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ÑÏÈÑÎÊ ÓÌÎÂÍÈÕ ÏÎÇÍÀ×ÅÍÜ ÒÀ ÑÊÎÐÎ×ÅÍÜ
CTAB – cetyltrimethylammonium bromide (öåòèëòðèìåòèëàìîí³é 

áðîì³ä)
dNTP – deoxynucleotide Solution Mix (äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñ-

ôàòè)
ÅDÒÀ – ethylenediaminetetraacetic acid (åòèëåíä³àì³íòåòðàîöòîâà 

êèñëîòà)
Taq-ïîë³ìåðàçà – òåðìîñòàá³ëüíà ÄÍÊ-ïîë³ìåðàçà, âèä³ëåíà ç 

òåðìîô³ëüíî¿ áàêòåð³¿ Thermus aquaticus 
Tris-HÑl – tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride 

(òð³ñ(ã³äðîêñèìåòèë)àì³íîìåòàíó ã³äðîõëîðèä)
ÌÀÑ-ñåëåêö³ÿ – ìàðêåð àñîö³éîâàíà ñåëåêö³ÿ 
ÄÍÊ – äåçîêñèðèáîíóêëå¿íîâà êèñëîòà
íì – íàíîìåòð
ï.í. – ïàðè íóêëåîòèä³â
ÏËÐ – ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ
TBE-áóôåð – áóôåð äëÿ åëåêòðîôîðåçó, ùî ì³ñòèòü Tris, áîðíó 

êèñëîòó òà ÅDÒÀ
ÒÅ-áóôåð – áóôåð äëÿ ðîç÷èíåííÿ ÄÍÊ, ùî ì³ñòèòü Tris òà ÅDÒÀ
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Âñòóï
Êàðîòèíî¿äè â³ä³ãðàþòü âàæëèâó ðîëü ó ï³äòðèìàíí³ çäîðîâ’ÿ ëþ-

äèíè, çà ðàõóíîê àíòèîêñèäàíòíî¿ àêòèâíîñò³ òà ÿê ïîïåðåäíèêè â³-
òàì³íó À [23]. Âîíè øèðîêî âèêîðèñòîâóþòüñÿ ó ìåäèöèí³ ³ õàð÷îâ³é 
ïðîìèñëîâîñò³. Â³äîìî, ùî õàð÷îâà ïðîìèñëîâ³ñòü ñïîæèâàº áëèçüêî 
30%, ôàðìàêîëîã³ÿ ³ êîñìåòîëîã³ÿ – 10%, à íà âèðîáíèöòâî êîðìîâèõ 
äîáàâîê ïðèïàäàº äî 60% êàðîòèíó. Ç óñ³õ ïðåäñòàâëåíèõ íà ðèíêó 
êàðîòèíî¿ä³â, ó îá’ºìíîìó âèðàç³, íà äîëþ β-êàðîòèíó ïðèïàäàº áëèçü-
êî òðåòèíè. Êàðîòèíî¿äè ñèíòåçóþòüñÿ ðîñëèíàìè òà º âàæëèâèìè 
ã³äðîôîáíèìè ³ ã³äðîô³ëüíèìè ç’ºäíàííÿìè ïåðåâàæíî æîâòîãî, ïî-
ìàðàí÷åâîãî, àáî ÷åðâîíîãî êîëüîðó. Âîíè â³ä³ãðàþòü çíà÷íó ðîëü ó 
ôîòîñèíòåç³ òà ôîòîçàõèñò³, à òàêîæ â óòâîðåíí³ ô³òîãîðìîí³â [22].

Êàðîòèíî¿äè º îáîâ’ÿçêîâèì êîìïîíåíòîì ï³ãìåíòíèõ ñèñòåì âñ³õ 
ôîòîñèíòåçóþ÷èõ îðãàí³çì³â. Âñòàíîâëåíî, ùî ìóòàíòí³ ðîñëèíè, 
ÿê³ ïîçáàâëåí³ êàðîòèíî¿ä³â, øâèäêî ãèíóòü. Ó ïðîöåñ³ ôîòîñèí-
òåçó âèä³ëÿþòü ÷îòèðè îñíîâí³ ôóíêö³¿, ÿê³ âèêîíóþòü êàðîòèíî¿-
äè: àíòåííà, àíòèîêñèäàíòíà, ôîòîïðîòåêòîðíà ³ ñòðóêòóðíà [7; 12]. 
Êóêóðóäçà õàðàêòåðèçóºòüñÿ çíà÷íèì ïðèðîäíèì ð³çíîìàí³òòÿì 
ñêëàäó êàðîòèíî¿ä³â, ó òîìó ÷èñë³ ïîïåðåäíèê³â â³òàì³íó À – a-, 
b-êàðîòèíó òà b-êðèïòîêñàíòèíó. Ê³ëüê³ñòü çàãàëüíèõ êàðîòèíî¿ä³â 
ó êóêóðóäçè çíàõîäèòüñÿ  ó ìåæàõ â³ä 0,15 ìêã/ã äî 51,4 ìêã/ã ó 
ïåðåðàõóíêó íà ñóõó ðå÷îâèíó. Âì³ñò îêðåìèõ êàðîòèíî¿äíèõ ñïîëóê 
ó çåðí³ êîëèâàºòüñÿ íàñòóïíèì ÷èíîì: β-êàðîòèí – 0,07–7,64 ìêã/ã, 
β-êðèïòîêñàíòèí – 0,07–4,9 ìêã/ã, ëþòå¿í – 0,00–27,59 ìêã/ã, çåàê-
ñàíòèí – 0,01–30,7 ìêã/ã [12; 16].

Íàêîïè÷åííÿ êàðîòèíî¿ä³â ó çåðí³ êóêóðóäçè â³äáóâàºòüñÿ ï³ä 
÷àñ ðîçâèòêó åíäîñïåðìó [9], ïî÷èíàºòüñÿ íà 10–15-òó äîáó ï³ñëÿ 
çàïèëåííÿ òà çàëåæíî â³ä ñîðòó äîñÿãàº ìàêñèìóìó íà 20–25-òó 
äîáó ï³ñëÿ çàïèëåííÿ [24]. Á³îñèíòåç êàðîòèíî¿ä³â çàê³í÷óºòüñÿ äî 
íàñòàííÿ ô³ç³îëîã³÷íî¿ ñòèãëîñò³ çåðíà, ï³ñëÿ ÷îãî êîíöåíòðàö³ÿ êà-
ðîòèíî¿ä³â çì³íþºòüñÿ çà ðàõóíîê âòðàòè çåðíîì âîäè [10].

Ñèíòåç êàðîòèíî¿ä³â â êë³òèí³ – öå ñêëàäíèé áàãàòîñòóïåíåâèé 
ïðîöåñ, ÿêèé â³äáóâàºòüñÿ ï³ä êîíòðîëåì äåê³ëüêîõ ãåíåòè÷íèõ 
ñèñòåì ãåíîìó ðîñëèí. Äîñë³äæåííÿ â÷åíèõ äîçâîëèëè âñòàíîâè-
òè îñíîâí³ ôåðìåíòè, ÿê³ áåðóòü ó÷àñòü ó êàðîòèíîãåíåç³ êóêóðó-
äçè, ³äåíòèô³êóâàòè ¿õí³ ãåíåòè÷í³ äåòåðì³íàíòè, à òàêîæ âèçíà÷èòè 
¿õíþ ëîêàë³çàö³þ íà õðîìîñîìàõ [8; 15; 26]. Äî êëþ÷îâèõ ôåðìåíò³â, 
ÿê³ áåðóòü ó÷àñòü ó á³îñèíòåç³ êàðîòèíî¿ä³â â³äíîñÿòü [21]: ë³êîïèí-
ε-öèêëàçó (lcyβ) [14] òà β-êàðîòèíã³äðîêñèëàçó1(crtRB1) [25]. Ãåí 
ë³êîï³í-ε-öèêëàçà ëîêàë³çîâàíèé íà õðîìîñîì³ 8 á³í 5, ìàº äîâæèíó 
3631 ï.í. òà ñêëàäàºòüñÿ ç 10 åêçîí³â. Ó öüîìó ãåí³ ³äåíòèô³êîâà-
íî òðè ïîë³ìîðôí³ ñàéòè [13; 14; 18; 28]: ³íäåë íà 3’-ê³íö³ (ìàðêåð 
lcyε-3’INDL); îäíîíóêëåîòèäíà çàì³íà âñåðåäèí³ öüîãî ãåíà (ìàðêåð 
lcyε-SNP216) òà ³íäåë íà 5’-ê³íö³ (ìàðêåð lcyε-5’TE). 

Ãåí β-êàðîòèíã³äðîêñèëàçè1 ëîêàë³çîâàíèé íà õðîìîñîì³ 10 á³í 
5, ìàº äîâæèíó 3007 ï.í. òà ñêëàäàºòüñÿ ç 8 åêçîí³â. Ïîë³ìîðô³çì 
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ãåíà crtRB1 âèçíà÷àºòüñÿ çà ìàðêåðîì crtRB1-3’TE. Çà ìàðêåðîì 
crtRB1-3’TE ³äåíòèô³êîâàíî òðè àëåëÿ: 543 ï.í. (àëåëü 1), 296+875 
ï.í. (àëåëü 2) òà 296 ï.í. (àëåëü 3) [5; 20; 21]. Ãåíîòèïè, ÿê³ ìàþòü 
àëåëü ðîçì³ðîì 543 ï.í. (àëåëü 1) õàðàêòåðèçóþòü ÿê ïåðñïåêòèâí³ 
äî ï³äâèùåíîãî ñèíòåçó êàðîòèíî¿ä³â [17; 19; 27].

Ó ïðåäñòàâëåíèõ ðåêîìåíäàö³ÿõ îïèñàíî óìîâè òà îñîáëèâîñ-
ò³ âèçíà÷åííÿ àëåëüíîãî ñòàíó êëþ÷îâèõ ãåí³â êàðîòèíîãåíåçó çà 
ôóíêö³îíàëüíèìè ìàðêåðàìè äî öèõ ãåí³â. 
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1. ÅÊÑÒÐÀÊÖ²ß ÄÍÊ Ç ÐÎÑËÈÍÍÎÃÎ ÌÀÒÅÐÀËÓ
Äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ç ðîñëèííîãî ìàòåð³àëó çàñòîñîâóþòü ìåòîä 

åêñòðàêö³¿ íà îñíîâ³ ÑÒÀÂ. Ïðè ïåâí³é êîíöåíòðàö³¿ ñîë³ (NaCl) 
ÑÒÀÂ óòâîðþº íåðîç÷èííèé êîìïëåêñ ç íóêëå¿íîâèìè êèñëîòàìè. 
Á³ëêè, ïîë³ñàõàðèäè òà ôåíîëüí³ ñïîëóêè, ÿê³ çíàõîäÿòüñÿ ó âîäíî-
ìó ðîç÷èí³, â³ää³ëÿþòü â³ä êîìïëåêñó íóêëå¿íîâèõ êèñëîò ³ç ÑÒÀÂ 
îñàäæåííÿì õëîðîôîðìîì [1; 6].

Ðåàêòèâè äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ
• ³çîïðîï³ëîâèé ñïèðò; 
• ÅDÒÀ; 
• åòèëîâèé ñïèðò; 
• ïðîòå¿íàçà-Ê (20 ìã/ìë); 
• Tris-HCl; 
• NaCl; 
• õëîðîôîðì; 
• ÑÒÀÂ;
• NaOH

Ïðèãîòóâàííÿ ðîç÷èí³â
Ë³çóþ÷èé ÑÒÀÂ-áóôåð. Çâàæóþòü íàñòóïí³ êîìïîíåíòè: CTAB – 

4 ã; NaCl – 16,4 ã; Òris – 3,15 ã; ÅDÒÀ – 1,5 ã. Äîäàþòü äî ñóì³ø³ 
100 ìë äå³îí³çîâàíî¿ âîäè. ðÍ ðîç÷èíó 8,0 îòðèìóþòü, äîäàþ÷è 1 
Ì NaOH. Ô³íàëüíèé îá’ºì ðîç÷èíó – 200 ìë. Ê³íöåâ³ êîíöåíòðàö³¿ 
êîìïîíåíò³â: 20 ìÌ ÅDÒÀ; 100ìÌ Òris-HCl; 1,4 Ì NaCl; 2% CTAB. 
Çáåð³ãàþòü çà òåìïåðàòóðè 4°Ñ äî 4 ì³ñÿö³â.

CTAB-áóôåð äëÿ ïðåöèï³òàö³¿ ðÍ 8,0. Çâàæóþòü íàñòóïí³ êîìïî-
íåíòè: CTAB – 1 ã; NaCl – 0,5 ã. Äîäàþòü äî ñóì³ø ðåàêòèâ³â 100 ìë 
äå³îí³çîâàíî¿ âîäè. ðÍ ðîç÷èíó ðåãóëþþòü çà äîïîìîãîþ 1 Ì NaOH. 
Ô³íàëüíèé îá’ºì – 200 ìë. Ê³íöåâ³ êîíöåíòðàö³¿ êîìïîíåíò³â: 0,5% 
CTAB; 0,04 Ì NaCl. Çáåð³ãàþòü ðîç÷èí ïðè 4°Ñ äî 4 ì³ñÿö³â.

Ðîç÷èí 1,2 Ì NaCl. Çâàæóþòü NaCl – 7 ã òà ðîç÷èíÿþòü â 80 ìë 
äå³îí³çîâàíî¿ âîäè. Ô³íàëüíèé îá’ºì – 100 ìë. Çáåð³ãàþòü ïðè ê³ì-
íàòí³é òåìïåðàòóð³ äî 6 ì³ñÿö³â.

ÒÅ-áóôåð. Êîíöåíòðîâàí³ ðîç÷èíè êîìïîíåíò³â äîäàþòü ó òàê³é 
ê³ëüêîñò³: 0,5 Ì ÅDÒÀ ðÍ 8,0 – 400 ìêë; 1 Ì Òris-HCl ðÍ 8,0 – 1 
ìë. Äî ê³íöåâîãî îá’ºìó – 200 ìë äîâîäÿòü äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ. 
Ê³íöåâ³ êîíöåíòðàö³¿ ÒÅ ðîç÷èíó: 1ìÌ ÅDÒÀ ðÍ 8,0; 10 ìÌ Òris-
HCl ðÍ 8,0. Çáåð³ãàþòü ðîç÷èí ïðè 4°Ñ äî 6 ì³ñÿö³â. 

Ðîç÷èí 70% åòèëîâîãî ñïèðòó. Â ì³ðíèé öèë³íäð âíîñÿòü 70 ìë 
95% åòèëîâîãî ñïèðòó òà äîâîäÿòü îá’ºì äî 95 ìë äå³îí³çîâàíîþ âî-
äîþ. Çáåð³ãàþòü ðîç÷èí ïðè 4°Ñ äî 6 ì³ñÿö³â [6].

Ïðîâåäåííÿ åêñòðàêö³¿ ÄÍÊ
1. Äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ âçÿòè íàâàæêó 50–100 ìã çðàçêà (ïîäð³á-

íåíà íàñ³íèíà àáî ðîñëèííèé ìàòåð³àë – ïðîðîñòîê, ôðàãìåíò ëèñò-
êîâî¿ ïëàñòèíêè). 
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2. Â ñòóïêó àáî ì³êðîöåíòðèôóæíó ïðîá³ðêó äîäàòè 500 ìêë ë³-
çóþ÷îãî CTAB-áóôåðó, ïåðåíåñòè ðîñëèííèé ìàòåð³àë òà ãîìîãåí³-
çóâàòè çðàçîê. 

3. Ó ðàç³ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ç íàñ³ííÿ, ïîäð³áíåíó íàñ³íèíó ïåðå-
íåñòè â ì³êðîöåíòðèôóæíó ïðîá³ðêó òà äîäàòè 500 ìêë ë³çóþ÷îãî 
CTAB-áóôåðó.

4. Ó ñóì³ø çðàçîê-ë³çóþ÷èé CTAB-áóôåð äîäàòè 300 ìêë ñòå-
ðèëüíî¿ äå³îí³çîâàíî¿ âîäè, ïðîâîðòåêñóâàòè 30 ñ.

5. Äîäàòè 1 ìêë Ïðîòå¿íàçè-Ê, ïåðåì³øàòè òà ³íêóáóâàòè çà òåì-
ïåðàòóðè 65°Ñ 45 õâ. 

6. Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000g ïðîòÿãîì 10 õâ.
7. Ïåðåíåñòè ~300 ìêë ñóïåðíàòàíòó â íîâó ì³êðîöåíòðèôóæíó 

ïðîá³ðêó òà äîäàòè õëîðîôîðì ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1 äî â³ä³áðàíîãî 
ñóïåðíàòàíòó, îáåðåæíî ïåðåì³øóâàòè ïðîòÿãîì 30 ñ.

8.  Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000g ïðîòÿãîì 10 õâ.
9. Ïåðåíåñòè âåðõí³é øàð (~250 ìêë) â íîâó ì³êðîöåíòðèôóæíó 

ïðîá³ðêó òà äîäàòè õëîðîôîðì ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1 äî â³ä³áðàíîãî 
ñóïåðíàòàíòó, îáåðåæíî ïåðåì³øóâàòè ïðîòÿãîì 30 ñ.

10. Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000g ïðîòÿãîì 5 õâ.
11. Äîäàòè 2 îá’ºìè CTAB-áóôåðó äëÿ ïðåöèï³òàö³¿, îáåðåæíî ïå-

ðåì³øàòè.
12. ²íêóáóâàòè 60 õâ. çà ê³ìíàòíî¿ òåìïåðàòóðè.
13. Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000g ïðîòÿãîì 5 õâ.
14. Ñóïåðíàòàíò âèäàëèòè, íå çà÷³ïàþ÷è îñàä (ïðåöèï³òàò).
15. Ðîç÷èíèòè ïðåöèï³òàò â 350 ìêë 1,2 Ì NaCl.
16. Äîäàòè 0,6 îá’ºìó (210 ìêë) îõîëîäæåíîãî ³çîïðîï³ëîâîãî 

ñïèðòó, îáåðåæíî ïåðåì³øàòè.
17. Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000 g ïðîòÿãîì 10 õâ.
18. Ñóïåðíàòàíò âèäàëèòè, íå çà÷³ïàþ÷è îñàä.
19. Äîäàòè 500 ìêë 70% åòèëîâîãî ñïèðòó ³ îáåðåæíî ïåðåì³øàòè.
20. Öåíòðèôóãóâàòè çà 13000 g ïðîòÿãîì 10 õâ.
21. Ñóïåðíàòàíò âèäàëèòè, îñàä ï³äñóøèòè çà 60°Ñ ïðîòÿãîì 1 ãîä.
22. Ñóõèé îñàä îòðèìàíî¿ ÄÍÊ ðîç÷èíèòè â 50 ìêë ÒÅ-áóôåðó.
Îòðèìàíó ÄÍÊ îäðàçó âèêîðèñòàòè äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ àáî çáå-

ð³ãàòè çà òåìïåðàòóðè +4°Ñ íå á³ëüøå îäíîãî ì³ñÿöÿ.
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2. ÂÈÇÍÀ×ÅÍÍß ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖ²¯ ÒÀ ×ÈÑÒÎÒÈ ÄÍÊ
Íóêëå¿íîâ³ êèñëîòè ïîãëèíàþòü óëüòðàô³îëåòîâå âèïðîì³íþâàí-

íÿ â îáëàñò³ ñïåêòðó 240–290 íì. Êîíöåíòðàö³ÿ ÄÍÊ çàçâè÷àé âè-
çíà÷àºòüñÿ ïðè äîâæèí³ õâèë³ 260 íì. Äëÿ îö³íêè ÷èñòîòè ïðåïà-
ðàòó ÄÍÊ ïðîâîäÿòü âèì³ðþâàííÿ îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³ ðîç÷èíó ïðè 
äîâæèíàõ õâèëü 260, 280 ³ 235 íì, òîáòî íà ìàêñèìóìàõ ïîãëè-
íàííÿ ðîç÷èí³â ÄÍÊ, á³ëê³â ³ ïîë³ñàõàðèä³â, â³äïîâ³äíî. Çíà÷åííÿ 
ñï³ââ³äíîøåííÿ À260/280 äëÿ ÷èñòî¿ ÄÍÊ ñòàíîâèòü á³ëüøå 1,8, 
çíà÷åííÿ À260/235 – á³ëüøå çà 2,2 [1; 2]. 

Âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ, îêð³ì ñïåêòðîôîòîìåòðà, ïðî-
âîäÿòü ³ç çàñòîñóâàííÿì ìóëüòèìîäàëüíîãî ïëàíøåòíîãî ð³äåðà 
CLARIOstar (BMG LABTECH GmbH, Í³ìå÷÷èíà), ÿêèé äîçâîëÿº 
ïðîâîäèòè âèì³ðþâàííÿ â ì³êðîîá’ºìàõ ðîç÷èí³â íóêëå¿íîâèõ êèñ-
ëîò òà îäíî÷àñíî íà òðüîõ äîâæèíàõ õâèëü.

Âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ çà äîïîìîãîþ 
ìóëüòèôóíêö³îíàëüíîãî ì³êðîïëàíøåòíîãî ð³äåðó CLARIOstar
1. Çàïóñòèòè ïðèëàä òà ïðîãðàìíå çàáåçïå÷åííÿ «CLARIOstar» 

íà êîìï’þòåð³, âèáðàòè êîðèñòóâà÷à «User» òà íàòèñíóòè «Run».
2. Ï³äãîòóâàòè ïëàíøåò äëÿ âèì³ðþâàííÿ. Ïðîìèòè äèñòèëüî-

âàíîþ âîäîþ òà ïðîìîêíóòè ô³ëüòðóâàëüíèì ïàïåðîì. Íàíåñòè íà 
ñò³ëüíè÷êè ïëàíøåòà (ïðàâà ÷àñòèíà – òðåêè 10 òà 11) çðàçêè – ðîç-
÷èí ÄÍÊ ³ êîíòðîëü – diH

2
O ïî 2 ìêë. 

3. Çàêðèòè â³äêèäíó êðèøêó ïëàíøåòà, êíîïêîþ íà ïåðåäí³é ïà-
íåë³ ïðèëàäó «in/out» âèêëèêàòè êàðåòêó òà ïîñòàâèòè ïëàíøåò íà 
êàðåòêó ïðèëàäó. Âïåâíèòèñÿ, ùî â àêòèâíîìó â³êí³ îáðàíà âêëàä-
êà LVis Plate òà íàòèñíóòè «Start measurement».

4. Ó íàñòóïíîìó â³êí³ âèáðàòè âèä àíàë³çó «dsDNÀ Adsorbance 
Spectra» òà íàòèñíóòè «Ok».

5. Äëÿ ïîçíà÷åííÿ çðàçê³â ó ä³àëîãîâîìó â³êí³ «Start Measurement-
dsDNA» íàòèñíóòè «Change Layout». Ó âêëàäö³, ÿêà â³äêðèºòüñÿ áóäóòü 
â³äîáðàæåí³ ïîçíà÷åííÿ ïîïåðåäíüîãî àíàë³çó. Ùîá çì³íèòè ðîçòàøó-
âàííÿ çðàçê³â òà êîíòðîëþ, ïîòð³áíî âèäàëèòè ïîïåðåäí³ ïîçíà÷åííÿ –
íàòèñíóòè êíîïêó «Epmty» òà äâ³÷³ íàòèñíóòè íà â³äïîâ³äíèõ êîì³ð-
êàõ ë³âîþ êíîïêîþ ìèø³. Äëÿ ïîçíà÷åííÿ êîíòðîëþ íàòèñíóòè êíîï-
êó «Blank» òà ïîçíà÷èòè ðîçòàøóâàííÿ êîíòðîëþ ó êîì³ðö³ â³äïîâ³ä-
íî äî éîãî íàíåñåííÿ íà ïëàíøåò³. Äëÿ ïîçíà÷åííÿ çðàçê³â íàòèñíóòè 
«Sample» òà ïîçíà÷èòè çðàçêè ó êîì³ðêàõ â³äïîâ³äíî äî ¿õíüîãî íàíå-
ñåííÿ íà ïëàíøåò³. Ï³ñëÿ ïîçíà÷åííÿ íàòèñíóòè «Start measurement».

6. Äëÿ ïîçíà÷åííÿ çðàçê³â âèáðàòè âêëàäêó «Sample ID/Dilution 
Factors» òà ââåñòè ó â³äïîâ³äí³ ðÿäêè íàçâè çðàçê³â.

7. Ùîá ðîçïî÷àòè àíàë³ç – íàòèñíóòè «Start measurement». Àíà-
ë³ç òðèâàº 15 ñ, ïðî ùî ñïîâ³ùàºòüñÿ ó ðÿäêó çàâàíòàæåííÿ ä³à-
ëîãîâîãî â³êíà. Ïðî çàâåðøåííÿ àíàë³çó ñïîâ³ùàº çâóêîâèé ñèãíàë 
òà àêòèâóþòüñÿ êíîïêè â ä³àëîãîâîìó ìåíþ. Äëÿ â³äîáðàæåííÿ ðå-
çóëüòàò³â àíàë³çó íàòèñíóòè «Open Last Test Run».



10

8. Ë³âîðó÷ ó ä³àëîãîâîìó â³êí³, ÿêå â³äêðèºòüñÿ, äëÿ êîðåêòíîãî 
â³äîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â ïðàâîþ êíîïêîþ ìèø³ íàòèñíóòè «dsDNA 
concentration», âèáðàòè ³ç êîíòåêñòíîãî ìåíþ «Change calculation». 
Ó â³êí³, ÿêå â³äêðèºòüñÿ ó ìåíþ, âèáðàòè ïóíêò «Blank corrected 
based on Row Data» ç ìåòîþ â³äîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â â³äíîñíî 
êîíòðîëþ. Ï³ñëÿ ÷îãî íàòèñíóòè «Îk».

9. Äëÿ â³äîáðàæåííÿ ÷èñòîòè ÄÍÊ â³äíîñíî êîíòðîëþ çà â³äíî-
øåííÿ äîâæèíè õâèëü 260/280 íì ë³âîðó÷ ó â³êí³ ðåçóëüòàò³â ïðà-
âîþ êíîïêîþ ìèø³ íàòèñíóòè íà ïàðàìåòð³ ó «Calculation→Ratio 
260/280», âèáðàòè ó êîíòåêñòíîìó ìåíþ «Change calculation». Ó 
â³êí³, ÿêå â³äêðèºòüñÿ, ó âåðõíüîìó ðÿäêó ìåíþ «First input data» 
âèáðàòè ïóíêò «Blank corrected based on Row Data» òà íàâïðîòè 
íüîãî âñòàíîâèòè äîâæèíó õâèë³ 260 íì. Ó íèæíüîìó ðÿäêó ìåíþ 
«Second input data», ÿêå ðîçêðèâàºòüñÿ, öüîãî æ â³êíà òàêîæ âè-
áðàòè ïóíêò «Blank corrected based on Row Data» òà íàâïðîòè íüî-
ãî âñòàíîâèòè äîâæèíó õâèë³ 280 íì äëÿ â³äîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â 
â³äíîñíî êîíòðîëþ. Ï³ñëÿ ÷îãî íàòèñíóòè «Îk».

10. Çë³âà âñòàíîâèòè êîëüîðîâ³ ïðàïîðö³ äëÿ â³äîáðàæåííÿ ÷èñòî-
òè ÄÍÊ «Ratio 260/280» òà êîíöåíòðàö³¿ – «User defined formula 
260 nm». 

11. Ó òàáëèö³ ïðàâîðó÷ áóäóòü â³äîáðàæåí³ ðåçóëüòàòè àíàë³çó 
÷èñòîòè òà êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ. Äëÿ òîãî, ùîá ïðîäèâèòèñü ãðàô³÷íå 
çîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â àíàë³çó íåîáõ³äíî âèáðàòè îäèí çðàçîê àáî 
¿õí³é ä³àïàçîí â òàáëèö³ òà íàòèñíóòè «Spectrum».

12. Äëÿ ïåðåäà÷³ ðåçóëüòàò³â àíàë³çó â MS Excel íàòèñíóòè íà 
«Excel Export».

13. Äëÿ ïåðåãëÿäó ðåçóëüòàò³â ïîïåðåäíüîãî àíàë³çó íàòèñíóòè 
«Open» âèáðàòè ðåçóëüòàòè àíàë³çó çà äàòîþ. Äëÿ êîðåêòíîãî â³äî-
áðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â àíàë³çó íåîáõ³äíî ïîâòîðèòè ïï. 12–15.
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3. Ïðîâåäåííÿ ÏËÐ ÄÍÊ êóêóðóäçè 
Ç ìåòîþ ³äåíòèô³êàö³¿ àëåëüíîãî ñòàíó ãåí³â êàðîòèíîãåíåçó êó-

êóðóäçè çà ôóíêö³îíàëüíèìè ìàðêåðàìè ïðîâîäÿòü ÏËÐ ³ç ïîäàëü-
øèì ðîçä³ëåííÿì ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ â àãàðîçíîìó ãåë³ [4]. Â³ä-
ïîâ³äíî äî àíàë³çó ë³òåðàòóðíèõ äæåðåë ôóíêö³îíàëüí³ ìàðêåðè, 
ÿê³ ðåêîìåíäîâàíî äëÿ äîñë³äæåííÿ, äîçâîëÿþòü âèÿâèòè àëåëüíèé 
ñòàí ãåí³â lcyε òà crtRB1, ùî ìàþòü ïðÿìèé çâ’ÿçîê ³ç âì³ñòîì êàðî-
òèíî¿ä³â ó çåðí³ êóêóðóäçè [14; 25].

Õàðàêòåðèñòèêà ïðàéìåð³â. Ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â òà î÷³êóâà-
íèé ðîçì³ð àìïë³êîí³â íàâåäåí³ â òàáëèö³ 3.1.

Òàáëèöÿ 3.1. Õàðàêòåðèñòèêà ïðàéìåð³â ³äåíòèô³êàö³¿ àëåëüíîãî ñòàíó ôóíêö³îíàëü-
íèõ ìàðêåð³â êàðîòèíîãåíåçó

Íàçâà
Ïîñë³äîâí³ñòü íóêëåîòèä³â 

ïðàéìåð³â 5’…3’`
Î÷³êóâàíèé ðîçì³ð 

àì ïë³êîí³â, ï.í.
Ë³òåðàòóðí³ äæåðåëà

lcyε-5’TE F* aag cat ccg acc aaa ata aca g
R* gag agg gag acg acg aga cac

650
250

Muthusamy et al. (2015)

lcyε-SNP216

F1 gcg gca gtg ggc gtg gat
F2 cgt cgt ttc cca tct ctt cct cc 231+395

23 1

Harjes et al. (2008)

R1 tga agt acg gct gca gga caa cg
R2 gac aga gga gaa aca agg cg

lcyε-3’INDL

F1 gta cgt cgt tca tct ccg tac cc
R1 ctt ggt gaa cgc att tct gtt gg 144+502

399+502

Harjes et al. (2008)

F2 gga ccg gaa cag cca act g
R2 ggc gaa atg ggt acg gcc

crtRB1-3’TE
F aca cca c at gga caa gtt cg
R1 aca ctc tgg ccc atg aac ac
R2 aca gca ata cag ggg acc ag

543
296+875
296

Muthusamy et al. (2015)

Adh F cgt cgt ttc cca tct ctt cct cc
R gac aga gga gaa aca agg cg 231 Ìàðêîâñüêèé òà ³í., 2014

*F – ïðÿìèé ïðàéìåð. 
**R – çâîðîòíèé ïðàéìåð.

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ îäíîíóêëåîòèäíîãî ïîë³ìîðô³çìó çà ìàðêåðîì 
lcyε-SNP216 âèêîðèñòîâóþòü âíóòð³øí³é êîíòðîëü ðåàêö³¿ – ïðàé-
ìåðè äî ãåíó àëêîãîëü äåã³äðîãåíàçè (adh1), ÿê³ äîçâîëÿþòü îòðèìà-
òè àìïë³êîí ðîçì³ðîì 231 ï.í. 

Òàêèì ÷èíîì, ó ðàç³ âèÿâëåííÿ ñïðèÿòëèâîãî àëåëÿ, ùî â³äïîâ³-
äàº íàÿâíîñò³ íà ñàéò³ ìàðêåðà íóêëåîòèäó G, íà åëåêòðîôîðåãðàì³ 
áóäå ïðåäñòàâëåíî ëèøå îäèí àëåëü 231 ï.í. (âíóòð³øí³é êîíòðîëü 
ðåàêö³¿).

Ï³äãîòîâêà òà ïðîâåäåííÿ ÏËÐ
1. Ðîçðàõóâàòè ê³ëüê³ñòü êîìïîíåíò³â ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ äëÿ ïðî-

âåäåííÿ ÏËÐ ÄÍÊ êóêóðóäçè (òàáë. 3.2).
2. Ó ïðîá³ðö³ 1,5 ìë ïðèãîòóâàòè ðåàêö³éíó ñóì³ø. Ïðè ðîçðà-

õóíêó ê³ëüêîñò³ êîìïîíåíò³â ÏËÐ äî ôàêòè÷íî¿ ê³ëüêîñò³ çðàçê³â 
äîäàòè ùå îäèí çðàçîê äëÿ óðàõóâàííÿ ìîæëèâèõ âòðàò (ôàêòè÷íà 
ê³ëüê³ñòü çðàçê³â + 1 çðàçîê).
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3. Äîäàòè â êîæíó 0,2 ìë ïðîá³ðêó ïî 17 ìêë ïðèãîòîâàíî¿ ðåàê-
ö³éíî¿ ñóì³ø³ â³äïîâ³äíî äî ê³ëüêîñò³ çðàçê³â.

4. Äîäàòè â êîæíó ïðîá³ðêó ïî 3 ìêë ÄÍÊ (êîíöåíòðàö³ÿ íå ìåí-
øå 20 íã/ìêë). 

5. Öåíòðèôóãóâàòè äëÿ îñàäæåííÿ êðàïåëü òà áóëüáàøîê ïðîòÿ-
ãîì 15 ñ çà 7000 g. Ïîì³ñòèòè ïðîá³ðêè ç ðåàêö³éíîþ ñóì³øøþ â 
àìïë³ô³êàòîð òà çàäàòè ïàðàìåòðè àìïë³ô³êàö³¿ ÄÍÊ (òàáë. 3.3). 

     Òàáëèöÿ 3.3. Ïàðàìåòðè ïðîâåäåííÿ àìïë³ô³êàö³¿ ÄÍÊ êóêóðóäçè

Åòàï Òåìïåðàòóðà, °C ×àñ
Ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ 94 5 õâ
Äåíàòóðàö³ÿ 94 1 õâ
Ã³áðèäèçàö³ÿ ïðàéìåð³â 60 1 õâ
Åëîíãàö³ÿ 72 1 õâ
Ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ 72 5 õâ
Ê³ëüê³ñòü öèêë³â – 40

    Òàáëèöÿ 3.2. Ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ 
    äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ ÄÍÊ êóêóðóäçè

Êîìïîíåíòè ÏËÐ Ê³íöåâà êîíöåíòðàö³ÿ

10×ÏËÐ áóôåð* 1×
dNTP 250 ìêÌ
MgCl

2
2,5 ìÌ

Taq-ïîë³ìåðàçà 1 îä.
Ïðàéìåð F 0,6 ìêÌ
Ïðàéìåð R 0,6 ìêÌ
dH

2
O

Çàãàëüíèé îá’ºì ðåàêö³¿ 20 ìêë

    *10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 9,0; 50 ìÌ KCl; 0,01% Òðèòîí Õ-100
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4. ÅËÅÊÒÐÎÔÎÐÅÇ ÏÐÎÄÓÊÒ²Â ÀÌÏË²Ô²ÊÀÖ²¯
Ðåàêòèâè äëÿ åëåêòðîôîðåçó
• ÅDÒÀ; 
• Tris; 
• ëåãêîïëàâêà àãàðîçà äëÿ åëåêòðîôîðåçó; 
• áîðíà êèñëîòà; 
• áðîì³ä åòèä³þ ðîç÷èí 10 ìã/ìë [17].
Ïðèãîòóâàííÿ ðîç÷èí³â
10×ÒÂÅ-áóôåð. Íà 1 ë ðîç÷èíó çâàæóþòü 108 ã Òr³s òà 55 ã áîðíî¿ 

êèñëîòè òà ðîç÷èíÿþòü â 800 ìë äèñòèëüîâàíî¿ âîäè. Ï³ñëÿ ÷îãî äî-
äàþòü 40 ìë 0,5 Ì ÅÄÒÀ (pH 8,0) òà äîâîäÿòü äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ 
îá’ºì äî 1 ë.

Çáåð³ãàþòü ó õîëîäèëüíèêó ïðè 4°Ñ äî 6 ì³ñÿö³â.
0,5×ÒÂÅ-áóôåð. Äëÿ ïðèãîòóâàííÿ 1 ë ðîç÷èíó â ì³ðíèé öèë³íäð 

âíîñÿòü 50 ìë 10×ÒÂÅ-áóôåð (äåñÿòèêðàòíèé ÒÂÅ-áóôåð) òà äîâî-
äÿòü äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ îá’ºì äî 1 ë, ïåðåì³øóþòü ³ ïåðåíîñÿòü 
â êîëáó äëÿ çáåð³ãàííÿ. Çáåð³ãàþòü ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ íå 
á³ëüøå 1 ì³ñÿöÿ.

Àãàðîçíèé ãåëü. Äëÿ ïðèãîòóâàííÿ 100 ìë 2% ãåëþ çâàæóþòü 2 ã 
àãàðîçè àáî 4 ã – äëÿ 4% ãåëþ. Ðîç÷èíÿþòü àãàðîçó ó 70 ìë 0,5×ÒÂÅ-
áóôåðó øëÿõîì íàãð³âàííÿ ó ì³êðîõâèëüîâ³é ïå÷³ àáî êèïëÿ÷³é âîäÿ-
í³é áàí³ òà äîâîäÿòü îá’ºì äî 100 ìë. Ï³ñëÿ ïîâíîãî ðîç÷èíåííÿ àãàðî-
çè îõîëîäæóþòü ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ äî 60°Ñ. Äîäàþòü ðîç÷èí 
åòèä³þ áðîì³äó äî ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 1 ìêã/ìë. Âñòàíîâëþþòü ãðå-
á³íêó â êàìåðó äëÿ çàëèâêè ãåë³â òà çàëèâàþòü ãåëü òîâùèíîþ áëèçü-
êî 4 ìì. Ï³ñëÿ ïîë³ìåðèçàö³¿ ãåëþ ãðåá³íêó âèäàëÿþòü ïîïåðåäíüî 
çàëèâøè ïîâåðõ ãåëþ ðîç÷èí 0,5×ÒÂÅ-áóôåðó øàðîì 1 ìì.

Ïðîâåäåííÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó ïðîäóêò³â ÏËÐ
1. Ïëàñòèíó ãåëþ ïîì³ñòèòè â åëåêòðîôîðåçíó êàìåðó ïðèëàäó 

äëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó, çàïîâíåíó 0,5×ÒÂÅ-áóôåðîì.
2. Ïðèãîòóâàòè ðîç÷èí 1×áóôåðó äëÿ íàíåñåííÿ (îäíîêðàòíèé áó-

ôåð): äëÿ íàíåñåííÿ îäíîãî çðàçêà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ çì³øà-
òè 1,66 ìêë øåñòèêðàòíîãî áóôåðó äëÿ íàíåñåííÿ (6×áóôåð) (0,25% 
áðîìôåíîëîâîãî ñèíüîãî, 0,25% êñèëåíöèàíîëó, 30% ãë³öåðèíó) òà 
3,34 äå³îí³çîâàíî¿ âîäè.

3. Ç êîæíî¿ ì³êðîöåíòðèôóæíî¿ ïðîá³ðêè â³ä³áðàòè ïî 5 ìêë ïðî-
äóêò³â ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ) òà çì³øàòè ç 5 ìëê 
1×áóôåðó äëÿ íàíåñåííÿ, óíèêàþ÷è óòâîðåííÿ áóëüáàøîê. Îòðèìà-
íèé ðîç÷èí (10 ìêë) òà ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ÄÍÊ âíåñòè â 
ëóíêè ãåëþ.

4. Ïðîâåñòè åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ â 2% àãàðîç-
íîìó ãåë³ ó 0,5×ÒÂÅ-áóôåð³ ïðîòÿãîì 1,5 ãîä çà íàïðóæåíîñò³ åëåê-
òðè÷íîãî ïîëÿ 5 Â/ñì ó íàïðÿìêó â³ä êàòîäà äî àíîäà.

5. Ï³ñëÿ çàê³í÷åííÿ åëåêòðîôîðåçó ãåëü ïîì³ñòèòè íà ô³ëüòð 
òðàíñ³ëþì³íàòîðà ç ëàìïîþ óëüòðàô³îëåòîâîãî ñâ³òëà (254–310 íì). 
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Ïðè îïðîì³íåíí³ ãåëþ óëüòðàô³îëåòîâèì ñâ³òëîì ïðîäóêòè ÏËÐ 
ïðîÿâëÿþòüñÿ ó âèãëÿä³ ñìóã íà â³äïîâ³äíèõ äîð³æêàõ.

6. Ðåçóëüòàòè â³çóàë³çàö³¿ çàäîêóìåíòóâàòè çà äîïîìîãîþ öèôðî-
âî¿ êàìåðè àáî ³íøèõ ñèñòåì äîêóìåíòóâàííÿ ãåëþ [4].
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5. Âèçíà÷åííÿ ðîçì³ðó àìïë³êîí³â 
òà ³äåíòèô³êàö³ÿ ñïðèÿòëèâèõ àëåë³â

1. Íà îñíîâ³ îòðèìàíèõ åëåêòðîôîðåãðàì âèçíà÷èòè ðîçì³ð àìï-
ë³êîí³â çà äîïîìîãîþ êîìï’þòåðíî¿ ïðîãðàìè TotalLab àáî ³íøîãî 
àíàëîã³÷íîãî ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ (ðèñ. 5.1).

Ðèñ. 5.1. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè TotalLab TL120 (òåñòîâà âåðñ³ÿ)

2. Ðåçóëüòàòè àíàë³çó â ïðîãðàì³ TotalLab çáåðåãòè â ïðîãðàì³ 
Excel, ðîçì³ðè àìïë³êîí³â çàïèñàòè â ï.í. (ðèñ. 5.2).

Ðèñ. 5.2. Ôîðìà äîêóìåíòóâàííÿ ðîçì³ð³â àìïë³êîí³â ó ïðîãðàì³ Excel
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3. Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ñïðèÿòëèâèõ àëåë³â, îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè 
ñï³ââ³äíîñÿòü ç òàáëèöåþ î÷³êóâàíèõ ðîçì³ð³â àìïë³êîí³â (òàá. 5.1).

Òàáëèöÿ 5.1. Õàðàêòåðèñòèêà ðîçì³ðó ñïðèÿòëèâîãî àëåëþ çà ôóíêö³îíàëüíèìè ìàð-
êåðàìè

Íàçâà Î÷³êóâàíèé ðîçì³ð ñïðèÿòëèâîãî àëåëþ, ï.í. Ë³òåðàòóðí³ äæåðåëà
lcyε-5’TE 650 Muthusamy et al. (2015)
lcyε-SNP216 231 Harjes et al. (2008)
lcyε-3’INDL 144+502 Harjes et al. (2008)
crtRB1-3’TE 543 Muthusamy et al. (2015)

Çà ìàðêåðîì lcyε-5’TE ïîòåíö³éíî ìîæëèâî îòðèìàòè äâà àëåëü-
íèõ âàð³àíòè, îäèí ³ç ÿêèõ ñïðèÿòëèâèé – 650 ï.í. òà íåñïðèÿòëè-
âèé – 250 ï.í

Çà ìàðêåðîì lcyε-SNP216 òà ïðàéìåðàìè äî âíóòð³øíüîãî êîíòð-
îëþ ðåàêö³¿ – ãåíó adh1 äëÿ äîñë³äæóâàíèõ ë³í³é êóêóðóäçè, ³äåí-
òèô³êóþòüñÿ àëåë³ ðîçì³ðàìè 231 òà 395 ï.í. Â³äñóòí³ñòü àëåëÿ ðîç-
ì³ðîì 395 ï.í. âêàçóº íà íàÿâí³ñòü ñïðèÿòëèâî¿ àëåë³.

Ìàðêåð lcyε-3’INDL ïðåäñòàâëåíèé àëåëÿìè, ÿêèé ³äåíòèô³êóºòü-
ñÿ ïðîäóêòàìè ÏËÐ ðîçì³ðàìè 144+502 ï.í. òà 399+502 ï.í. Íàÿâ-
í³ñòü àìïë³êîí³â ðîçì³ðîì 144+502 ï.í. âêàçóº íà íàÿâí³ñòü ñïðè-
ÿòëèâî¿ àëåë³.

Çà ìàðêåðîì crtRB1-3’ TE º òðè ìîæëèâèõ àëåëüíèõ âàð³àíòè. Çà 
ðàõóíîê ñïåöèô³÷íîãî äèçàéíó ïðàéìåð³â äîñë³äæóâàíîãî ìàðêåðà 
(îäèí ïðÿìèé ³ äâà çâîðîòí³), ó ðåçóëüòàò³ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ 
ðåàêö³¿ ìîæóòü óòâîðþâàòèñÿ ïðîäóêòè äîâæèíîþ 543 ï.í., 296 ï.í. 
òà 296+875 ï.í. Íàÿâí³ñòü àìïë³êîí³â ðîçì³ðîì 543 ï.í. ñâ³ä÷èòü 
ïðî íàÿâí ³ñòü â ãåíîòèï³â ñïðèÿòëèâîãî àëåëþ.
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