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Мета. Створити мультиплексну систему для ідентифікації толерантних 

до гліфосату буряків за допомогою ПЛР. Методи. Молекулярно-генетичні 

методи аналізу нуклеїнових кислот. Результати. Наведено результати 

досліджень з визначення параметрів полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 

для розроблення мультиплексної системи для ідентифікації структурних 

елементів трансгенної конструкції з геном cp 4 epsps, що забезпечує 

толерантність до гліфосату. Для отримання ампліконів цільових 

послідовностей ДНК визначено такі значення температурних режимів ПЛР: 

крок 1 (початкова денатурація) 95 °С – 3 хв; крок 2 (напрацювання 

специфічних продуктів реакції): денатурація 95 °С – 45 с; гібридизація 

праймерів 55 °С – 50 с; елонгація 72 °С – 1 хв; кількість циклів – 40; крок 3 

(кінцева елонгація) 72 °С – 6 хв. Проведено серію ПЛР з метою добору 

оптимальної кількості матриці ДНК для ефективної оцінки трансгенних 

рослин цукрових буряків за наявністю специфічних послідовностей. 

Висновки. Для ідентифікації трансгенних цукрових буряків, толерантних до 

дії гліфосату, доцільно визначати в окремих генотипах 35S промотор та ген 

cp 4 epsps. Встановлено, що в процесі добору температурних параметрів 

мультиплексної реакції на ідентифікацію гена als не впливало збільшення 

температури гібридизації праймерів на 5 °С, що дало змогу включити 

специфічні праймери для визначення цієї послідовності як внутрішнього 

контролю. За результатами пробних мультиплексних реакцій визначено 

концентрації дНТФ (дезоксинуклеотидтрифосфатів) та іонів Mg2+, які дали 

змогу виключити можливість отримання неспецифічних фрагментів та хибно 



негативних результатів. Визначено оптимальну кількість матриці ДНК (100–

150 нг) для ефективної оцінки трансгенних рослин цукрових буряків за 

наявністю специфічних послідовностей. Отримані результати дали змогу 

розробити мультиплексну тест-систему для ідентифікації трансгенних 

цукрових буряків, толерантних до дії гліфосату, за допомогою якої можна 

одночасно визначити 35S промотор, ген cp 4 epsps та ген als як внутрішній 

контроль реакції. 

Ключові слова: ген cp 4 epsps, 35S промотор, трансгенні цукрові 

буряки, параметри ампліфікації. 

 

Вступ 

Однією з основних світових проблем у XXI ст. є глобальна енергетична 

криза. У зв’язку з цим важливого значення набувають біологічні та 

біофізичні дослідження, спрямовані на поліпшення властивостей 

сільськогосподарських культур, стабільність виробництва і зниження його 

втрат [1]. Такі проблеми сьогодні успішно розв’язують шляхом використання 

трансгенних рослин. В Україні цукрові буряки (Beta vulgaris L. var. 

saccharifera Alef.) є однією з важливих сільськогосподарських культур [2, 3].  

На цей час опубліковано ряд робіт з генетичної трансформації B. vulgaris 

за допомогою Agrobacterium tumefaciens, біолістичного методу, методом 

трансформації протопластів із застосуванням поліетиленгліколю для 

отримання стійких до гербіцидів ліній та гібридів [4]. Сучасний селекційний 

процес цукрових буряків ґрунтується на використанні методів гібридної 

селекції, тому актуальним є розроблення ефективного методу ідентифікації 

трансформантів, який дасть змогу значно прискорити та підвищити 

ефективність проведення добору серед різних генотипів цукрових буряків з 

метою створення гібридів з новими ознакам, зокрема з толерантністю до дії 

гліфосату [5–7]. 

Мета досліджень – створити мультиплексну систему ідентифікації 

толерантних до гліфосату буряків за допомогою ПЛР. 



 

Матеріали та методика досліджень 

Досліджувані диплоїдні гібриди були отримані на Ялтушківській 

дослідно-селекційній станції в лабораторії селекції Інституту 

біоенергетичних культур і цукрових буряків НААН шляхом гетерозисної 

селекції на основі чоловічостерильних ліній та багатонасінного запилювача, 

який містить ген, що обумовлює толерантність до дії гліфосату. Матеріалом 

для роботи були шість гібридів по 30 генотипів кожного для одного аналізу. 

Виділення ДНК здійснювали згідно з модифікованою авторами 

методикою на основі методу, розробленого Дрейпером та ін. [8], з 

використанням катіонного детергента ЦТАБ із частини листової пластини. 

Показники якості нуклеїнових кислот (концентрацію та чистоту) 

оцінювали на основі відношення поглинання за довжини хвиль 260 нм і 280 

нм (260/280 нм) за допомогою спектрофотометра BioPhotometr (Eppendorf, 

Німеччина) [9, 10].  

За сучасними даними, близько 80% трансформованих рослин, що 

виявляють толерантність до дії гербіцидів, у складі перенесеної генетичної 

конструкції містять конститутивний промотор вірусу мозаїки цвітної капусти 

(35S промотор) та термінаторний сигнал гена нопалін синтази (NOS-

термінатор) [11]. 

Для виявлення частин генетичної конструкції у трансгенних рослин 

цукрових буряків використовували метод ПЛР з подальшим 

електрофоретичним розділенням продуктів реакції [12, 13]. Для добору 

параметрів ПЛР, визначення оптимальних концентрацій компонентів 

реакційної суміші спочатку проводили серії моноплексних реакцій, а потім 

на основі отриманих даних здійснювали дослідження з розроблення 

мультиплексної системи. 

Підбираючи оптимальні умови проведення ПЛР, визначали такі 

параметри реакції: склад реакційної суміші – концентрація праймерів, Taq-

полімерази, Mg2+; програма ампліфікації – температура гібридизації 



праймерів, тривалість кожного кроку циклу ампліфікації, кількість циклів, 

тривалість попередньої денатурації. Далі, використовуючи дані, отримані у 

процесі проведення моноплексних реакцій [14], був підібраний склад 

реакційної суміші для мультиплексної ПЛР системи, що забезпечує стабільне 

напрацювання ампліконів [15–20]. 

Для ідентифікації гена сp 4 epsps (ген інтересу), промоторної ділянки 

генетичної конструкції (промотор 35S вірусу мозаїки цвітної капусти) в 

рослинах цукрових буряків проводили реакцію ампліфікації з праймерами, 

специфічними до цільових послідовностей. Як внутрішній стандарт 

використовували ген ацетолактатсинтетази (als) цукрових буряків (табл. 1) 

[6]. 

Таблиця 1 
Характеристика праймерів для ідентифікації досліджуваних 

послідовностей 

Цільові 
послідов-
ності 

Прай-
мери 

Нуклеотидна послідовність 
5’ ……. 3’ 

Кіль-
кість 

нуклео-
тидів, 
п. н. 

CG-
склад, 

% 

Темпера
тура 

плавлен-
ня, оС 

Очікува-
ний 

розмір 
ампліко-
нів, п. н. 

35S 
промотор 

35S-1 gcTccTAcAAATgccATcA 19 47 54,5 
195 

35S-2 gATAgTgggATTgTgcgTcA 20 50 57,3 

сp 4 epsps 
pr1 cAccggTCTTTTggAAggTgAAg 23 52 60,5 

1132 
pr2 AAcgAgAcccATAAcgAggAAgc 23 52 59,4 

als 
bvpr1 ggTcAggTTcAgccAcAAAcTc 22 55 57,2 

840 
bvpr2 gAAgAcTcgTTAgcccAAccAAg 23 52 57,9 

 

ПЛР проводили на ампліфікаторі TC-Y CreaCon (USA). Реакційна 

суміш містила 100 нг сумарної рослинної ДНК, сольовий буфер (10 мМ Tris-

HCl, рН 9,0; 50 мМ KCl; 0,01% Тритон Х-100), 1,5–2,5 мМ MgCl2; по 

200 мкМ дезоксинуклеотидтрифосфатів (дНТФ), по 0,2–1 мкМ кожного з 

праймерів та 1 одиницю Taq-полімерази. Загальний об’єм суміші становив 

20 мкл. 

Для кожної пари праймерів застосовували такі температурно-часові 

параметри ПЛР: крок 1 (початкова денатурація) 95 °С – 2–5 хв; крок 2 

(напрацювання специфічних продуктів реакції): денатурація 94–95 °С – 30–



60 с; гібридизація праймерів 50–55 °С – 40–60 с; елонгація 72 °С – 30–60 c; 

кількість циклів – 35–40; крок 3 (кінцева елонгація) 72 °С – 5 хв. 

Продукти реакції ампліфікації візуалізували методом електрофорезу в 

1–1,5% агарозному гелі у 1х ТБЕ (тріс-боратний буферний розчин) за 

загальноприйнятою методикою з бромистим етидієм [12, 13]. Електрофорез 

проводили протягом 30 хв за напруженості електричного поля 5 В/см.  

Результати електрофоретичного розподілу продуктів ПЛР визначали 

при ультрафіолетовому світлі та фіксували за допомогою системи 

документування гелів, що складається з трансілюмінатора та відеосистеми з 

цифровою камерою. Розмір отриманих фрагментів визначали за допомогою 

комп’ютерної програми Totallab 2.0. 

 

Результати досліджень  

Встановлено [14], що ідентифікацію трансгенних цукрових буряків 

толерантних до дії гліфосату, доцільно проводити за 35S промотором, геном 

cp 4 epsps та геном als (внутрішній контроль). Концентрація отриманої ДНК 

становила 180,4–280,4 мкг/мл, показники чистоти препарату ДНК були в 

межах 1,75–1,93. Для ідентифікації структурних елементів генетичної 

конструкції та цільових генів з метою добору генотипів, які містять всі 

елементи конструкції, проводили ПЛР зі специфічними праймерами окремо 

для кожної з досліджуваних послідовностей ДНК. У подальшому цей 

матеріал використовували для розроблення мультиплексної системи. 

Після проведення електрофорезу продуктів ампліфікації під УФ-

світлом на агарозному гелі були виявлені амплікони розміром 195 п.н., що 

відповідають послідовності 35S промотора (рис. 1). 

Відсутність ампліконів на треку № 17 негативного контрольного зразка 

свідчить про достовірність отриманих даних та відсутність контамінації. 

Наявність ампліконів розміром 195 п.н. на треках № 1, 5–7, 10, 13–14, які 

відповідають зразкам досліджуваної ДНК генотипів 12-189/1, 12-190/6, 

12-190/7 , 12-192/1, 12-192/6, 12-216/2, 12-216/3, свідчить про наявність у цих 



рослинах 35S промотору. Відсутність амплікону зазначеного розміру на 

треках № 2–4, 8–9, 11–12, 15–16 з продуктами ампліфікації ДНК гібридів 

12-189/3, 12-189/5, 12-190/5, 12-192/2, 12-192/3, 12-192/7 та запилювача 

12-216/6, 12-216/8, 12-216/9 вказує на те, що ці генотипи не містять 

промоторної ділянки або вона не ідентифікована. 

 

 
Рис. 1. Ідентифікація 35S промотора:  

М – маркер молекулярної маси (GeneRulerTM 100bp); 1–3 – ДНК гібрида 12-189;  

4–6 – ДНК гібрида 12-190; 7–11 – ДНК гібрида 12-192; 12–16 – ДНК гібрида 12-216;  

17 – негативний контроль (ДНК нетрансформованого гібрида) 

 

ПЛР-аналіз досліджуваних рослин цукрових буряків з метою 

ідентифікації гена, що зумовлює толерантность до дії гліфосату, виявив 

наявність ампліконів розміру 1132 п.н., які відповідають пошуковій 

послідовності гена cp 4 epsps (рис. 2). 

Як видно з рис. 2, ген cp 4 epsps було ідентифіковано в зразках 12-

189/1, 12-190/7, 12-192/1, 12-192/6, 12-216/2, 12-216/3, 12-216/6 на треках 

№ 1, 6–7, 10, 13–15. Трек № 16, який відповідає зразку негативного 

контролю, не містить ампліконів, що свідчить про відсутність контамінації та 

ефективність проведення ПЛР. Відсутність продуктів ампліфікації 

очікуваного розміру на треках № 2–5, 8–9, 11–12, які відповідають зразкам 

12-189/3, 12-189/5, 12-190/5, 12-190/6, 12-192/2, 12-192/3, 12-192/7, 12-216/8, 

вказує на те, що в цих генотипах наявність гена інтересу не встановлено.  

 



 
Рис. 2. Ідентифікація гена сp 4 epsps:  

М – маркер молекулярної маси (GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder); 1–3 – ДНК гібрида 

12-189; 4–6 – ДНК гібрида 12-190; 7–11 – ДНК гібрида 12-192; 12–15 – ДНК гібрида  

12-216; 16 – негативний контроль (ДНК нетрансформованого гібрида) 

 

Значення температур гібридизації різнилися для різних праймерів: 

50 °С для виявлення гена внутрішнього контролю (ген als) [14] та 55 °С – для 

праймерів, які дають змогу ідентифікувати послідовності 35S промотору та 

гена інтересу (гена cp 4 epsps), тому для ідентифікації гена ацетолактат 

синтази цукрових буряків ПЛР проводили, використовуючи термоцикли з 

температурою гібридизації 55 °С. В результаті електрофорезу в агарозному 

гелі були виявлені амплікони розміром 840 п. н., що відповідають 

послідовності гена внутрішнього контролю та збігаються з фрагментами, які 

були отримані за допомогою ампліфікації з даними праймерами за 

температури гібридизації 50 °С (рис. 3). 

За результатами досліджень, отримано амплікони очікуваного розміру 

на треках, що відповідають зразкам, ампліфікацію ДНК яких проводили за 

температури гібридизації 55 °С. У проведених моноплексних реакціях для 

ідентифікації гена als підвищення температури на 5 °С не вплинуло на 

можливість визначення гена внутрішнього контролю цукрових буряків, 

оскільки розміри ампліконів збігались за однакових інших параметрів реакції 

та концентрації компонентів. У разі застосування як матриці для ампліфікації 

ДНК нетрансформованого гібрида з температурою гібридизації праймерів 

55 °С були отримані амплікони розміром 840 п. н., що свідчить про високу 

консервативність цієї послідовності та можливість використання її в 



мультиплексній реакції. Відсутність продуктів реакції на треку негативного 

контролю (№ 4) свідчить про достовірність отриманих даних, відсутність 

контамінації при виділенні ДНК та чіткого дотримання процедури 

приготування реакційної суміші та проведення реакції ампліфікації. 

 

 
Рис. 3. Ідентифікація гена als:  

М – маркер молекулярної маси (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder); 1 – ДНК гібрида  

12-189/1 (температура гібридизації 50 °С); 2 – ДНК гібрида 12-189/1 (температура 

гібридизації 55 °С); 3 – ДНК нетрансформованого гібрида (температура гібридизації 

55 °С); 4 – негативний контроль виділення ДНК 

 
Аналіз даних, отриманих за результатами проведених ПЛР, дав 

можливість визначити оптимальні параметри роботи розробленої 

мультиплексної тест-системи: крок 1 (початкова денатурація) 95 °С – 3 хв; 

крок 2 (напрацювання специфічних продуктів реакції): денатурація 95 °С – 

45 с; гібридизація праймерів 55 °С – 50 с; елонгація 72 °С – 1 хв; кількість 

циклів – 40; крок 3 (кінцева елонгація) 72 °С – 6 хв. 

Діапазон робочих концентрацій Mg2+ становить 0,5–5,0 мМ, оскільки 

підвищена концентрація, наприклад, 10 мМ, інгібує полімеразу на 40–50% 

[12]. Зі збільшенням концентрації Mg2+ підвищується температура 

денатурації ДНК, збільшується кількість продуктів ампліфікації, проте 

істотно знижується специфічність реакції, що призводить до утворення 

безлічі неспецифічних продуктів ампліфікації. Таким чином, оптимальну 

концентрацію іонів Mg2+ добирали експериментально, враховуючи 



особливості послідовностей матриці та праймерів, діапазон концентрацій 

становив 1,5–2,5 мМ MgCl2. 

Діапазон концентрації дНТФ для проведення ПЛР становить від 50 до 

500 мкМ. У дослідженнях під час розроблення мультиплексної системи для 

ідентифікації трансгенних цукрових буряків концентрація дНТФ становила 

200 мкМ. Такої кількості достатньо для ампліфікації одночасно трьох 

фрагментів ДНК з високою точністю синтезу. Зі збільшенням кількості дНТФ 

у дослідженнях спостерігалась наявність неспецифічних фрагментів 

ампліфікації. Тому в процесі проведення мультиплексної реакції для 

ідентифікації цільових послідовностей з метою визначення трансгенних 

рослин цукрових буряків підвищувати концентрацію дНТФ є недоцільним. 

Оскільки для ідентифікації цільових послідовностей у процесі 

проведення моноплексних реакцій концентрації праймерів, дНТФ та іонів 

Mg2+ були різними, то для проведення мультиплексної реакції в процесі 

роботи були підібрані оптимальні концентрації компонентів для виявлення 

трансгенних цукрових буряків, толерантних до гліфосату (табл. 2). Об’єм 

реакційної суміші становив 20 мкл. 

Таблиця 2 

Склад реакційної суміші ПЛР мультиплексної ампліфікаційної системи 

Цільові 
послідовності 

Праймери 
Концентрація компонентів реакційної 

суміші 

позначення 
концентрація, 

мкМ 
дНТФ, 
мкМ 

сольовий 
буфер* 

MgСl2, 
мМ 

Taq-
полімераза 

35S промотор 
35S-1 0,5 

200 1х 2 1 од. 

35S-2 0,5 

Ген сp 4 epsps 
pr1 1 
pr2 1 

Ген als 
bvpr1 0,2 
bvpr2 0,2 

*Сольовий буфер має такий склад та кінцеву концентрацію компонентів: (10 мМ Tris-HCl, 
рН 9,0; 50 мМ KCl; 0,01% Тритон Х-100). 

 

Наступним етапом у дослідженнях було визначення оптимальної 

кількості матриці ДНК для ефективної оцінки трансгенних рослин цукрових 

буряків за наявністю специфічних послідовностей. Для проведення 



мультиплексної реакції використовували сумарну ДНК, отриману з 

трансгенної рослини цукрових буряків з різною концентрацією. Препарати 

ДНК тестували після серії послідовних розведень: 50 нг, 100 нг, 150 нг, 

200 нг. Після проходження ПЛР проводили електрофорез в 1% агарозному 

гелі (рис. 4). 

 

 
Рис. 4. Електрофореграма мультиплексної ПЛР з визначення генів Cp 4 epsps,  

als та 35S промотора.  

М – маркер молекулярної маси (GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder); 1–4 – ДНК гібрида 

12-189/1 (розведення 50 нг; 100  нг; 150 нг; 200 нг відповідно); 5–7 – ДНК гібрида 12-189/1 

(моноплекси); 8 – негативний контроль (ДНК нетрансформованого гібрида) 

 

За використання в мультиплексних реакціях різної кількості матриці 

ДНК на електрофореграмі зазначено різну інтенсивність сигналів ампліконів 

ДНК на треках, які відповідають досліджуваним зразкам. Це свідчить про 

різну кількість отриманих продуктів ампліфікації. При застосуванні в ПЛР 50 

нг ДНК відбувалось напрацювання невеликої кількості продуктів реакції, про 

що свідчить менш інтенсивний сигнал на треку, що відповідає цьому зразку. 

Після збільшення кількості матриці до 100 нг та 150 нг було отримано 

достатню кількість продуктів ампліфікації, що дає можливість встановити 

наявність цільових послідовностей в цих зразках. На треку, який відповідає 

зразку, в якому було використано 200 нг досліджуваної ДНК, зафіксовано 

наявність невеликої кількості неспецифічних продуктів ампліфікації 



розмірами від 200 до 800 п. н. та значне перевантаження нуклеїновими 

кислотами. Отже, для ідентифікації елементів трансгенної конструкції в 

рослинах цукрових буряків за використання розробленого мультиплексного 

підходу доцільно застосовувати 100–150 нг сумарної ДНК на одну реакцію. 

Прийнятним також є і 50 нг, проте існує ймовірність отримання хибно 

негативних результатів внаслідок невеликої кількості матриці для 

ампліфікації. 

 

Висновки 

Таким чином, розроблена мультиплексна полімеразна ланцюгова 

реакція із системою праймерів, гомологічних до послідовностей 35S 

промотора, гена сp 4 epsps та гена внутрішнього контролю цукрових буряків 

(als), дає змогу мінімізувати кількість реактивів та рослинного матеріалу для 

проведення аналізу, а також зменшити час для досліджень великої кількості 

зразків. Для проведення мультиплексної ПЛР з визначення толерантних до 

дії гліфосату цукрових буряків реакційна суміш має містити (кінцеві 

концентрації): праймери до 35S промотору – по 0,5 мкМ, праймери до гена сp 

4 epsps – по 1 мкМ; до гена als – по 0,2 мкМ; дНТФ – 200 мкМ; 1Хсольовий 

буфер; 2 мМ MgСl2; 1 од. Taq-полімераза, а також такі значення 

температурних режимів: крок 1 (початкова денатурація) 95 °С – 3 хв; крок 2 

(напрацювання специфічних продуктів реакції): денатурація 95 °С – 45 с; 

гібридизація праймерів 55 °С – 50 с; елонгація 72°С – 1 хв; кількість циклів – 

40; крок 3 (кінцева елонгація) 72 °С – 6 хв. 

Розроблений підхід до ідентифікації елементів трансгенної конструкції, 

інтеграція якої в геном цукрових буряків забезпечує толерантність до дії 

гліфосату, дасть можливість проводити індивідуальну оцінку селекційного 

матеріалу цукрових буряків з метою отримання гібридів зі стабільним рівнем 

експресії трансгена. 
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Цель. Создать мультиплексную систему для идентификации 

толерантной к глифосату сахарной свеклы с помощью ПЦР. Методы. 

Молекулярно-генетические методы анализа нуклеиновых кислот. 

Результаты. Приведены результаты исследований по определению 

параметров полимеразной цепной реакции (ПЦР) для разработки 

мультиплексной системы по идентификации структурных элементов 

трансгенной конструкции с геном сp 4 epsps, что обеспечивает толерантность 

к глифосату. Для получения ампликонов целевых последовательностей ДНК 

определены следующие значения температурных режимов ПЦР: шаг 1 

(начальная денатурация) 95 °С – 3 мин; шаг 2 (наработка специфических 

продуктов реакции): денатурация 95 °С – 45 с; гибридизация праймеров 

55 °С – 50 с; элонгация 72 °С – 1 мин; количество циклов – 40; шаг 3 

(конечная элонгация) 72 °С – 6 мин. Проведена серия ПЦР с целью подбора 

оптимального количества матрицы ДНК для эффективной оценки 

трансгенных растений сахарной свеклы при наличии специфических 

последовательностей. Выводы. Для идентификации трансгенной сахарной 

свеклы, толерантной к воздействию глифосата, целесообразно определять в 

отдельных генотипах 35S промотор и ген cp 4 epsps. Установлено, что при 

подборе температурных параметров мультиплексной реакции на 

идентификацию гена als не влияло увеличение температуры гибридизации 



праймеров на 5 °С, что позволило включить специфические праймеры для 

определения этой последовательности в качестве внутреннего контроля. По 

результатам пробных мультиплексных реакций определены концентрации 

дНТФ (дезоксинуклеотидтрифосфатов) и ионов Mg2+, которые позволили 

исключить возможность получения неспецифических фрагментов и 

ложноотрицательных результатов. Определено оптимальное количество 

матрицы ДНК (100–150 нг) для эффективной оценки трансгенных растений 

сахарной свеклы при наличии специфических последовательностей. 

Полученные результаты позволили разработать мультиплексную тест-

систему для идентификации трансгенной сахарной свеклы, толерантной к 

воздействию глифосата, с помощью которой можно одновременно 

определить 35S промотор, ген cp 4 epsps и ген als в качестве внутреннего 

контроля реакции. 

Ключевые слова: ген cp 4 epsps, 35S промотор, трансгенная сахарная 

свекла, параметры амплификации. 
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Purpose. To create a multiplex system for identification glyphosate-tolerant 

sugar beet by using PCR. Methods. Molecular genetic analysis. Results. The 

article presents the results of studies to determine the parameters of the polymerase 

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 

tolerance 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): denaturation 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 carried 

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 identification of 

gene als that  allowed to include specific primers for determination of this 

sequence as an internal control. Based on the results of test multiplex reactions, 

concentrations 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 determined. Obtained results 

allowed to develop a multiplex test system for identification of transgenic 

glyphosate-tolerant sugar beet which can be used for simultaneous determination 

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. 

 


