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(Brassica napus L.)
Наведено результати молекулярно-біологічних досліджень з апробації та оцінки мульти-
плексних тест-систем для ідентифікації генетично модифікованих організмів (ГМО) за до-
помогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) у реальному часі. Для виявлення генетичних 
модифікацій у рослинах родини хрестоцвітих (Brassicaceae) недостатнім є скринінг основних 
регуляторних послідовностей, оскільки в генно-інженерних маніпуляціях використовується 
35S промотор ДНК-умісного вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV), наявність якого в 
досліджуваному матеріалі може призвести до отримання хибно позитивних результатів.
Досліджено доцільність тесту на наявність ДНК-вірусу CaMV та аналізу скринінгових 
послідовностей генів інтересу для їхнього використання під час аналізу досліджуваних 
зразків насіння ріпака (Brassica napus L.).
Встановлено, що аналіз наявності / відсутності CaMV за позитивного результату по 35S 
промотору не дає вичерпної відповіді стосовно відсутності ГМО у досліджуваному зразку. 
Обґрунтовано доцільність скринінгу ГМО у насінному матеріалі ріпака проводити за NOS 
термінатором і генами інтересу.
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Вступ. В умовах значного 
поширення біотехнологічних 
культур необхідним є контроль 
наявності генетично модифіко-
ваних організмів (ГМО) серед 
насінного матеріалу, оскільки 
виникає ризик забруднення 
посівів сільськогосподарських 
культур, отриманих з викорис-
танням як класичних методів 
селекції, так і генної інженерії 
[1]. Зокрема це стосується пе-
рехреснозапильних культур та-
ких, як кукурудза та ріпак.
Ріпак є основною олійною 

культурою у багатьох країнах 
світу, яка на сьогодні посідає 
третє місце після сої культурної 

та бавовнику і друге за вало-
вим виробництвом олії. Селек-
ція ріпака ведеться за двома 
основними напрямами: зни-
ження вмісту глюкозинолатів, 
оптимізація співвідношення 
жирних кислот і підвищення 
вмісту ерукової або лаурино-
вої кислот [2]. З розвитком тех-
нологій генної інженерії були 
створені сорти ріпака, що ха-
рактеризуються стійкістю про-
ти гербіцидів широкого спек-
тра дії, шкідників та пониженої 
температури, мають модифіко-
ваний жирнокислотний склад 
олії, здатність до продукування 
фармакологічних білків та си-

ровини для виробництва біо-
деградуючих полімерів, а та-
кож несуть ознаку чоловічої 
стерильності. Зі створенням 
таких культур виникла необхід-
ність у розробці методів для їх-
нього скринінгу.
Загальноприйнята схема

виявлення й ідентифікації 
ГМО включає наступні етапи: 
1) первинний скринінг насін-
ного матеріалу, 2) аналіз на-
явності зареєстрованих ГМО, 
3) кількісне визначення ГМО. 
Як скринінгові послідовності 
ГМО зазвичай використовують 
35S промотор та NOS терміна-
тор Agrobacterium tumefaciens, 
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оскільки вони входять до скла-
ду більш ніж 80% ГМО [3, 4]. 
Однак скринінг за 35S промо-
тором не підходить для ріпака, 
оскільки цей промотор взято 
з ДНК-умісного вірусу мозаї-
ки цвітної капусти (Caulifl ower 
mosaic virus – CaMV), який має 
здатність уражувати представ-
ників родини хрестоцвітих. От-
же, під час проведення дослі-
джень на вміст ГМО у зразках 
ріпака надзвичайно великий 
ризик отримання хибних по-
зитивних результатів. Мінімізу-
вати ризик можна двома шля-
хами: або не використовувати 
у тесті 35S промотор CaMV, або 
для позитивних за цим промо-
тором зразків використовувати 
додатковий тест на наявність 
ДНК-вірусу CaMV. 
Метою нашої роботи було 

дослідити доцільність тесту на 
наявність ДНК-вірусу CaMV та 
проаналізувати інші послідов-
ності для використання їх як 
скринінгові, під час аналізу на-
сінних зразків ріпака.
Методи досліджень. В 

Україні затверджено ряд нор-
мативних документів і мето-
дик, що забезпечують прове-
дення досліджень з виявлення 
та ідентифікації ГМО. Зокрема 
розроблено державні стандар-
ти України для етапів відбору 
проб, виділення ДНК, скринінгу 
ГМО [5, 6, 7, 8]. За ідентифікації 
ГМО у рослинному матеріалі 
виділяють наступні етапи:

- виділення ДНК з досліджу-
ваного зразка;

- скринінг на наявність ГМО;
- перевірка позитивних за 

35S промотором і NOS термі-
натором зразків на наявність 
CaMV i A. tumefaciens;

- ідентифікація ГМО.
Виділення ДНК. Першим 

етапом аналізу на наявність 
ГМО у рослинному матеріа-
лі з допомогою ПЛР є виді-

лення ДНК. Для отримання 
високоочищеної нуклеїнової 
кислоти, що не містить інгібу-
ючих домішок, необхідно ви-
користовувати найоптималь-
ніші методи [1]. Для виділення 
ДНК з насіння ріпака відбира-
ли 1000 насінин й розмелю-
вали на муку. Для подальших 
маніпуляцій використовували 
по 100 мг зразка. Виділення 
ДНК проводили з викорис-
танням катіонного детергенту 
бромід цетилтриметиламо-
нію (cetyltrimethylammonium 
bromide, ЦТАБ) із сорбентом 
[6, 8]. Для отриманих зразків 
ДНК визначали концентрацію 
та ступінь очистки на спектро-
фотометрі, використовуючи 
ТЕ-буфер для калібрування.
Скринінг генетично моди-

фікованих організмів. З метою 
виявлення ГМО у зразках ріпа-
ка використовується три муль-
типлексні тест-системи. 
Перша містила праймери 

та флуоресцентні зонди для 
виявлення специфічного ге-
на рослин, 35S промотору та 
NOS термінатора («Растение / 
35S / NOS скрининг», Синтол, 
Російська Федерація). Дана 
тест-система призначена для 
виявлення ГМО рослинного 
походження у продуктах харчу-
вання, сировині та кормах для 
тварин методом ПЛР у реаль-
ному часі та рекомендована 
для використання при аналі-
зі будь-яких зразків, зокрема і 
багатокомпонентних, дає змогу 
встановити наявність можли-
вих ліній ГМО без їх ідентифі-
кації.
Друга тест-система місти-

ла праймери та флуоресцентні 
зонди для виявлення специ-
фічного гена рослин та CaMV 
(«АмплісенсСенс® CamV-FL», 
АмплісенсСенс®, Російська Фе-
дерація). Набір реагентів, при-
значений для виявлення ДНК 

CaMV у продуктах харчуван-
ня і кормах, методом ПЛР з 
гібридизаційно-флуоресцентною 
детекцією. Використання да-
ного тестового набору сприяє 
отриманню інформації про по-
ходження ДНК 35S промото-
ру, що наявний у зразку, який 
може бути як вірусним, так і 
трансгенним.
Тест-система «ГМО рапс 

скрининг» (Синтол, Росій-
ська Федерація) містить 
праймери до структурно-
го гена ріпака CruA, NOS 
термінатора, генів фосфінотрі-
цин N-ацетилтрансферази із 
Streptomyces viridochromogenes 
(Pat) та 5-енолпірувілшикімат-
3-фосфат синтетази (cp4 EPSPs), 
використовується для іденти-
фікації генетичних модифіка-
цій ріпака шляхом визначення 
характерних послідовностей 
ДНК-методом ПЛР у реально-
му часі й рекомендована ви-
робником для аналізу рослин 
або насіння ріпака. Аналіз ви-
значає більшість з комерційно 
зареєстрованих ліній ріпака 
без їхньої детальної ідентифі-
кації. 
Перша та друга тест-системи 

передбачають використання 
внутрішнього контролю ре-
акції, що дає можливість ви-
явити присутність речовин, які 
інгібують реакцію для третьої 
тест-системи, контроль можна 
здійснити за специфічним ге-
ном рослин. ПЛР проводили 
згідно з інструкцією вироб-
ників в ампліфікаторі iQТМ5 
Optical Module (Bio-Rad, США), 
включаючи негативний конт-
роль виділення ДНК з наступ-
ними параметрами (табл.).
Результати досліджень. У 

процесі роботи проаналізо-
вано кожен етап ідентифіка-
ції ГМО в насінному матеріалі. 
Для отриманих препаратів ДНК 
з використанням ЦТАБ-методу 
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Таблиця

Параметри ампліфікації зразків ріпака 

Назва тест-системи Початкова 
денатурація Денатурація

Гібридизація 
праймерів 
та детекція 
продуктів 
реакції

Кількість 
циклів

«Растение / 35S / NOS 
скрининг» 95°С, 5 хв. 95°С, 15 с 59°С, 40 с 45

«Ампл і с ен сСен с® 
CamV-FL» 95°С, 15 хв. 95°С, 15 с 59°С, 60 с 42

«ГМ рапс скрининг» 95°С, 5 хв. 95°С, 15 с 61°С, 40 с 45

і сорбенту визначали ступінь 
очистки та концентрацію на 
спектрофотометрі, використо-
вуючи ТЕ-буфер з метою калі-
брування. Концентрація ДНК, 
виділеної зі зразків насіння 
ріпака, знаходилась у межах 
150–270 мг/мл, при цьому спів-
відношення А260/А280 було 
1,7–1,8.
Реакцію ампліфікації здій-

снювали з використанням трьох 
різних комерційних наборів з 
метою виявлення ГМО у зраз-
ках ріпака та оцінки можливих 
ризиків за отримання хибно по-
зитивних результатів.
Результатом ПЛР-аналізу у 

реальному часі є графік флю-
оресценції досліджуваних 
зразків і цифрові дані порів-
няння графіків накопичення 
ДНК. У результаті проведених 
досліджень виявлено, що для 
зразків насіння ріпака харак-
терна наявність сигналу за 
флуоресцентною пробою 35S 
промотору. Стосовно до схеми 
проведення аналізів на вміст 
ГМО в рослинному матеріалі, 
наступним кроком є аналіз на 
наявність CaMV, причому за 
умови виявлення ДНК CaMV 
досліджувані зразки розціню-
ються як негативні. Однак, на 
наш погляд, така схема аналі-
зу не є достатньою, оскільки 
результати якісного аналізу 
будуть однаковими для зраз-
ків, що містять лише CaMV, і 
для зразків, що містять гене-

тично модифіковані організми 
і CaMV. Так було досліджено 
зразки ріпака, що мали по-
зитивний сигнал лише по 35S 
промотору на вміст CaMV 
(рис. 1). Зразки, для яких не 
виявлено позитивного сигна-
лу по CaMV, розцінювались як 
такі, що містять ГМО та в по-
дальших дослідженнях не ви-
користовувались.
У тест-системі, з використан-

ням якої отримані дані резуль-
тати, барвником JOE промар-
ковано зонд до структурного 
гена ріпака, а барвником ROX –
зонд до послідовності CaMV.
Аналіз позитивних за CaMV 

зразків на наявність гена енол-
пірувілшикіматфосфатсинте-
тази (EPSPs) та фосфінотріцин 
N-ацетилтрансферази (Pat) по-
казав присутність у частини 
зразків послідовностей EPSPs-
гена (рис. 3). Значення поро-
гового циклу реакції (threshold 
cycle – Ct) для трьох зразків рі-

Рис. 1. Результати перевірки п’яти зразків ріпака на наявність CaMV.

пака за барвниками FAM (кар-
боксифлуоресцеїн), HEX (6-кар-
боксиродамін), ROX, Cy5 наве-
дено на рис. 2. 
На рис. 2. відображено 

процес накопичення цільо-
вих фрагментів структурного 
гена ріпака CruA, NOS термі-
натора, Pat гена та EPSPs ге-
на, а також порогові лінії для 
флуоресцентних барвників, 
відповідно яким встановлено 
значення Ct.
Отримані дані свідчать про 

присутність послідовностей 
ДНК NOS термінатора у зразках 
№443 і №444 (порогові цикли 
за барвником FAM – 27 та 33) 
та EPSPs гена у цих же зразках 
(пороговий цикл за барвником 
Cy5 – 38). За барвником HEX, 
що вказує на наявність струк-
турного гена ріпака CruA, отри-
мано позитивний результат по 
всіх зразках. 
Висновки. 1. Скринінг на-

сінного матеріалу рослин, що 
відносяться до родини хрес-
тоцвітих (Brassicaceae) доціль-
но проводити за NOS термі-
натором та генами інтересу. 
Аналіз наявності/відсутності 
CaMV не дає вичерпної від-
повіді стосовно до відсутності 
ГМО у зразку.

2. У подальшій роботі для 
аналізу зразків насіння роди-
ни хрестоцвітих (Brassicaceae) 
на вміст ГМО слід рекоменду-
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вати дві мультиплексні тест-
системи для проведення ПЛР 
у реальному часі. Одна з яких 
має включати праймери та 
флуоресцентні зонди для ви-
явлення специфічного гена 
рослин, 35S промотору та NOS 
термінатора. При наявності 
позитивного сигналу на 35S 
промотор необхідно продо-

Рис. 2. Графік накопичення ДНК для зразків ріпака Рис. 3. Результати скринінгу трьох зразків ріпака на 
наявність ГМО*
* Примітка: червоним кольором позначено позиції, що 
свідчать про наявність цільових послідовностей генетично 
модифікованих організмів.
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вжити аналіз даних зразків на 
виявлення генів інтересу, що 
забезпечують стійкість рослин 
до найбільш розповсюджених 
гербіцидів широкого спектра 
дії. Це завдання вирішується 
шляхом використання тест-
системи, що включає прайме-
ри та флуоресцентні зонди для 
виявлення структурного гена 

ріпака CruA, NOS термінатора, 
Pat гена та EPSPs гена. Запро-
понована схема проведення 
досліджень дає змогу швид-
ко й з невеликими витрата-
ми отримати достовірні дані 
скринінгу ГМО ріпака, що міс-
тить вказані гени, та виключи-
ти можливість отримання хиб-
но позитивних результатів.


