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ÑÏÈÑÎÊ ÓÌÎÂÍÈÕ ÏÎÇÍÀ×ÅÍÜ ÒÀ ÑÊÎÐÎ×ÅÍÜ
ÑÒÀÂ - cetyltrimethylammonium bromide
dNTP – äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòè
Taq-ïîë³ìåðàçà - òåðìîñòàá³ëüíà ÄÍÊ-ïîë³ìåðàçà, âèä³ëåíà ç òåðìîô³ëü-

íî¿ áàêòåð³¿ Thermus aquaticus 
ÂÎÑ – êâàë³ô³êàö³éíà åêñïåðòèçà íà â³äì³íí³ñòü, îäíîð³äí³ñòü, ñòàá³ëü-

í³ñòü 
ÄÍÊ – äåçîêñèðèáîíóêëå¿íîâà êèñëîòà
íì - íàíîìåòð
ïí – ïàðè íóêëåîòèä³â
ÏËÐ – ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ
TBE – òð³ñ-áîðàòíèé áóôåð äëÿ åëåêòðîôîðåçó
ÒÅ – áóôåð äëÿ ðîç÷èíåííÿ ÄÍÊ
Ö×Ñ - öèòîïëàçìàòè÷íà ÷îëîâ³÷à ñòåðèëüí³ñòü
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Âñòóï
Öèòîïëàçìàòè÷íà ÷îëîâ³÷à ñòåðèëüí³ñòü ó ðîñëèí, â³äêðèòà â 

ï’ÿòäåñÿò³ ðîêè 20-ãî ñòîë³òòÿ, çíàéøëà øèðîêå çàñòîñóâàííÿ â 
ñåëåêö³éí³é ïðàêòèö³ ÿê ãåíåòè÷íèé ñïîñ³á êàñòðàö³¿ ìàòåðèí-
ñüêèõ ðîñëèí ã³áðèä³â êóêóðóäçè, ïøåíèö³, ðèñó, öóêðîâèõ áó-
ðÿê³â òà ³í. [18, 22, 25]. Öÿ îçíàêà óñïàäêîâóºòüñÿ ïî ìàòåðèí-
ñüê³é ë³í³¿, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ¿¿ íåõðîìîñîìíó ïðèðîäó. Çíàííÿ 
ïðî ìîëåêóëÿðí³ ñòðóêòóðè òà ìåõàí³çìè, ùî ëåæàòü â îñíîâ³ 
Ö×Ñ, çíà÷íî çðîñëè ç ðîçâèòêîì ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìåòî-
ä³â àíàë³çó. Ïîêàçàíî, ùî ìóòàö³¿, â³äïîâ³äàëüí³ çà Ö×Ñ, çíàõî-
äÿòüñÿ â ÄÍÊ ì³òîõîíäð³é (ìòÄÍÊ) ó áàãàòüîõ âèä³â ðîñëèí [20, 
21, 27]. Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåííÿ ñòðóêòóðè ãåíîìó ì³òîõîíäð³é 
òà åêñïðåñ³¿ ãåí³â äîçâîëèëè çàñòîñîâóâàòè ¿õ äëÿ âèçíà÷åííÿ 
îñíîâíèõ òèï³â öèòîïëàçìè êóêóðóäçè.

Â ñåëåêö³¿ êóêóðóäçè íàéøèðøå âèêîðèñòîâóþòü òðè òèïè 
×ÖÑ: Ò – òåõàñüêèé òèï, S – ìîëäàâñüêèé òèï òà C – ïàðàãâàé-
ñüêèé òèï àáî ÷àððóà. ×ÖÑ ïðîÿâëÿºòüñÿ â òîìó âèïàäêó, êîëè â 
öèòîïëàçì³ ïðèñóòí³é ôàêòîð ñòåðèëüíîñò³, à â ÿäð³ çíàõîäÿòüñÿ 
ðåöåñèâí³ àëåë³ ãåí³â â³äíîâëåííÿ Rf (restoration of fertility) [7]. 
Ó ïðîöåñ³ ñåëåêö³¿ äëÿ âèçíà÷åííÿ òèï³â ñòåðèëüíîñò³ êóêóðóäçè 
çàñòîñîâóþòü òåñòåðè ç â³äîìèìè Rf ãåíàìè, ÿê³ â³äíîâëþþòü 
ïåâíèé òèï Ö×Ñ. Ïðîòå, àíàë³çóþ÷³ ñõðåùóâàííÿ – öå òðóäî-
ì³ñòêà ïðîöåäóðà, ÿêà ïîòðåáóº çíà÷íèõ âèòðàò ÷àñó òà ìàòåð³-
àëüíèõ ðåñóðñ³â [6, 8, 9]. 

Ìåòîäèêîþ ïðîâåäåííÿ êâàë³ô³êàö³éíî¿ åêñïåðòèçè êóêóðó-
äçè çâè÷àéíî¿ íà ÂÎÑ ïåðåäáà÷åíî âèçíà÷åííÿ îçíàê ÷àñó öâ³-
ò³ííÿ âîëîò³ òà àíòîö³àíîâîãî çàáàðâëåííÿ ïèëÿê³â. Â³äîìî, ùî 
çäàòí³ñòü äî óòâîðåííÿ ïèëÿê³â êóêóðóäçè ìîæå çàëåæàòè â³ä 
ôàêòîð³â íàâêîëèøíüîãî ñåðåäîâèùà, à òàêîæ ÷àñó ñïîñòåðåæåí-
íÿ [12, 17, 28, 30]. Îäíàê âêàçàí³ îçíàêè íå äîçâîëÿþòü ïîâíîþ 
ì³ðîþ â³çóàëüíî âèçíà÷èòè â³äì³íí³ñòü ì³æ ë³í³ºþ ³ ¿¿ ñòåðèëü-
íèì àíàëîãîì. Öå ñòâîðþº äîäàòêîâ³ òðóäíîù³ äëÿ îá’ºêòèâíî¿ 
îö³íêè ë³í³é, ùî ïðîõîäÿòü êâàë³ô³êàö³éíó åêñïåðòèçó. Îòæå, 
àêòóàëüíèì º çàëó÷åííÿ øâèäêèõ òà íàä³éíèõ ìåòîä³â ³äåíòèô³-
êàö³¿ îñíîâíèõ òèï³â ñòåðèëüíîñò³ â íàñ³ííºâîìó ìàòåð³àë³ òà ó 
âåãåòóþ÷èõ ðîñëèíàõ. 

Ïîë³ìîðô³çì ìòÄÍÊ ìîæíà îö³íèòè çà äîïîìîãîþ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìàðêåð³â. Òàê, îïèñàíî çàñòîñóâàííÿ RFLP 
(restriction fragment length polymorphism) àíàë³çó òà ìåòîäèê ç 
âèêîðèñòàííÿì ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ), áóëî ðîç-
ðîáëåíî ñïåöèô³÷í³ ïðàéìåðè äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ òðüîõ îñíîâíèõ 
òèï³â Ö×Ñ íà îñíîâ³ ñèêâåíñó ìòÄÍÊ [17, 20, 26, 27]. Çà äîïîìî-
ãîþ ÄÍÊ ìàðêåð³â ïðîâîäèëè äîñë³äæåííÿ ç îö³íêè ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷íîãî ïîë³ìîðô³çìó ãåí³â ì³òîõîíäð³îíó êóêóðóäçè òà 
âèçíà÷åííÿ íîâèõ ñóáòèï³â S ñòåðèëüíîñò³ ó êóêóðóäçè [15, 29, 
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30]. Çâàæàþ÷è íà òå, ùî âèêîðèñòàííÿ Ò òèïó íà ñüîãîäí³øí³é 
äåíü îáìåæåíî ó çâ’ÿçêó ³ç éîãî ÷óòëèâ³ñòþ äî Helmin thosporium 
maydis, òîìó íàéïîøèðåí³øèìè º S òà Ñ òèïè [27]. Îòæå, àêòó-
àëüíèì º âèçíà÷åííÿ C- òà S-òèï³â ñòåðèëüíîñò³ ó êóêóðóäçè çà 
äîïîìîãîþ ÄÍÊ ìàðêåð³â äëÿ âèêîðèñòàííÿ â åêñïåðòèç³ ñîðò³â 
íà ÂÎÑ.

Ó ïðåäñòàâëåíèõ ðåêîìåíäàö³ÿõ îïèñàíî óìîâè òà îñîáëèâîñò³ 
àíàë³çó ÄÍÊ ë³í³é êóêóðóäçè íà îñíîâ³ ÏËÐ, íàâåäåíî ìåòîä 
âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ çà äîïîìîãîþ ìóëüòèìîäàëüíîãî 
ïëàíøåòíîãî ð³äåðó òà ïðîâåäåííÿ ÏËÐ in silico.
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1. Åêñòðàêö³ÿ ÄÍÊ ç ðîñëèííèõ òêàíèí
Ìåòîäè âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ç ðîñëèííèõ òêàíèí âêëþ÷àþòü íàñòóï-

í³ åòàïè: 1) ë³çèñ êë³òèí; 2) îñàäæåííÿ á³ëê³â; 3) îñàäæåííÿ ÄÍÊ ç 
ðîç÷èíó ñïèðòîì; 4) ðîç÷èíåííÿ îñàäó â áóôåðíîìó ðîç÷èí³. Ó ðîë³ 
ë³çóþ÷îãî àãåíòó çàñòîñîâóþòü ÑÒÀÂ, ÿêèé ïðè ïåâí³é êîíöåíòðà-
ö³¿ ñîë³ (NaCl) óòâîðþº íåðîç÷èííèé êîìïëåêñ ç íóêëå¿íîâèìè êèñ-
ëîòàìè, îñàäæåííÿ á³ëê³â çä³éñíþþòü çà äîïîìîãîþ õëîðîôîðìó, 
îñàäæåííÿ ÄÍÊ – ³çîïðîï³ëîâîãî ñïèðòó [3, 5, 14, 23].

Ðåàêòèâè äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ
- Ë³çóþ÷èé ðîç÷èí (íà 200 ìë: CTAB – 4 ã; NaCl - 16,4 ã; Òris – 

3,15 ã; ÅDÒÀ – 1,5 ã, ðÍ ðîç÷èíó 8,0). Ê³íöåâ³ êîíöåíòðàö³¿ êîì-
ïîíåíò³â: 20 ìÌ ÅDÒÀ; 100ìÌ Òris-HCl; 1,4 Ì NaCl; 2% CTAB. 
Çáåð³ãàþòü çà òåìïåðàòóðè 4°Ñ äî 4 ì³ñÿö³â.

- Ðîç÷èí äëÿ ïðåöèï³òàö³¿ (íà 200 ìë: CTAB – 1 ã; NaCl – 0,5 ã, 
ðÍ ðîç÷èíó 8,0). Ê³íöåâ³ êîíöåíòðàö³¿ êîìïîíåíò³â: 0,5% CTAB; 
0,04 Ì NaCl. Çáåð³ãàþòü ðîç÷èí ïðè 4°Ñ äî 4 ì³ñÿö³â.

- Õëîðîôîðì; òðèõëîðìåòàí; ìåòèëòðèõëîðèä – CHCl
3
 (Ìì = 

119,37).
- Ðîç÷èí 1,2 Ì NaCl (íà 100 ìë: NaCl – 7 ã). Çáåð³ãàþòü ïðè 

ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ äî 6 ì³ñÿö³â.
- ²çîïðîï³ëîâèé ñïèðò; ³çîïðîïàíîë; 2-ïðîïàíîë – (ÑÍ

3
)
2
ÑÍÎÍ 

(Ìì=60,10)
- Ðîç÷èí äëÿ â³äìèâàííÿ (70% åòèëîâèé ñïèðò). Çáåð³ãàþòü 

ðîç÷èí ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ äî 6 ì³ñÿö³â.
- Ðîç÷èí ÒÅ (íà 200 ìë: 0,5 Ì ÅDÒÀ ðÍ 8,0 – 400 ìêë; 1 Ì 

Òris-HCl ðÍ 8,0 – 1 ìë). 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 0,5 M ÅDÒÀ (íà 200 ìë: 37,22 ã ÅDÒÀ, ðÍ ðîç÷èíó 
8,0). Çáåð³ãàþòü çà òåìïåðàòóðè 4°Ñ äî 6 ì³ñÿö³â [14].

- ðÍ âñ³õ ðîç÷èí³â ðåãóëþþòü çà äîïîìîãîþ 1 Ì NaOH.

Ïðîâåäåííÿ åêñòðàêö³¿ ÄÍÊ
1. Äëÿ âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ïðîðîùóþòü ïî 10 íàñ³íèí êîæíî¿ ë³í³¿ 

êóêóðóäçè ïðîòÿãîì 5 äí³â çà ÄÑÒÓ 4138-2002 «Íàñ³ííÿ ñ³ëü-
ñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð. Ìåòîäè âèçíà÷åííÿ ÿêîñò³» [11].

2. Ãîìîãåí³çóþòü íàâàæêó çðàçêó 50 ìã ç 500 ìêë Ë³çóþ÷îãî 
ðîç÷èíó òà ïåðåíîñÿòü ó ì³êðîöåíòðèôóæíó ïðîá³ðêó. Äîäàþòü 300 
ìêë ñòåðèëüíî¿ äå³îí³çîâàíî¿ âîäè òà âîðòåêñóþòü ïðîòÿãîì 30 ñ.

3. ²íêóáóþòü çà òåìïåðàòóðè 65°Ñ ïðîòÿãîì 45 õâ. Ï³ñëÿ öüîãî 
öåíòðèôóãóþòü çà 13000g ïðîòÿãîì 10 õâ.

4. Âåñü ñóïåðíàòàíò ~300 ìêë ïåðåíîñÿòü ó íîâó ì³êðîöåíòðè-
ôóæíó ïðîá³ðêó òà äîäàþòü Õëîðîôîðì ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1 äî 
â³ä³áðàíîãî ñóïåðíàòàíòó, îáåðåæíî ïåðåì³øóþòü ïðîòÿãîì 30 ñ.
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5. Ï³ñëÿ öåíòðèôóãóâàííÿ çà 13000g 10 õâ ïåðåíîñÿòü âåðõí³é 
øàð (~250 ìêë) ó íîâó ì³êðîöåíòðèôóæíó ïðîá³ðêó òà ïîâòîðþ-
þòü ï. 5. 

6. Ï³ñëÿ öåíòðèôóãóâàííÿ çà 13000g ïðîòÿãîì 5 õâ äîäàþòü 
2 îá’ºìè (~500 ìêë) Ðîç÷èíó äëÿ ïðåöèï³òàö³¿ òà îáåðåæíî ïåðå-
ì³øóþòü.

7. ²íêóáóþòü 60 õâ çà ê³ìíàòíî¿ òåìïåðàòóðè.
8. Öåíòðèôóãóþòü çà 13000g ïðîòÿãîì 5 õâ òà îáåðåæíî âè-

äàëÿþòü ñóïåðíàòàíò íå çà÷³ïàþ÷è îñàä (ïðåöèï³òàò).
9. Ðîç÷èíÿþòü ïðåöèï³òàò â 350 ìêë 1,2 Ì NaCl òà äîäàþòü 0,6 

îá’ºìó (210 ìêë) îõîëîäæåíîãî ²çîïðîï³ëîâîãî ñïèðòó, îáåðåæíî 
ïåðåì³øóþòü.

10. Öåíòðèôóãóþòü çà 13000 g ïðîòÿãîì 10 õâ, ï³ñëÿ ÷îãî âèäà-
ëÿþòü ñóïåðíàòàíò, íå çà÷³ïàþ÷è îñàä. Äî îòðèìàíîãî îñàäó äî-
äàþòü 500 ìêë 70% åòèëîâîãî ñïèðòó, îáåðåæíî ïåðåì³øóþòü.

11. Öåíòðèôóãóþòü çà 13000 g ïðîòÿãîì 10 õâ, âèäàëÿþòü ñó-
ïåð íàòàíò. Îñàä ï³äñóøóþòü çà 60°Ñ ïðîòÿãîì 30 õâ.

12. Ñóõèé îñàä, â ÿêîìó ì³ñòèòüñÿ ÄÍÊ, ðîç÷èíÿþòü â 50 ìêë 
ÒÅ-áóôåðó. Îòðèìàíó ÄÍÊ îäðàçó âèêîðèñòîâóþòü äëÿ ïðîâåäåííÿ 
ÏËÐ àáî çáåð³ãàþòü çà òåìïåðàòóðè +4°Ñ íå á³ëüøå îäíîãî ì³ñÿöÿ.

2. ÂÈÇÍÀ×ÅÍÍß ÊÎÍÖÅÍÒÐÀÖ²¯ ÒÀ ×ÈÑÒÎÒÈ ÄÍÊ
Íóêëå¿íîâ³ êèñëîòè ïîãëèíàþòü óëüòðàô³îëåòîâå âèïðîì³íþ-

âàííÿ â îáëàñò³ ñïåêòðó 240–290 íì. Êîíöåíòðàö³þ ÄÍÊ çàçâè-
÷àé âèçíà÷àþòü ïðè äîâæèí³ õâèë³ 260 íì. Äëÿ îö³íêè ÷èñòîòè 
ïðåïàðàòó ÄÍÊ ïðîâîäÿòü âèì³ðþâàííÿ îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³ ðîç-
÷èíó ïðè äîâæèíàõ õâèëü 260, 280 ³ 235 íì, òîáòî íà ìàêñèìó-
ìàõ ïîãëèíàííÿ ðîç÷èí³â ÄÍÊ, á³ëê³â ³ ïîë³ñàõàðèä³â, â³äïîâ³ä-
íî. Çíà÷åííÿ ñï³ââ³äíîøåííÿ À260/280 äëÿ ÷èñòî¿ ÄÍÊ ñòàíî-
âèòü á³ëüøå 1,8, çíà÷åííÿ À260/235 – á³ëüøå çà 2,2 [1, 4]. 

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

Âèçíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ çà äîïîìîãîþ 
ìóëüòèôóíêö³îíàëüíîãî ì³êðîïëàíøåòíîãî ð³äåðà 
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. 
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3. Çàêðèòè â³äêèäíó êðèøêó ïëàíøåòà, êíîïêîþ íà ïåðåäí³é 
ïàíåë³ ïðèëàäó «in/out» âèêëèêàòè êàðåòêó òà ïîñòàâèòè ïëàí-
øåò íà êàðåòêó ïðèëàäó. Âïåâíèòèñÿ, ùî â àêòèâíîìó â³êí³ îá-
ðàíà âêëàäêà 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 Measure-
ment-dsDNA» íàòèñíóòè «Change Layout». Ó âêëàäö³, ÿêà â³ä-
êðèºòüñÿ áóäóòü â³äîáðàæåí³ ïîçíà÷åííÿ ïîïåðåäíüîãî àíàë³çó. 
Ùîá çì³íèòè ðîçòàøóâàííÿ çðàçê³â òà êîíòðîëþ, ïîòð³áíî âè-
äàëèòè ïîïåðåäí³ ïîçíà÷åííÿ – íàòèñíóòè êíîïêó «Epmty» òà 
äâ³÷³ íàòèñíóòè íà â³äïîâ³äíèõ êîì³ðêàõ ë³âîþ êíîïêîþ ìèø³. 
Äëÿ ïîçíà÷åííÿ êîíòðîëþ íàòèñíóòè êíîïêó «Blank» òà ïîçíà-
÷èòè ðîçòàøóâàííÿ êîíòðîëþ ó êîì³ðö³ â³äïîâ³äíî äî éîãî íàíå-
ñåííÿ íà ïëàíøåò³. Äëÿ ïîçíà÷åííÿ çðàçê³â íàòèñíóòè «Sample» 
òà ïîçíà÷èòè çðàçêè ó êîì³ðêàõ â³äïîâ³äíî äî ¿õíüîãî íàíåñåííÿ 
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». 
Àíàë³ç òðèâàº 15 ñ, ïðî ùî ñïîâ³ùàºòüñÿ ó ðÿäêó çàâàíòàæåííÿ 
ä³àëîãîâîãî â³êíà. Ïðî çàâåðøåííÿ àíàë³çó ñïîâ³ùàº çâóêîâèé 
ñèãíàë òà àêòèâóþòüñÿ êíîïêè â ä³àëîãîâîìó ìåíþ. Äëÿ â³äî-
áðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â àíàë³çó íàòèñíóòè «Open Last Test Run».

8. Ë³âîðó÷ ó ä³àëîãîâîìó â³êí³, ÿêå â³äêðèºòüñÿ, äëÿ êîðåêòíî-
ãî 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 ðå-
çóëüòàò³â â³äíîñíî êîíòðîëþ. Ï³ñëÿ ÷îãî íàòèñíóòè «Îk».

9. Äëÿ â³äîáðàæåííÿ ÷èñòîòè ÄÍÊ â³äíîñíî êîíòðîëþ çà 
â³äíîøåííÿ äîâæèíè õâèëü 260/280 íì ë³âîðó÷ ó â³êí³ ðå-
çóëüòàò³â ïðàâîþ êíîïêîþ ìèø³ íàòèñíóòè íà ïàðàìåòð³ ó 
«Calculation→Ratio 260/280», âèáðàòè ó êîíòåêñòíîìó ìåíþ 
«Change calculation». Ó â³êí³, ÿêå â³äêðèºòüñÿ ó âåðõíüîìó ðÿä-
êó 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 ðîçêðèâà-
ºòüñÿ öüîãî â³êíà òàêîæ âèáðàòè ïóíêò «Blank corrected based 
on Row Data» òà íàâïðîòè íüîãî âñòàíîâèòè äîâæèíó õâèë³ 280 
íì äëÿ â³äîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â â³äíîñíî êîíòðîëþ. Ï³ñëÿ ÷îãî 
íàòèñíóòè «Îk».

10. Çë³âà âñòàíîâèòè êîëüîðîâ³ ïðàïîðö³ äëÿ â³äîáðàæåííÿ 
÷èñòîòè ÄÍÊ «Ratio 260/280» òà êîíöåíòðàö³¿ – «User defined 
formula 260 nm». 
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11. Ó òàáëèö³ ïðàâîðó÷ áóäóòü â³äîáðàæåí³ ðåçóëüòàòè àíàë³çó 
÷èñòîòè òà êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ. Äëÿ òîãî, ùîá ïðîäèâèòèñü ãðà-
ô³÷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 â³-
äîáðàæåííÿ ðåçóëüòàò³â àíàë³çó íåîáõ³äíî ïîâòîðèòè ïï. 12–15.
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3. Óìîâè ïðîâåäåííÿ ÏËÐ
Âèêîðèñòîâóþòü äâ³ ïàðè ïðàéìåð³â äî ãåí³â ì³òîõîíäð³é çà 

äâîìà îñíîâíèìè òèïàìè ñòåðèëüíîñò³ [27]. Õàðàêòåðèñòèêè 
ïðàéìåð³â òà ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ íàâåäåíî â òàáëèö³ 1 òà 2.

Òàáëèöÿ 1. 
Õàðàêòåðèñòèêà ïðàéìåð³â

Òèï Ö×Ñ Íóêëåîòèäíà ïîñë³äîâí³ñòü ïðàéìåð³â 
5’→3’

Ðîçì³ð àìïë³êîíó, 
ïí

Ïîñë³äîâí³ñòü ÄÍÊ 
(GenBank)

Ö×Ñ-C F* – ATGCTAATGGTGTTCCGATTCC
R** - AGCATCATCCACATTCGCTAG 398 S81074

Ö×Ñ-S F – CAACTTATTACGAGGCTGATGC
R - AGTTCGTCCCATATACCCGTAC 799 AF008647

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

            Òàáëèöÿ 2. 
Ñêëàä ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ 

äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ ÄÍÊ ë³í³é êóêóðóäçè
Êîìïîíåíòè ÏËÐ Ê³íöåâà êîíöåíòðàö³ÿ

10×ÏËÐ áóôåð* 1×
dNTP 200 ìêÌ
Taq-ïîë³ìåðàçà 1 îä.
Ïðàéìåð F 0,2 ìêÌ
Ïðàéìåð R 0,2 ìêÌ
dH

2
O -

Çàãàëüíèé îá’ºì ðåàêö³¿ 10 ìêë

        *10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 9,0; 50 ìÌ KCl; 0,01% Òðèòîí Õ-100; 20 ìÌ MgCl
2 

Ïðîâåäåííÿ ÏËÐ ÄÍÊ ë³í³é êóêóðóäçè
1. Ðîçðàõîâóþòü ê³ëüê³ñòü êîìïîíåíò³â ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ äëÿ 

ïðîâåäåííÿ ÏËÐ â³äïîâ³äíî äî íàâåäåíèõ â òàáëèö³ 2 ê³íöåâèõ 
êîíöåíòðàö³é.

2. Ðåàêö³éíó ñóì³ø ãîòóþòü ó ïðîá³ðö³ 1,5 ìë. Ðîçðàõóíîê 
êîìïîíåíò³â ÏËÐ çä³éñíþþòü ç óðàõóâàííÿì ìîæëèâèõ âòðàò 
(ôàêòè÷íà ê³ëüê³ñòü çðàçê³â + 1 çðàçîê).

3. Äîäàþòü ó êîæíó 0,2 ìë ïðîá³ðêó ïî 9 ìêë ðåàêö³éíî¿ ñóì³-
ø³ â³äïîâ³äíî äî ê³ëüêîñò³ çðàçê³â. 

4. Ï³ñëÿ öüîãî â êîæíó ïðîá³ðêó äîäàþòü ïî 1 ìêë çðàçê³â 
ÄÍÊ (êîíöåíòðàö³ÿ 100 íã/ìêë). Âñ³ îïåðàö³¿ áàæàíî ïðîâîäèòè 
íà ëüîäó ç ìåòîþ óíèêíåííÿ óòâîðåííÿ íåñïåöèô³÷íèõ ôðàãìåí-
ò³â ðåàêö³¿.

5. Ãîòîâó ðåàêö³éíó ñóì³ø ³ç çðàçêàìè ÄÍÊ öåíòðèôóãóþòü 
äëÿ îñàäæåííÿ êðàïåëü òà áóëüáàøîê ïðîòÿãîì 15 ñ çà 7000 g. 
Ïðîá³ðêè ç ðåàêö³éíîþ ñóì³øøþ ïîì³ùàþòü â àìïë³ô³êàòîð òà 
çàäàþòü ïàðàìåòðè àìïë³ô³êàö³¿ ÄÍÊ ë³í³é êóêóðóäçè (òàáë. 3).
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Òàáëèöÿ 3. 
Ïàðàìåòðè ÏËÐ ÄÍÊ ë³í³é êóêóðóäçè

Åòàï Òåìïåðàòóðà, °C ×àñ
Ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ 96 2 õâ
Äåíàòóðàö³ÿ 94 45 ñ
Ã³áðèäèçàö³ÿ ïðàéìåð³â 55 30 ñ
Åëîíãàö³ÿ 72 1 õâ
Ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ 72 2 õâ
Ê³ëüê³ñòü öèêë³â – 30



13

4. ÅËÅÊÒÐÎÔÎÐÅÇ ÏÐÎÄÓÊÒ²Â ÏËÐ â àãàðîçíîìó ãåë³
Ðåàêòèâè äëÿ åëåêòðîôîðåçó

10×ÒÂÅ-áóôåð (ñòîêîâèé ðîç÷èí) (íà 1 ë: 108 ã Òr³s, 55 ã áîðíî¿ 
êèñëîòè. Ï³ñëÿ ðîç÷èíåííÿ äîäàþòü 40 ìë 0,5 Ì ÅÄÒÀ (pH 8,0)). 
Çáåð³ãàþòü ó õîëîäèëüíèêó ïðè 4°Ñ äî 6 ì³ñÿö³â.

0,5×ÒÂÅ-áóôåð (ðîáî÷èé ðîç÷èí) (íà 1 ë ðîç÷èíó: 50 ìë 
10×ÒÂÅ-áóôåð (äåñÿòèêðàòíèé ÒÂÅ-áóôåð), äîâîäÿòü îá’ºì äî 1 ë 
äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ). Çáåð³ãàþòü ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ íå 
á³ëüøå 1 ì³ñÿöÿ.

ëåãêîïëàâêà àãàðîçà äëÿ åëåêòðîôîðåçó;
åòèä³é áðîìèñòèé; áðîì³ä åòèä³þ; EtBr; 2,7-äèàì³í-10-åòèë-9-

ôåí³ëôåíàíòð³ä³óì áðîì³ä; EtBr – C
21
H

20
NBr (Ìì=394,3) ðîç÷èí 

10 ìã/ìë [14].
àãàðîçíèé ãåëü 3% (íà 100 ìë: 3 ã ëåãêîïëàâêî¿ àãàðîçè äëÿ 

åëåêòðîôîðåçó ðîç÷èíèòè â 0,5×ÒÂÅ-áóôåð³ øëÿõîì íàãð³âàííÿ 
ó ì³êðîõâèëüîâ³é ïå÷³ àáî êèïëÿ÷³é âîäÿí³é áàí³). Ïðèãîòîâàíèé 
ãåëü îäðàçó âèêîðèñòîâóþòü äëÿ ïðîâåäåííÿ åëåêòðîôîðåçó. 

Ïðîâåäåííÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó ïðîäóêò³â ÏËÐ
1. Ï³ñëÿ ïîâíîãî ðîç÷èíåííÿ àãàðîçè, ãåëü îõîëîäæóþòü ïðè 

ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ äî 60°Ñ. Äîäàþòü ðîç÷èí áðîìèñòîãî åòè-
ä³þ äî ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 1 ìêã/ìë. Âñòàíîâëþþòü ãðåá³íêó â 
êàìåðó äëÿ çàëèâêè ãåë³â òà çàëèâàþòü ãåëü òîâùèíîþ áëèçüêî 
4 ìì. Ï³ñëÿ ïîë³ìåðèçàö³¿ ãåëþ ãðåá³íêó âèäàëÿþòü ïîïåðåäíüî 
çàëèâøè ïîâåðõ ãåëþ ðîç÷èí 0,5×ÒÂÅ-áóôåðó øàðîì 1 ìì.

2. Ãåëü íà ï³äëîæö³ ïîì³ùàþòü â åëåêòðîôîðåçíó êàìåðó ïðè-
ëàäó äëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó, çàïîâíåíó 0,5×ÒÂÅ-
áóôåðîì. 

3. Ãîòóþòü ðîç÷èí 1×áóôåðó äëÿ íàíåñåííÿ (îäíîêðàòíèé áó-
ôåð): äëÿ êîæíîãî çðàçêà çì³øóþòü 1,66 ìêë 6×áóôåðó (øåñòè-
êðàòíèé áóôåð äëÿ íàíåñåííÿ*) òà 3,34 ìêë äå³îí³çîâàíî¿ âîäè.

*Ïðèì³òêà: êîìåðö³éíèé ðåàêòèâ àáî 0,25% áðîìôåíîëîâèé 
ñèí³é, 0,25% êñèëåíöèàíîë, 30% ãë³öåðèí.

4. Â³äáèðàþòü ïî 5 ìêë ïðîäóêò³â ÏËÐ òà çì³øóþòü ç 5 ìëê 
1×áóôåðó äëÿ íàíåñåííÿ, óíèêàþ÷è óòâîðåííÿ áóëüáàøîê. Â 
ëóíêè ãåëþ âíîñÿòü îòðèìàíèé ðîç÷èí (10 ìêë) òà ìàðêåð ìîëå-
êóëÿðíî¿ ìàñè ÄÍÊ. 

5. Åëåêòðîôîðåç ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ïðîâîäÿòü ïðîòÿãîì 
1,5 ãîä çà íàïðóæåíîñò³ åëåêòðè÷íîãî ïîëÿ 5 Â/ñì ó íàïðÿìêó â³ä 
êàòîäà äî àíîäà â 0,5×ÒÂÅ-áóôåð³.

6. Äëÿ â³çóàë³çàö³¿ ïðîäóêò³â ÏËÐ ï³ñëÿ çàê³í÷åííÿ åëåêòðî-
ôîðåçó ãåëü ïîì³ùàþòü íà ô³ëüòð òðàíñ³ëþì³íàòîðà ç ëàìïîþ 
óëüòðàô³îëåòîâîãî ñâ³òëà (254–310 íì). Ðåçóëüòàòè åëåêòðîôî-
ðåòè÷íîãî ðîçä³ëåííÿ ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ äîêóìåíòóþòü çà 
äîïîìîãîþ öèôðîâî¿ êàìåðè àáî ³íøèõ ñèñòåì äîêóìåíòóâàííÿ 
ãåëþ.
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7. Íà îñíîâ³ îòðèìàíèõ åëåêòðîôîðåãðàì âèçíà÷èòè ðîçì³ð 
àìïë³êîí³â çà äîïîìîãîþ êîìï’þòåðíî¿ ïðîãðàìè TotalLab àáî 
³íøîãî àíàëîã³÷íîãî ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ [13].
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5. Âèçíà÷åííÿ S- òà C-òèï³â ñòåðèëüíîñò³ ó ë³í³é êóêóðóäçè
Ðîñëèííèé ìàòåð³àë êóêóðóäçè, ïîâ’ÿçàíèé ç S òà C òèïàìè 

ñòåðèëüíîñò³ âêëþ÷àâ ïî: 4 ïàðè ñòåðèëüíèõ ë³í³é-àíàëîã³â òà 
¿õí³õ çàêð³ïëþâà÷³â, 3 ñòåðèëüíèõ ë³í³¿-àíàëîãà C òèïó òà 3 ñòå-
ðèëüíèõ ë³í³¿-àíàëîãà S òèïó.

Ó ðåçóëüòàò³ àíàë³çó ë³í³é êóêóðóäçè, ÿê³ â ïîëüîâèõ óìî-
âàõ ïðîäåìîíñòðóâàëè îçíàêè ñòåðèëüíîñò³, çà ïðàéìåðàìè äî S 
òèïó ñòåðèëüíîñò³ áóëè îòðèìàí³ àìïë³êîíè î÷³êóâàíîãî ðîçì³ðó 
799 ïí (ðèñ. 1 à òà ðèñ. 1 á).

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòè ÏËÐ ë³í³é êóêóðóäçè ç S-òèïîì ñòåðèëüíîñò³: Ì – ìàðêåð 
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè 100 bp DNA Ladder O’GeneRuler (Thermo Scientific);

à) 1, 4 – ñòåðèëüí³ ë³í³¿-àíàëîãè çà S òèïîì; 2, 3 – ë³í³¿ ç íîðìàëüíîþ öèòîïëàçìîþ; 
á) 1-3 – ñòåðèëüí³ ë³í³¿ çà S-òèïîì

ßê ïîêàçàíî íà ðèñóíêó 1, ë³í³¿ êóêóðóäçè, ÿê³ ìàþòü ñòåðèëü-
íó öèòîïëàçìó çà S òèïîì ïðîäåìîíñòðóâàëè íàÿâí³ñòü ôðàãìåí-
òà ÄÍÊ ðîçì³ðîì 799 ïí. Àìïë³êîí 799 ïí áóâ ³äåíòèô³êîâàíèé 
ó ñòåðèëüíèõ ë³í³é-àíàëîã³â: L17 òà L57. Ó ë³í³é ç íîðìàëüíîþ 
öèòîïëàçìîþ, ÿê³ º çàêð³ïëþâà÷àìè ñòåðèëüíîñò³, áóëè âèÿâëåí³ 
àìïë³êîíè ð³çíîãî ðîçì³ðó. Ó ë³í³¿ L18 âèÿâëåíî ôðàãìåíò ÄÍÊ 
ðîçì³ðîì 887 ïí, ó ë³í³¿ L56 – 879 ïí. Ó âñ³õ ñòåðèëüíèõ ë³í³é ç 
S òèïîì öèòîïëàçìè (L19, L53 òà L86) ³äåíòèô³êîâàíî àìïë³êîíè 
î÷³êóâàíîãî ðîçì³ðó 799 ïí (ðèñ. 1 á).

Çà ðåçóëüòàòàìè ÏËÐ àíàë³çó ë³í³é ç C òèïîì ñòåðèëüíîñò³, 
îòðèìàí³ àìïë³êîíè 398 ïí (ðèñ. 2 à òà 2 á). 

Â³äïîâ³äíî äî îòðèìàíèõ äàíèõ, ñòåðèëüí³ ë³í³¿-àíàëîãè çà 
Ñ òèïîì (L55 òà L76) ïðîäåìîíñòðóâàëè íàÿâí³ñòü õàðàêòåðíîãî 
ôðàãìåíòó 398 ïí. Ó ë³í³é L54 òà L77 ç íîðìàëüíîþ öèòîïëàç-
ìîþ âèÿâëåíî ïî äâà àìïë³êîíè ðîçì³ðàìè 398 òà 346 ïí. Â³äïî-
â³äíî äî ðåçóëüòàò³â, îòðèìàíèõ ð³çíèìè àâòîðàìè, ó ë³í³é, ÿê³ 
õàðàêòåðèçóþòüñÿ íîðìàëüíèì òèïîì öèòîïëàçìè, íå áóëî âè-

à                                                               á
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ÿâëåíî æîäíèõ àìïë³êîí³â çà ìàðêåðàìè äî S òà Ñ ñòåðèëüíîñò³ 
[15, 27, 30]. Îòæå, äëÿ ïåðåâ³ðêè ã³ïîòåçè ïðî íàÿâí³ñòü ïåâíî¿ 
çàêîíîì³ðíîñò³ ùîäî ³äåíòèô³êîâàíèõ àìïë³êîí³â ó ôåðòèëüíèõ 
ë³í³é çà ìàðêåðàìè äî Ñ òà S òèïó ñòåðèëüíîñò³, íàìè ïðîâåäåíî 
ÏËÐ in silico íà îñíîâ³ äâîõ öèòîòèï³â ì³òîõîíäð³àëüíîãî ãåíîìó 
NA òà NB (GenBank: DQ490952.1 òà AY506529.1).

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòè ÏËÐ ë³í³é êóêóðóäçè ç Ñ-òèïîì ñòåðèëüíîñò³: Ì – ìàðêåð 
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè 100 bp DNA Ladder O’GeneRuler (Thermo Scientific); 

à) 1, 2 – ñòåðèëüí³ àíàëîãè çà S òèïîì; 2, 4 – ë³í³¿ ç íîðìàëüíîþ öèòîïëàçìîþ; 
á) 1-3 – ñòåðèëüí³ ë³í³¿ çà Ñ-òèïîì

à                                                                 á
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6. ÏÐÎÂÅÄÅÍÍß ÏËÐ IN SILICO ÇÀ ÄÎÏÎÌÎÃÎÞ 
ÊÎÌÏ’ÞÒÅÐÍÎ¯ ÏÐÎÃÐÀÌÈ SNAPGENE 5.0.5

ÏËÐ in silico àáî â³ðòóàëüíà ÏËÐ – ìàòåìàòè÷íèé ìåòîä 
êîìï’þòåðíîãî àíàë³çó òåîðåòè÷íî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ 
ðåàêö³¿ ç âèêîðèñòàííÿì âåëèêîãî íàáîðó íóêëåîòèäíèõ ïîñë³-
äîâíîñòåé ïðàéìåð³â äëÿ ïðîãíîçóâàííÿ ïîòåíö³éíî¿ ìîæëèâîñ-
ò³ àìïë³ô³êàö³¿ ÄÍÊ äîñë³äæóâàíîãî ãåíîìà, ãåíà àáî áóäü-ÿêî¿ 
³íøî¿ ä³ëÿíêè ÄÍÊ. Öåé ³íñòðóìåíò âèêîðèñòîâóþòü äëÿ îïòè-
ì³çàö³¿ ï³äáîðó ïðàéìåð³â àáî ïðîá äî ÄÍÊ ì³øåí³. Ïðàéìåðè 
àíàë³çóþòü íà íàÿâí³ñòü ä³ëÿíîê çâ’ÿçóâàííÿ ³ ¿õ ñòóï³íü êîìï-
ëåìåíòàðíîñò³ äî ÄÍÊ ì³øåí³ [24].

Ïðîâåäåííÿ ÏËÐ in silico ì³òîõîíäð³àëüíîãî ãåíîìó öèòîòèïó NA 
ç ÄÍÊ ìàðêåðàìè äî S-òèïó ñòåðèëüíîñò³

1. Çàïóñêàþòü ïðîãðàìó SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ). Ó 
ñòàðòîâîìó â³êí³ äëÿ ñòâîðåííÿ íîâîãî ôàéëó âèáèðàþòü êî-
ìàíäó «New DNA File». Ó â³êí³, ùî â³äêðèëîñü, â ïîëå «Create 
following sequence» ââîäÿòü íóêëåîòèäíó ïîñë³äîâí³ñòü, ÿêó 
ïëàíóºòüñÿ äîñë³äèòè. Îáèðàþòü òîïîëîã³þ «Linear» òà çàäàþòü 
³ì’ÿ ôàéëó (ðèñ. 3).

Ðèñ. 3. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ)

2. Ïðîãðàìà SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) äîçâîëÿº òàêîæ 
³ìïîðòóâàòè íóêëåîòèäí³ ïîñë³äîâíîñò³ ç ³íøèõ ðåñóðñ³â, íà-
ïðèêëàä ç áàçè äàíèõ NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Äëÿ 
öüîãî â ñòàðòîâîìó â³êí³ îáèðàþòü îïö³þ «Import» òà äæåðåëî 
³ìïîðòó äàíèõ (ðèñ. 4).

3. Ó íàñòóïíîìó â³êí³ ïðîïîíóþòü ð³çí³ ñïîñîáè â³äîáðàæåííÿ 
äîñë³äæóâàíî¿ ïîñë³äîâíîñò³: ê³ëüê³ñòü á³ëîê-êîäóþ÷èõ ëîêóñ³â 
(Unique 6+Cutters2 – ðèñ. 5 à; 6+Cutters196 – ðèñ. 5 á), ïàíåëü 
³íñòðóìåíò³â òà âàð³àíòè ïðîâåäåííÿ àíàë³çó ÄÍÊ.
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4. Äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ íà ïàíåë³ ³íñòðóìåíò³â îáèðàþòü âêëàä-
êó «Actions», ó ìåíþ, ùî âèïàäàº, îáèðàþòü «PCR» (ðèñ. 6).

Ðèñ. 6. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – ìåíþ «Actions»

Ðèñ. 4. Ñòàðòîâå â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) 
òà ìåíþ ³ìïîðòó íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé

Ðèñ. 5. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – 
â³äîáðàæåííÿ äîñë³äæóâàíî¿ íóêëåîòèäíî¿ ïîñë³äîâíîñò³

à                                                                            á
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5. Ó íàñòóïíîìó â³êí³ ââîäÿòü ïàðàìåòðè ÏËÐ: â íèæí³é ÷àñòè-
í³ â³êíà ââîäÿòü ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â òà ¿õíþ íàçâó. Ó âêëàä-
ö³ «Primers» îáèðàþòü «Hybridization Parameters for… » (ðèñ. 7 à) 
³ âêàçóþòü íàéíèæ÷å ìîæëèâå çíà÷åííÿ òåìïåðàòóðè ã³áðèäèçà-
ö³¿ ïðàéìåð³â òà ê³ëüê³ñòü íóêëåîòèä³â íà 3’-ê³íöÿõ ïîñë³äîâíîñ-
òåé ïðàéìåð³â, ÿê³ êîìïëåìåíòàðí³ íóêëåîòèäàì äîñë³äæóâàíî¿ 
ïîñë³äîâíîñò³ (ðèñ. 7 á).

Ðèñ. 7. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – ââåäåííÿ 
ïàðàìåòð³â ÏËÐ

6. Ðåçóëüòàòîì àíàë³çó º ä³ëÿíêè ã³áðèäèçàö³¿ ïðàéìåð³â íà äî-
ñë³äæóâàí³é ïîñë³äîâíîñò³ ó âèãëÿä³ ìàïè (ðèñ. 8 à), íóêëåîòèä-
íî¿ ïîñë³äîâíîñò³ (ðèñ. 8 á) àáî ñïèñêó ïðàéìåð³â. Ó ïðàâ³é íèæ-
í³é ÷àñòèí³ â³êíà â³äîáðàæåíî ðîçì³ð î÷³êóâàíîãî àìïë³êîíó.

Ðèñ. 8. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – â³äîáðàæåííÿ 
ä³ëÿíîê ã³áðèäèçàö³¿ ïðàéìåð³â

7. Äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ in silico íàòèñêàþòü êíîïêó «PCR». Ðå-
çóëüòàòè ÏËÐ ìîæíà â³äîáðàçèòè ó âèãëÿä³ ìàïè òà íóêëåîòèäíî¿ 
ïîñë³äîâíîñò³ (ðèñ. 9 à) àìïë³ô³êîâàíîãî ôðàãìåíòó (ðèñ. 9 á).

8. Ïðîãðàìà SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) äîçâîëÿº ïðîâåñòè 
â³ðòóàëüíèé åëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîìó ãåë³ îòðèìàíèõ ïðîäóê-

à                                                                       á

à                                                                       á
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ò³â àìïë³ô³êàö³¿. Äëÿ öüîãî íà âêëàäö³ «Tools» ³ç ñïèñêó, ùî 
âèïàäàº, îáèðàþòü «Simulate Agarose Gel» (ðèñ. 10). 

Ðèñ. 10. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – 
åëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîìó ãåë³

9. Ó ðåçóëüòàò³ îòðèìóþòü åëåêòðîôîðåãðàìó ç â³äîáðàæåíèìè 
ïðîäóêòàìè àìïë³ô³êàö³¿. Òèï ìàðêåðó ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè ÄÍÊ 
ìîæíà çì³íèòè â³äïîâ³äíî äî îòðèìàíèõ àìïë³êîí³â øëÿõîì 
íàòèñêàííÿ íà òðåê «MW». Ó â³êí³, ùî â³äêðèºòüñÿ äîñòóïíèé 
ñïèñîê ìàðêåð³â ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè ÄÍÊ ç ð³çíèì íàáîðîì ìàð-
êåðíèõ ôðàãìåíò³â ÄÍÊ (ðèñ. 11).

10. Äëÿ çáåðåæåííÿ ðåçóëüòàò³â ÏËÐ in silico êîðèñòóþòüñÿ 
ìåíþ «File» òà îáèðàþòü ïîòð³áíèé ñïîñ³á çáåðåæåííÿ. Ó êîí-
òåêñòíîìó ìåíþ â ïîë³ ìàïè ç ðåçóëüòàòàìè àíàë³çó äîñòóïíà 
ôóíêö³ÿ êîï³þâàííÿ òà ðåäàãóâàííÿ çîáðàæåííÿ.

Òàêèì ÷èíîì, çà äîïîìîãîþ ÏËÐ in silico â ðåçóëüòàò³ äîñë³-
äæåíü äâîõ öèòîòèï³â ì³òîõîíäð³àëüíîãî ãåíîìó êóêóðóäçè çà 
ïðàéìåðàìè äî S- òà C-òèï³â ñòåðèëüíîñò³ âèÿâëåíî â³ä 2 äî 12 

Ðèñ. 9. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – 
ðåçóëüòàòè ÏËÐ in silico

à                                                                       á
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ñàéò³â çâ’ÿçóâàííÿ òà ò³ëüêè îäèí íåñïåöèô³÷íèé ïðîäóêò àìï-
ë³ô³êàö³¿ ðîçì³ðîì ìåíøå 50 òèñÿ÷ ïàð íóêëåîòèä³â. Îòæå, íà-
ÿâí³ñòü ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ áóäü-ÿêîãî ðîçì³ðó â³äì³ííîãî 
â³ä ïðîäóêò³â, ÿê³ âêàçóþòü íà òèï ñòåðèëüíîñò³, º íå³íôîðìà-
òèâíèì. ªäèíèì ï³äòâåðäæåííÿì ñòåðèëüíîñò³ ë³í³¿ êóêóðó äçè 
çà S- òà C-òèïàì º íàÿâí³ñòü ñïåöèô³÷íèõ àìïë³êîí³â ðîçì³ðàìè 
799 òà 398 ïí.

Âèñíîâêè
1. Âèêîðèñòàííÿ òà âïðîâàäæåííÿ ðîçðîáëåíî¿ ìåòîäèêè çà-

áåçïå÷èòü øâèäêèé òà íàä³éíèé ï³äõ³ä äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ñòå-
ðèëüíèõ ë³í³é êóêóðóäçè S- òà C-òèï³â ñòåðèëüíîñò³ â êîìïëåêñ³ 
³ç ïîëüîâèìè äîñë³äæåííÿìè, ÿê³ ìàþòü ðÿä îáìåæåíü (òåìïåðà-
òóðè, âîëîãîñò³, ñòðîê³â ñ³âáè, òðèâàëîñò³ ñâ³òëîâîãî äíÿ). 

2.  Çà óìîâè äåðæàâíî¿ ðåºñòðàö³¿ ë³í³é êóêóðóäçè ðîçðîáëåíèé 
ï³äõ³ä ï³äâèùèòü ÿê³ñòü åêñïåðòèçè íà ÂÎÑ òà ñêîðîòèòü òåðì³í 
ïîëüîâî¿ åêñïåðòèçè äî 1 ðîêó ¿õí³õ  ñòåðèëüíèõ ë³í³é-àíàëîã³â.

3. Ðîçðîáëåí³ ìåòîäè÷í³ ðåêîìåíäàö³¿ çàáåçïå÷àòü ìîæëèâ³ñòü 
øâèäêî âèçíà÷èòè â³äì³íí³ñòü ì³ æ ë³í³ÿìè, ÿê³ º ìîðôîëîã³÷íî 
³äåíòè÷íèìè òà â³äð³çíÿþòüñÿ ëèøå òèïîì öèòîïëàçìè.

Ðèñ. 11. Ðîáî÷å â³êíî ïðîãðàìè SnapGene 5.0.5 (òåñòîâà âåðñ³ÿ) – 
ðåçóëüòàòè åëåêòðîôîðåçó â àãàðîçíîìó ãåë³; 

MW – GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder
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