äåíòèô³êàö³¿ ñòðóêòóðíèõ åëåìåíò³â òðàíñãåííî¿ êîíñòðóêö³¿ ç ãåíîì cp 4 epsps, ùî çàáåçïå÷óº òîëåðàíòí³ñòü äî 
ãë³ôîñàòó. Äëÿ îòðèìàííÿ àìïë³êîí³â ö³ëüîâèõ ïîñë³äîâíîñòåé ÄÍÊ âèçíà÷åíî òàê³ çíà÷åííÿ òåìïåðàòóðíèõ ðåæèì³â 
ÏËÐ: êðîê 1 (ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ) 95 °Ñ – 3 õâ; êðîê 2 (íàïðàöþâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ïðîäóêò³â ðåàêö³¿): äåíàòóðàö³ÿ 
95 °Ñ – 45 ñ; ã³áðèäèçàö³ÿ ïðàéìåð³â 55 °Ñ – 50 ñ; åëîíãàö³ÿ 72 °Ñ – 1 õâ; ê³ëüê³ñòü öèêë³â – 40; êðîê 3 (ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ) 
72 °Ñ – 6 õâ. Ïðîâåäåíî ñåð³þ ÏËÐ ç ìåòîþ äîáîðó îïòèìàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ ìàòðèö³ ÄÍÊ äëÿ åôåêòèâíî¿ îö³íêè òðàíñ ãåííèõ 
ðîñëèí öóêðîâèõ áóðÿê³â çà íàÿâí³ñòþ ñïåöèô³÷íèõ ïîñë³äîâíîñòåé. Âèñíîâêè. Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ òðàíñãåííèõ öóê-
ðîâèõ áóðÿê³â, òîëåðàíòíèõ äî ä³¿ ãë³ôîñàòó, äîö³ëüíî âèçíà÷àòè â îêðåìèõ ãåíîòèïàõ 35S ïðîìîòîð òà ãåí cp 4 epsps. 
Âñòàíîâëåíî, ùî â ïðîöåñ³ äîáîðó òåìïåðàòóðíèõ ïàðàìåòð³â ìóëüòèïëåêñíî¿ ðåàêö³¿ íà ³äåíòèô³êàö³þ ãåíà als íå 
âïëèâàëî çá³ëüøåííÿ òåìïåðàòóðè ã³áðèäèçàö³¿ ïðàéìåð³â íà 5 °Ñ, ùî äàëî çìîãó âêëþ÷èòè ñïåöèô³÷í³ ïðàéìåðè äëÿ 
âèçíà÷åííÿ ö³º¿ ïîñë³äîâíîñò³ ÿê âíóòð³øíüîãî êîíòðîëþ. Çà ðåçóëüòàòàìè ïðîáíèõ ìóëüòèïëåêñíèõ ðåàêö³é âèçíà÷åíî 
êîíöåíòðàö³¿ äÍÒÔ (äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàò³â) òà ³îí³â Mg2+, ÿê³ äàëè çìîãó âèêëþ÷èòè ìîæëèâ³ñòü îòðèìàííÿ 
íåñïåöèô³÷íèõ ôðàãìåíò³â òà õèáíî íåãàòèâíèõ ðåçóëüòàò³â. Âèçíà÷åíî îïòèìàëüíó ê³ëüê³ñòü ìàòðèö³ ÄÍÊ (100–150 íã) äëÿ 
åôåêòèâíî¿ îö³íêè òðàíñãåííèõ ðîñëèí öóêðîâèõ áóðÿê³â çà íàÿâí³ñòþ ñïåöèô³÷íèõ ïîñë³äîâíîñòåé. Îòðèìàí³ ðåçóëü-
òàòè äàëè çìîãó ðîçðîáèòè ìóëüòèïëåêñíó òåñò-ñèñòåìó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ òðàíñãåííèõ öóêðîâèõ áóðÿê³â, òîëåðàíòíèõ 
äî ä³¿ ãë³ôîñàòó, çà äîïîìîãîþ ÿêî¿ ìîæíà îäíî÷àñíî âèçíà÷èòè 35S ïðîìîòîð, ãåí cp 4 epsps òà ãåí als ÿê âíóòð³øí³é 
êîíòðîëü ðåàêö³¿.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãåí cp 4 epsps, 35S ïðîìîòîð, òðàíñãåíí³ öóêðîâ³ áóðÿêè, ïàðàìåòðè àìïë³ô³êàö³¿.

Larysa Prysiazhniuk
http://orcid.org/0000-0003-4388-0485
Yuliia Shytikova
http://orcid.org/0000-0002-1403-694X
Olexandr Volchkov
http:// orcid.org/0000-0002-8324-7142



64 сортовивчення та охорона прав на сорти рослин, 2016, № 4 (33) 

Ðîñëèííèöòâî

Âèä³ëåííÿ ÄÍÊ çä³éñíþâàëè çã³äíî ç ìî-
äèô³êîâàíîþ àâòîðàìè ìåòîäèêîþ íà îñíî-
â³ ìåòîäó [8], ç âèêîðèñòàííÿì êàò³îííîãî 
äåòåðãåíòà ÖÒÀÁ ³ç ÷àñòèíè ëèñòîâî¿ ïëàñ-
òèíè.

Ïîêàçíèêè ÿêîñò³ íóêëå¿íîâèõ êèñëîò 
(êîíöåíòðàö³þ òà ÷èñòîòó) îö³íþâàëè íà 
îñíîâ³ â³äíîøåííÿ ïîãëèíàííÿ çà äîâæèíè 
õâèëü 260 íì ³ 280 íì (260/280 íì) çà äîïî-
ìîãîþ ñïåêòðîôîòîìåòðà BioPhotometr 
(Eppendorf, Í³ìå÷÷èíà) [9, 10]. 

Çà ñó÷àñíèìè äàíèìè, áëèçüêî 80% òðàíñ-
ôîðìîâàíèõ ðîñëèí, ùî âèÿâëÿþòü òîëå-
ðàíòí³ñòü äî ä³¿ ãåðá³öèä³â, ó ñêëàä³ ïåðåíå-
ñåíî¿ ãåíåòè÷íî¿ êîíñòðóêö³¿ ì³ñòÿòü êîíñ-
òèòóòèâíèé ïðîìîòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³ò-
íî¿ êàïóñòè (35S ïðîìîòîð) òà òåðì³íàòîð-
íèé ñèãíàë ãåíà íîïàë³í ñèíòàçè (NOS-
òåðì³íàòîð) [11].

Äëÿ âèÿâëåííÿ ÷àñòèí ãåíåòè÷íî¿ êîí-
ñòðóêö³¿ ó òðàíñãåííèõ ðîñëèí öóêðîâèõ áó-
ðÿê³â âèêîðèñòîâóâàëè ìåòîä ÏËÐ ç ïîäàëü-
øèì åëåêòðîôîðåòè÷íèì ðîçä³ëåííÿì ïðî-
äóêò³â ðåàêö³¿ [12, 13]. Äëÿ äîáîðó ïàðàìåò-
ð³â ÏËÐ, âèçíà÷åííÿ îïòèìàëüíèõ êîíöåí-
òðàö³é êîìïîíåíò³â ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ ñïî-

÷àòêó ïðîâîäèëè ñåð³¿ ìîíîïëåêñíèõ ðåàê-
ö³é, à ïîò³ì íà îñíîâ³ îòðèìàíèõ äàíèõ 
çä³éñíþâàëè äîñë³äæåííÿ ç ðîçðîáëåííÿ 
ìóëüòèïëåêñíî¿ ñèñòåìè.

Ï³äáèðàþ÷è îïòèìàëüí³ óìîâè ïðîâåäåí-
íÿ ÏËÐ, âèçíà÷àëè òàê³ ïàðàìåòðè ðåàêö³¿: 
ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ – êîíöåíòðàö³ÿ 
ïðàéìåð³â, Taq-ïîë³ìåðàçè, Mg2+; ïðîãðàìà 
àìïë³ô³êàö³¿ – òåìïåðàòóðà ã³áðèäèçàö³¿ 
ïðàéìåð³â, òðèâàë³ñòü êîæíîãî êðîêó öèêëó 
àìïë³ô³êàö³¿, ê³ëüê³ñòü öèêë³â, òðèâàë³ñòü 
ïîïåðåäíüî¿ äåíàòóðàö³¿. Äàë³, âèêîðèñòîâó-
þ÷è äàí³, îòðèìàí³ ó ïðîöåñ³ ïðîâåäåííÿ 
ìîíîïëåêñíèõ ðåàêö³é [14], áóâ ï³ä³áðàíèé 
ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ äëÿ ìóëüòèïëåêñ-
íî¿ ÏËÐ ñèñòåìè, ùî çàáåçïå÷óº ñòàá³ëüíå 
íàïðàöþâàííÿ àìïë³êîí³â [15–20].

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ãåíà ñp 4 epsps (ãåí ³í-
òåðåñó), ïðîìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíåòè÷íî¿ 
êîíñòðóêö³¿ (ïðîìîòîð 35S â³ðóñó ìîçà¿êè 
öâ³òíî¿ êàïóñòè) â ðîñëèíàõ öóêðîâèõ áóðÿ-
ê³â ïðîâîäèëè ðåàêö³þ àìïë³ô³êàö³¿ ç ïðàé-
ìåðàìè, ñïåöèô³÷íèìè äî ö³ëüîâèõ ïîñë³-
äîâíîñòåé. ßê âíóòð³øí³é ñòàíäàðò âèêî-
ðèñòîâóâàëè ãåí àöåòîëàêòàòñèíòåòàçè (als) 
öóêðîâèõ áóðÿê³â (òàáë. 1) [6].

Òàáëèöÿ 1
Õàðàêòåðèñòèêà ïðàéìåð³â äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ äîñë³äæóâàíèõ ïîñë³äîâíîñòåé

Ö³ëüîâ³ 
ïîñë³äîâ íîñò³ Ïðàé ìåðè Íóêëåîòèäíà ïîñë³äîâí³ñòü

5’ ……. 3’

Ê³ëü ê³ñòü 
íóêëåîòèä³â, 

ï. í.
CG-ñêëàä, % Òåìïåðà òóðà 

ïëàâëåí íÿ, îÑ

Î÷³êóâàíèé 
ðîçì³ð 

àìïë³êîí³â, ï.í.

35S ïðîìîòîð 35S-1 gcTccTAcAAATgccATcA 19 47 54,5 19535S-2 gATAgTgggATTgTgcgTcA 20 50 57,3

Ãåí ñp 4 epsps pr1 cAccggTCTTTTggAAggTgAAg 23 52 60,5 1132pr2 AAcgAgAcccATAAcgAggAAgc 23 52 59,4

Ãåí als
bvpr1 ggTcAggTTcAgccAcAAAcTc 22 55 57,2

840bvpr2 gAAgAcTcgTTAgcccAAccAAg 23 52 57,9

ÏËÐ ïðîâîäèëè íà àìïë³ô³êàòîð³ TC-Y 
CreaCon (USA). Ðåàêö³éíà ñóì³ø ì³ñòèëà 
100 íã ñóìàðíî¿ ðîñëèííî¿ ÄÍÊ, ñîëüîâèé 
áóôåð (10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 9,0; 50 ìÌ KCl; 
0,01% Òðèòîí Õ-100), 1,5–2,5 ìÌ MgCl

2
; ïî 

200 ìêÌ äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàò³â 
(äÍÒÔ), ïî 0,2–1 ìêÌ êîæíîãî ç ïðàéìåð³â 
òà 1 îäèíèöþ Taq-ïîë³ìåðàçè. Çàãàëüíèé 
îá’ºì ñóì³ø³ ñòàíîâèâ 20 ìêë.

Äëÿ êîæíî¿ ïàðè ïðàéìåð³â çàñòîñîâóâàëè 
òàê³ òåìïåðàòóðíî-÷àñîâ³ ïàðàìåòðè ÏËÐ: 
êðîê 1 (ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ) 95 °Ñ – 2–5 õâ; 
êðîê 2 (íàïðàöþâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ïðîäóê-
ò³â ðåàêö³¿): äåíàòóðàö³ÿ 94–95 °Ñ – 30–60 ñ; 
ã³áðèäèçàö³ÿ ïðàéìåð³â 50–55 °Ñ – 40–60 ñ; 
åëîíãàö³ÿ 72 °Ñ – 30–60 c; ê³ëüê³ñòü öèêë³â 
– 35–40; êðîê 3 (ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ) 72 °Ñ – 
5 õâ.

Ïðîäóêòè ðåàêö³¿ àìïë³ô³êàö³¿ â³çóàë³çó-
âàëè ìåòîäîì åëåêòðîôîðåçó â 1–1,5% àãà-

ðîçíîìó ãåë³ ó 1õ ÒÁÅ (òð³ñ-áîðàòíèé áóôåð-
íèé ðîç÷èí) çà çàãàëüíîïðèéíÿòîþ ìåòîäè-
êîþ ç áðîìèñòèì åòèä³ºì [12, 13]. Åëåêòðî-
ôîðåç ïðîâîäèëè ïðîòÿãîì 30 õâ çà íàïðó-
æåíîñò³ åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ 5 Â/ñì. 

Ðåçóëüòàòè åëåêòðîôîðåòè÷íîãî ðîçïîä³ëó 
ïðîäóêò³â ÏËÐ âèçíà÷àëè ïðè óëüòðàô³îëå-
òîâîìó ñâ³òë³ òà ô³êñóâàëè çà äîïîìîãîþ 
ñèñòåìè äîêóìåíòóâàííÿ ãåë³â, ùî ñêëàäà-
ºòüñÿ ç òðàíñ³ëþì³íàòîðà òà â³äåîñèñòåìè ç 
öèôðîâîþ êàìåðîþ. Ðîçì³ð îòðèìàíèõ ôðàã-
ìåíò³â âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ êîìï’þòåð-
íî¿ ïðîãðàìè Totallab 2.0.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü 
Âñòàíîâëåíî [14], ùî ³äåíòèô³êàö³þ òðàíñ-

ãåííèõ öóêðîâèõ áóðÿê³â òîëåðàíòíèõ äî ä³¿ 
ãë³ôîñàòó, äîö³ëüíî ïðîâîäèòè çà 35S ïðî-
ìîòîðîì, ãåíîì cp 4 epsps òà ãåíîì als (âíóò-
ð³øí³é êîíòðîëü). Êîíöåíòðàö³ÿ îòðèìàíî¿ 
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ÄÍÊ ñòàíîâèëà 180,4–280,4 ìêã/ìë, ïîêàç-
íèêè ÷èñòîòè ïðåïàðàòó ÄÍÊ áóëè â ìåæàõ 
1,75–1,93. Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ñòðóêòóðíèõ 
åëåìåíò³â ãåíåòè÷íî¿ êîíñòðóêö³¿ òà ö³ëüî-
âèõ ãåí³â ç ìåòîþ äîáîðó ãåíîòèï³â, ÿê³ ì³ñ-
òÿòü âñ³ åëåìåíòè êîíñòðóêö³¿, ïðîâîäèëè 
ÏËÐ ç³ ñïåöèô³÷íèìè ïðàéìåðàìè îêðåìî 
äëÿ êîæíî¿ ç äîñë³äæóâàíèõ ïîñë³äîâíîñòåé 

ÄÍÊ. Ó ïîäàëüøîìó öåé ìàòåð³àë âèêîðèñ-
òîâóâàëè äëÿ ðîçðîáëåííÿ ìóëüòèïëåêñíî¿ 
ñèñòåìè.

Ï³ñëÿ ïðîâåäåííÿ åëåêòðîôîðåçó ïðîäóê-
ò³â àìïë³ô³êàö³¿ ï³ä ÓÔ-ñâ³òëîì íà àãàðîç-
íîìó ãåë³ áóëè âèÿâëåí³ àìïë³êîíè ðîçì³-
ðîì 195 ï.í., ùî â³äïîâ³äàþòü ïîñë³äîâíîñò³ 
35S ïðîìîòîðà (ðèñ. 1).

Ðèñ. 1. ²äåíòèô³êàö³ÿ 35S ïðîìîòîðà: Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (GeneRulerTM 100bp); 
1–3 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189; 4–6 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-190; 7–11 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-192; 

12–16 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-216; 17 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (ÄÍÊ íåòðàíñôîðìîâàíîãî ã³áðèäà)

Â³äñóòí³ñòü àìïë³êîí³â íà òðåêó ¹ 17 íå-
ãàòèâíîãî êîíòðîëüíîãî çðàçêà ñâ³ä÷èòü ïðî 
äîñòîâ³ðí³ñòü îòðèìàíèõ äàíèõ òà â³äñóò-
í³ñòü êîíòàì³íàö³¿. Íàÿâí³ñòü àìïë³êîí³â 
ðîçì³ðîì 195 ï.í. íà òðåêàõ ¹ 1, 5–7, 10, 
13–14, ÿê³ â³äïîâ³äàþòü çðàçêàì äîñë³äæó-
âàíî¿ ÄÍÊ ãåíîòèï³â 12-189/1, 12-190/6, 
12-190/7, 12-192/1, 12-192/6, 12-216/2,           
12-216/3, ñâ³ä÷èòü ïðî íàÿâí³ñòü ó öèõ ðîñ-
ëèíàõ 35S ïðîìîòîðó. Â³äñóòí³ñòü àìïë³êî-
íó çàçíà÷åíîãî ðîçì³ðó íà òðåêàõ ¹ 2–4, 
8–9, 11–12, 15–16 ç ïðîäóêòàìè àìïë³ô³êà-
ö³¿ ÄÍÊ ã³áðèä³â 12-189/3, 12-189/5, 12-
190/5, 12-192/2, 12-192/3, 12-192/7 òà çà-
ïèëþâà÷à 12-216/6, 12-216/8, 12-216/9 âêà-
çóº íà òå, ùî ö³ ãåíîòèïè íå ì³ñòÿòü ïðîìî-
òîðíî¿ ä³ëÿíêè àáî âîíà íå ³äåíòèô³êîâàíà.

ÏËÐ-àíàë³ç äîñë³äæóâàíèõ ðîñëèí öóêðî-
âèõ áóðÿê³â ç ìåòîþ ³äåíòèô³êàö³¿ ãåíà, ùî 
çóìîâëþº òîëåðàíòíîñòü äî ä³¿ ãë³ôîñàòó, âèÿ-
âèâ íàÿâí³ñòü àìïë³êîí³â ðîçì³ðó 1132 ï.í., 

ÿê³ â³äïîâ³äàþòü ïîøóêîâ³é ïîñë³äîâíîñò³ ãå-
íà cp 4 epsps (ðèñ. 2).

ßê âèäíî ç ðèñ. 2, ãåí cp 4 epsps áóëî ³äåí-
òèô³êîâàíî â çðàçêàõ 12-189/1, 12-190/7, 
12-192/1, 12-192/6, 12-216/2, 12-216/3,            
12-216/6 íà òðåêàõ ¹ 1, 6–7, 10, 13–15. 
Òðåê ¹ 16, ÿêèé â³äïîâ³äàº çðàçêó íåãàòèâ-
íîãî êîíòðîëþ, íå ì³ñòèòü àìïë³êîí³â, ùî 
ñâ³ä÷èòü ïðî â³äñóòí³ñòü êîíòàì³íàö³¿ òà 
åôåêòèâí³ñòü ïðîâåäåííÿ ÏËÐ. Â³äñóòí³ñòü 
ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ î÷³êóâàíîãî ðîçì³ðó 
íà òðåêàõ ¹ 2–5, 8–9, 11–12, ÿê³ â³äïîâ³äà-
þòü çðàçêàì 12-189/3, 12-189/5, 12-190/5, 
12-190/6, 12-192/2, 12-192/3, 12-192/7,           
12-216/8, âêàçóº íà òå, ùî â öèõ ãåíîòèïàõ 
íàÿâí³ñòü ãåíà ³íòåðåñó íå âñòàíîâëåíî. 

Çíà÷åííÿ òåìïåðàòóð ã³áðèäèçàö³¿ ð³çíè-
ëèñÿ äëÿ ð³çíèõ ïðàéìåð³â: 50 °Ñ äëÿ âèÿâ-
ëåííÿ ãåíà âíóòð³øíüîãî êîíòðîëþ (ãåí als) 
[14] òà 55 °Ñ – äëÿ ïðàéìåð³â, ÿê³ äàþòü çìî-
ãó ³äåíòèô³êóâàòè ïîñë³äîâíîñò³ 35S ïðîìî-

Ðèñ. 2. ²äåíòèô³êàö³ÿ ãåíà ñp 4 epsps: Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (GeneRulerTM 100 bp Plus 
DNA Ladder); 1–3 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189; 4–6 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-190; 7–11 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-192; 

12–15 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-216; 16 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (ÄÍÊ íåòðàíñôîðìîâàíîãî ã³áðèäà)
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Ñåëåêö³ÿ òà íàñ³ííèöòâî

òîðó òà ãåíà ³íòåðåñó (ãåíà cp 4 epsps), òîìó 
äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ãåíà àöåòîëàêòàò ñèíòàçè 
öóêðîâèõ áóðÿê³â ÏËÐ ïðîâîäèëè, âèêîðèñ-
òîâóþ÷è òåðìîöèêëè ç òåìïåðàòóðîþ ã³áðè-
äèçàö³¿ 55 °Ñ. Ó ðåçóëüòàò³ åëåêòðîôîðåçó â 
àãàðîçíîìó ãåë³ áóëè âèÿâëåí³ àìïë³êîíè 
ðîçì³ðîì 840 ï.í., ùî â³äïîâ³äàþòü ïîñë³-
äîâíîñò³ ãåíà âíóòð³øíüîãî êîíòðîëþ òà çá³-
ãàþòüñÿ ç ôðàãìåíòàìè, ÿê³ áóëè îòðèìàí³ 
çà äîïîìîãîþ àìïë³ô³êàö³¿ ç äàíèìè ïðàé-
ìåðàìè çà òåìïåðàòóðè ã³áðèäèçàö³¿ 50 °Ñ 
(ðèñ. 3).

Ðèñ. 3. ²äåíòèô³êàö³ÿ ãåíà als: Ì – ìàðêåð 
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder); 
1 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189/1 (òåìïåðàòóðà ã³áðèäèçàö³¿ 

50 °Ñ); 2 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189/1 (òåìïåðàòóðà 
ã³áðèäèçàö³¿ 55 °Ñ); 3 – ÄÍÊ íåòðàíñôîðìîâàíîãî 

ã³áðèäà (òåìïåðàòóðà ã³áðèäèçàö³¿ 55 °Ñ); 
4 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü âèä³ëåííÿ ÄÍÊ

Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü îòðèìàíî àìïë³-
êîíè î÷³êóâàíîãî ðîçì³ðó íà òðåêàõ, ùî â³ä-
ïîâ³äàþòü çðàçêàì, àìïë³ô³êàö³þ ÄÍÊ ÿêèõ 
ïðîâîäèëè çà òåìïåðàòóðè ã³áðèäèçàö³¿ 55 °Ñ. 
Ó ïðîâåäåíèõ ìîíîïëåêñíèõ ðåàêö³ÿõ äëÿ 
³äåíòèô³êàö³¿ ãåíà als ï³äâèùåííÿ òåìïåðà-
òóðè íà 5 °Ñ íå âïëèíóëî íà ìîæëèâ³ñòü âè-
çíà÷åííÿ ãåíà âíóòð³øíüîãî êîíòðîëþ öóê-
ðîâèõ áóðÿê³â, îñê³ëüêè ðîçì³ðè àìïë³êîí³â 
çá³ãàëèñü çà îäíàêîâèõ ³íøèõ ïàðàìåòð³â 
ðåàêö³¿ òà êîíöåíòðàö³¿ êîìïîíåíò³â. Ó ðàç³ 
çàñòîñóâàííÿ ÿê ìàòðèö³ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ 
ÄÍÊ íåòðàíñôîðìîâàíîãî ã³áðèäà ç òåìïåðà-
òóðîþ ã³áðèäèçàö³¿ ïðàéìåð³â 55 °Ñ áóëè 
îòðèìàí³ àìïë³êîíè ðîçì³ðîì 840 ï.í., ùî 
ñâ³ä÷èòü ïðî âèñîêó êîíñåðâàòèâí³ñòü ö³º¿ 
ïîñë³äîâíîñò³ òà ìîæëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ ¿¿ 
â ìóëüòèïëåêñí³é ðåàêö³¿. Â³äñóòí³ñòü ïðî-
äóêò³â ðåàêö³¿ íà òðåêó íåãàòèâíîãî êîíòðî-
ëþ (¹ 4) ñâ³ä÷èòü ïðî äîñòîâ³ðí³ñòü îòðèìà-
íèõ äàíèõ, â³äñóòí³ñòü êîíòàì³íàö³¿ ïðè âè-
ä³ëåíí³ ÄÍÊ òà ÷³òêîãî äîòðèìàííÿ ïðîöåäó-
ðè ïðèãîòóâàííÿ ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ òà ïðî-
âåäåííÿ ðåàêö³¿ àìïë³ô³êàö³¿.

Àíàë³ç äàíèõ, îòðèìàíèõ çà ðåçóëüòàòàìè 
ïðîâåäåíèõ ÏËÐ, äàâ ìîæëèâ³ñòü âèçíà÷è-
òè îïòèìàëüí³ ïàðàìåòðè ðîáîòè ðîçðîáëå-

íî¿ ìóëüòèïëåêñíî¿ òåñò-ñèñòåìè: êðîê 1 
(ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ) 95 °Ñ – 3 õâ; êðîê 
2 (íàïðàöþâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ïðîäóêò³â ðå-
àêö³¿): äåíàòóðàö³ÿ 95 °Ñ – 45 ñ; ã³áðèäèçà-
ö³ÿ ïðàéìåð³â 55 °Ñ – 50 ñ; åëîíãàö³ÿ 72 °Ñ 
– 1 õâ; ê³ëüê³ñòü öèêë³â – 40; êðîê 3 (ê³íöå-
âà åëîíãàö³ÿ) 72 °Ñ – 6 õâ.

Ä³àïàçîí ðîáî÷èõ êîíöåíòðàö³é Mg2+ ñòà-
íîâèòü 0,5–5,0 ìÌ, îñê³ëüêè ï³äâèùåíà êîí-
öåíòðàö³ÿ, íàïðèêëàä, 10 ìÌ, ³íã³áóº ïîë³-
ìåðàçó íà 40–50% [12]. Ç³ çá³ëüøåííÿì êîí-
öåíòðàö³¿ Mg2+ ï³äâèùóºòüñÿ òåìïåðàòóðà 
äåíàòóðàö³¿ ÄÍÊ, çá³ëüøóºòüñÿ ê³ëüê³ñòü 
ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿, ïðîòå ³ñòîòíî çíè-
æóºòüñÿ ñïåöèô³÷í³ñòü ðåàêö³¿, ùî ïðèçâî-
äèòü äî óòâîðåííÿ áåçë³÷³ íåñïåöèô³÷íèõ 
ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿. Òàêèì ÷èíîì, îïòè-
ìàëüíó êîíöåíòðàö³þ ³îí³â Mg2+ äîáèðàëè 
åêñïåðèìåíòàëüíî, âðàõîâóþ÷è îñîáëèâîñò³ 
ïîñë³äîâíîñòåé ìàòðèö³ òà ïðàéìåð³â, ä³àïà-
çîí êîíöåíòðàö³é ñòàíîâèâ 1,5–2,5 ìÌ MgCl

2
.

Ä³àïàçîí êîíöåíòðàö³¿ äÍÒÔ äëÿ ïðîâåäåí-
íÿ ÏËÐ ñòàíîâèòü â³ä 50 äî 500 ìêÌ. Ó äîñ-
ë³äæåííÿõ ï³ä ÷àñ ðîçðîáëåííÿ ìóëüòèïëåê-
ñíî¿ ñèñòåìè äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ òðàíñãåííèõ 
öóêðîâèõ áóðÿê³â êîíöåíòðàö³ÿ äÍÒÔ ñòàíî-
âèëà 200 ìêÌ. Òàêî¿ ê³ëüêîñò³ äîñòàòíüî äëÿ 
àìïë³ô³êàö³¿ îäíî÷àñíî òðüîõ ôðàãìåíò³â 
ÄÍÊ ç âèñîêîþ òî÷í³ñòþ ñèíòåçó. Ç³ çá³ëüøåí-
íÿì ê³ëüêîñò³ äÍÒÔ ó äîñë³äæåííÿõ ñïîñòåð³-
ãàëàñü íàÿâí³ñòü íåñïåöèô³÷íèõ ôðàãìåíò³â 
àìïë³ô³êàö³¿. Òîìó â ïðîöåñ³ ïðîâåäåííÿ 
ìóëüòèïëåêñíî¿ ðåàêö³¿ äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ö³-
ëüîâèõ ïîñë³äîâíîñòåé ç ìåòîþ âèçíà÷åííÿ 
òðàíñãåííèõ ðîñëèí öóêðîâèõ áóðÿê³â ï³äâè-
ùóâàòè êîíöåíòðàö³þ äÍÒÔ º íåäîö³ëüíèì.

Îñê³ëüêè äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ö³ëüîâèõ ïîñ-
ë³äîâíîñòåé ó ïðîöåñ³ ïðîâåäåííÿ ìîíîïëåê-
ñíèõ ðåàêö³é êîíöåíòðàö³¿ ïðàéìåð³â, äÍÒÔ 
òà ³îí³â Mg2+ áóëè ð³çíèìè, òî äëÿ ïðîâåäåí-
íÿ ìóëüòèïëåêñíî¿ ðåàêö³¿ â ïðîöåñ³ ðîáîòè 
áóëè ï³ä³áðàí³ îïòèìàëüí³ êîíöåíòðàö³¿ 
êîì ïîíåíò³â äëÿ âèÿâëåííÿ òðàíñãåííèõ 
öóêðîâèõ áóðÿê³â, òîëåðàíòíèõ äî ãë³ôîñà-
òó (òàáë. 2). Îá’ºì ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ ñòàíî-
âèâ 20 ìêë.

Íàñòóïíèì åòàïîì ó äîñë³äæåííÿõ áóëî 
âèçíà÷åííÿ îïòèìàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ ìàòðèö³ 
ÄÍÊ äëÿ åôåêòèâíî¿ îö³íêè òðàíñãåííèõ 
ðîñëèí öóêðîâèõ áóðÿê³â çà íàÿâí³ñòþ ñïå-
öèô³÷íèõ ïîñë³äîâíîñòåé. Äëÿ ïðîâåäåííÿ 
ìóëüòèïëåêñíî¿ ðåàêö³¿ âèêîðèñòîâóâàëè 
ñóìàðíó ÄÍÊ, îòðèìàíó ç òðàíñãåííî¿ ðîñ-
ëèíè öóêðîâèõ áóðÿê³â ç ð³çíîþ êîíöåíòðà-
ö³ºþ. Ïðåïàðàòè ÄÍÊ òåñòóâàëè ï³ñëÿ ñåð³¿ 
ïîñë³äîâíèõ ðîçâåäåíü: 50 íã, 100 íã, 150 íã, 
200 íã. Ï³ñëÿ ïðîõîäæåííÿ ÏËÐ ïðîâîäèëè 
åëåêòðîôîðåç â 1% àãàðîçíîìó ãåë³ (ðèñ. 4).
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Ì        1            2            3          4 



67ISSN 2518-1017  Plant Varieties Studying and protection, 2016, No 4 (33)

Breeding and seed production

Çà âèêîðèñòàííÿ â ìóëüòèïëåêñíèõ ðåàêö³-
ÿõ ð³çíî¿ ê³ëüêîñò³ ìàòðèö³ ÄÍÊ íà åëåêòðî-
ôîðåãðàì³ çàçíà÷åíî ð³çíó ³íòåíñèâí³ñòü ñèã-
íàë³â àìïë³êîí³â ÄÍÊ íà òðåêàõ, ÿê³ â³äïî-
â³äàþòü äîñë³äæóâàíèì çðàçêàì. Öå ñâ³ä÷èòü 
ïðî ð³çíó ê³ëüê³ñòü îòðèìàíèõ ïðîäóêò³â àìï-
ë³ô³êàö³¿. Ïðè çàñòîñóâàíí³ â ÏËÐ 50 íã ÄÍÊ 
â³äáóâàëîñü íàïðàöþâàííÿ íåâåëèêî¿ ê³ëüêîñ-
ò³ ïðîäóêò³â ðåàêö³¿, ïðî ùî ñâ³ä÷èòü ìåíø 
³íòåíñèâíèé ñèãíàë íà òðåêó, ùî â³äïîâ³äàº 
öüîìó çðàçêó. Ï³ñëÿ çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ ìàò-
ðèö³ äî 100 íã òà 150 íã áóëî îòðèìàíî äîñ-
òàòíþ ê³ëüê³ñòü ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿, ùî 
äàº ìîæëèâ³ñòü âñòàíîâèòè íàÿâí³ñòü ö³ëüî-
âèõ ïîñë³äîâíîñòåé â öèõ çðàçêàõ. Íà òðåêó, 
ÿêèé â³äïîâ³äàº çðàçêó, â ÿêîìó áóëî âèêî-
ðèñòàíî 200 íã äîñë³äæóâàíî¿ ÄÍÊ, çàô³êñî-
âàíî íàÿâí³ñòü íåâåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ íåñïåöè-
ô³÷íèõ ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ðîçì³ðàìè â³ä 
200 äî 800 ï.í. òà çíà÷íå ïåðåâàíòàæåííÿ íó-
êëå¿íîâèìè êèñëîòàìè. Îòæå, äëÿ ³äåíòèô³-
êàö³¿ åëåìåíò³â òðàíñãåííî¿ êîíñòðóêö³¿ â ðîñ-
ëèíàõ öóêðîâèõ áóðÿê³â çà âèêîðèñòàííÿ ðîç-

ðîáëåíîãî ìóëüòèïëåêñíîãî ï³äõîäó äîö³ëüíî 
çàñòîñîâóâàòè 100–150 íã ñóìàðíî¿ ÄÍÊ íà 
îäíó ðåàêö³þ. Ïðèéíÿòíèì òàêîæ º ³ 50 íã, 
ïðîòå ³ñíóº éìîâ³ðí³ñòü îòðèìàííÿ õèáíî íå-
ãàòèâíèõ ðåçóëüòàò³â âíàñë³äîê íåâåëèêî¿ 
ê³ëüêîñò³ ìàòðèö³ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿.

Âèñíîâêè
Òàêèì ÷èíîì, ðîçðîáëåíà ìóëüòèïëåêñíà 

ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ³ç ñèñòåìîþ 
ïðàéìåð³â, ãîìîëîã³÷íèõ äî ïîñë³äîâíîñòåé 
35S ïðîìîòîðà, ãåíà ñp 4 epsps òà ãåíà âíóò-
ð³øíüîãî êîíòðîëþ öóêðîâèõ áóðÿê³â (als), 
äàº çìîãó ì³í³ì³çóâàòè ê³ëüê³ñòü ðåàêòèâ³â 
òà ðîñëèííîãî ìàòåð³àëó äëÿ ïðîâåäåííÿ àíà-
ë³çó, à òàêîæ çìåíøèòè ÷àñ äëÿ äîñë³äæåíü 
âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ çðàçê³â. Äëÿ ïðîâåäåííÿ 
ìóëüòèïëåêñíî¿ ÏËÐ ç âèçíà÷åííÿ òîëåðàíò-
íèõ äî ä³¿ ãë³ôîñàòó öóêðîâèõ áóðÿê³â ðåàê-
ö³éíà ñóì³ø ìàº ì³ñòèòè (ê³íöåâ³ êîíöåíòðà-
ö³¿): ïðàéìåðè äî 35S ïðîìîòîðó – ïî 0,5 ìêÌ, 
ïðàéìåðè äî ãåíà ñp 4 epsps – ïî 1 ìêÌ; äî 
ãåíà als – ïî 0,2 ìêÌ; äÍÒÔ – 200 ìêÌ; 

Òàáëèöÿ 2
Ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ ÏËÐ ìóëüòèïëåêñíî¿ àìïë³ô³êàö³éíî¿ ñèñòåìè

Ö³ëüîâ³ 
ïîñë³äîâíîñò³

Ïðàéìåðè Êîíöåíòðàö³ÿ êîìïîíåíò³â ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³

ïîçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³ÿ, ìêÌ äÍÒÔ, ìêÌ ñîëüîâèé 
áóôåð* MgÑl

2
, ìÌ Taq-ïîë³ìåðàçà

35S ïðîìîòîð 35S-1 0,5

200 1 Õ 2 1 îä.

35S-2 0,5

Ãåí ñp 4 epsps
pr1 1
pr2 1

Ãåí als
bvpr1 0,2
bvpr2 0,2

* Ñîëüîâèé áóôåð ìàº òàêèé ñêëàä òà ê³íöåâó êîíöåíòðàö³þ êîìïîíåíò³â: (10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 9,0; 
50 ìÌ KCl; 0,01% Òðèòîí Õ-100).

Ðèñ. 4. Åëåêòðîôîðåãðàìà ìóëüòèïëåêñíî¿ ÏËÐ ç âèçíà÷åííÿ ãåí³â ñp 4 epsps, als òà 35S ïðîìîòîðà. 
Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder); 1–4 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189/1 (ðîçâåäåííÿ 
50 íã; 100 íã; 150 íã; 200 íã â³äïîâ³äíî); 5–7 – ÄÍÊ ã³áðèäà 12-189/1 (ìîíîïëåêñè); 8 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü 

(ÄÍÊ íåòðàíñôîðìîâàíîãî ã³áðèäà)

200 ï.í.

800 ï.í.

1200 ï.í.

840 ï.í.
195 ï.í.

1132 ï.í.

Ì                1               2               3               4               5               6                7               8  
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Ñåëåêö³ÿ òà íàñ³ííèöòâî

1Õñîëüîâèé áóôåð; 2 ìÌ MgÑl
2
; 1 îä. Taq-

ïîë³ìåðàçà, à òàêîæ òàê³ çíà÷åííÿ òåìïåðà-
òóðíèõ ðåæèì³â: êðîê 1 (ïî÷àòêîâà äåíàòó-
ðàö³ÿ) 95 °Ñ – 3 õâ; êðîê 2 (íàïðàöþâàííÿ 
ñïåöèô³÷íèõ ïðîäóêò³â ðåàêö³¿): äåíàòóðàö³ÿ 
95 °Ñ – 45 ñ; ã³áðèäèçàö³ÿ ïðàéìåð³â 55 °Ñ – 
50 ñ; åëîíãàö³ÿ 72 °Ñ – 1 õâ; ê³ëüê³ñòü öèêë³â 
– 40; êðîê 3 (ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ) 72 °Ñ – 6 õâ.

Ðîçðîáëåíèé ï³äõ³ä äî ³äåíòèô³êàö³¿ åëå-
ìåíò³â òðàíñãåííî¿ êîíñòðóêö³¿, ³íòåãðàö³ÿ 
ÿêî¿ â ãåíîì öóêðîâèõ áóðÿê³â çàáåçïå÷óº 
òîëåðàíòí³ñòü äî ä³¿ ãë³ôîñàòó, äàñòü ìîæëè-
â³ñòü ïðîâîäèòè ³íäèâ³äóàëüíó îö³íêó ñå-
ëåêö³éíîãî ìàòåð³àëó öóêðîâèõ áóðÿê³â ç 
ìåòîþ îòðèìàííÿ ã³áðèä³â ç³ ñòàá³ëüíèì ð³â-
íåì åêñïðåñ³¿ òðàíñãåíà.
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Öåëü. Ñîçäàòü ìóëüòèïëåêñíóþ ñèñòåìó äëÿ èäåíòè-
ôèêàöèè òîëåðàíòíîé ê ãëèôîñàòó ñàõàðíîé ñâåêëû ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ. Ìåòîäû. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû 
àíàëèçà íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ðåçóëüòàòû. Ïðèâåäåíû 
ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïî îïðåäåëåíèþ ïàðàìåòðîâ 
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) äëÿ ðàçðàáîòêè 
ìóëüòèïëåêñíîé ñèñòåìû ïî èäåíòèôèêàöèè ñòðóêòóðíûõ 
ýëåìåíòîâ òðàíñãåííîé êîíñòðóêöèè ñ ãåíîì ñp 4 epsps, 
÷òî îáåñïå÷èâàåò òîëåðàíòíîñòü ê ãëèôîñàòó. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ àìïëèêîíîâ öåëåâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ îïðå-
äåëåíû ñëåäóþùèå çíà÷åíèÿ òåìïåðàòóðíûõ ðåæèìîâ 
ÏÖÐ: øàã 1 (íà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ) 95 °Ñ – 3 ìèí; øàã 2
(íàðàáîòêà ñïåöèôè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè): äåíàòó-
ðàöèÿ 95 °Ñ – 45 ñ; ãèáðèäèçàöèÿ ïðàéìåðîâ 55 °Ñ – 50 ñ; 
ýëîíãàöèÿ 72 °Ñ – 1 ìèí; êîëè÷åñòâî öèêëîâ – 40; øàã 3 
(êîíå÷íàÿ ýëîíãàöèÿ) 72 °Ñ – 6 ìèí. Ïðîâåäåíà ñåðèÿ 
ÏÖÐ ñ öåëüþ ïîäáîðà îïòèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ìàòðè-
öû ÄÍÊ äëÿ ýôôåêòèâíîé îöåíêè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé 
ñàõàðíîé ñâåêëû ïî íàëè÷èþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé. Âûâîäû. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè òðàíñãåííîé 
ñàõàðíîé ñâåêëû, òîëåðàíòíîé ê âîçäåéñòâèþ ãëèôîñàòà, 
öåëåñîîáðàçíî îïðåäåëÿòü â îòäåëüíûõ ãåíîòèïàõ 35S 

ïðîìîòîð è ãåí cp 4 epsps. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ïîäáîðå 
òåìïåðàòóðíûõ ïàðàìåòðîâ ìóëüòèïëåêñíîé ðåàêöèè íà 
èäåíòèôèêàöèþ ãåíà als íå âëèÿëî óâåëè÷åíèå òåìïå-
ðàòóðû ãèáðèäèçàöèè ïðàéìåðîâ íà 5 °Ñ, ÷òî ïîçâîëèëî 
âêëþ÷èòü ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû äëÿ îïðåäåëåíèÿ 
ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî êîíò-
ðîëÿ. Ïî ðåçóëüòàòàì ïðîáíûõ ìóëüòèïëåêñíûõ ðåàêöèé 
îïðåäåëåíû êîíöåíòðàöèè äÍÒÔ (äåçîêñèíóêëåîòèäòðè-
ôîñôàòîâ) è èîíîâ Mg2+, êîòîðûå ïîçâîëèëè èñêëþ÷èòü 
âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ ôðàãìåíòîâ 
è ëîæíîîòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ. Îïðåäåëåíî îïòè-
ìàëüíîå êîëè÷åñòâî ìàòðèöû ÄÍÊ (100–150 íã) äëÿ ýô-
ôåêòèâíîé îöåíêè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñàõàðíîé ñâåê-
ëû ïî íàëè÷èþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. 
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ðàçðàáîòàòü ìóëüòè-
ïëåêñíóþ òåñò-ñèñòåìó äëÿ èäåíòèôèêàöèè òðàíñãåííîé 
ñàõàðíîé ñâåêëû, òîëåðàíòíîé ê âîçäåéñòâèþ ãëèôîñàòà, 
ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ìîæíî îäíîâðåìåííî îïðåäåëèòü 
35S ïðîìîòîð, ãåí cp 4 epsps è ãåí als â êà÷åñòâå âíóòðåí-
íåãî êîíòðîëÿ ðåàêöèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãåí cp 4 epsps, 35S ïðîìîòîð, òðàíñ-
ãåííàÿ ñàõàðíàÿ ñâåêëà, ïàðàìåòðû àìïëèôèêàöèè.
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Purpose. To create a multiplex system for identification 
glyphosate-tolerant sugar beet by using PCR. Methods. Mo-
lecular genetic analysis. Results. The article presents the 
results of studies to determine the parameters of the poly-
merase chain reaction (PCR) in order to develop a multiplex 
system for identification of the structural elements of the 
design of transgenic gene cp 4 epsps, which provides tole-
rance to glyphosate. For amplicon target DNA sequences, 
the following values of temperature conditions of PCR were 
determined: step 1 (initial denaturation) 95 °C – 3 min; 
step 2 (specific reaction products accumulation): denatur-
ation 95 °C – 45 s; hybridization of primers 55 °C – 50 s; 
elongation 72 °C – 1 min; number of cycles – 40; step 3 
(final elongation) 72 °C – 6 min. A series of PCR were car-
ried out for the purpose of selecting the optimal amount of 
DNA matrix for efficient estimate of transgenic sugar beet 
plants for the presence of specific sequences. Conclusions. 
To identify transgenic glyphosate-tolerant sugar beet, it is 
advisable to determine 35S promoter and gene cp 4 epsps in 

individual genotypes. It was found that during the selection 
of temperature parameters of multiplex reaction a 5 °C rise 
in primer hybridization temperature did not affect the iden-
tification of gene als that allowed to include specific prim-
ers for determination of this sequence as an internal control. 
Based on the results of test multiplex reactions, concentra-
tions of dNTPs and Mg2+ ions were determined that allowed 
to exclude the possibility of non-specific fragments and 
false-negative results. The optimum amount of matrix DNA 
(100–150 ng) for an efficient estimate of transgenic sugar 
beet plants for the presence of specific sequences was de-
termined. Obtained results allowed to develop a multiplex 
test system for identification of transgenic glyphosate-to-
lerant sugar beet which can be used for simultaneous deter-
mination of the 35S promoter, cp 4 epsps gene and als gene 
as an internal reaction control.

Keywords: gene cp 4 epsps, 35S promoter, the transgenic 
sugar beet, amplification parameters.

Íàä³éøëà 19.10.2016

UDC 633.63/577.213.3
Prysiazhniuk, L. M.*, Shytikova, Yu. V., & Volchkov, O. O. (2016). Development of multiplex PCR system for 

identification of glyphosate-tolerant sugar beet. Sortovivčennâ ohor. prav sorti roslin [Plant Varieties Studying 
and Protection], 4, 63–70. http://dx.doi.org/10.21498/2518-1017.4(33).2016.88686

Ukrainian Institute for Plant Variety Examination, 15 Henera Rodymtseva Str., Kyiv, 03041, Ukraine, *e-mail: prysiazhniuk_l@ukr.net


