
Ус той чи вость к гер би ци дам ген но -ин же нер -
ной при ро ды наш ла на и бо лее ши ро кое при ме не -
ние в сель с ком хо зяй с т ве сре ди дос ти же ний ген -
ной ин же не рии рас те ний. Так, по дан ным ISAAA,
в 2014 г. в ми ре бо лее 250 млн. га за се ва лось би о -
тех но ло ги чес ки ми куль ту ра ми, ус той чи вы ми к
гер би ци дам [1]. Для та ких куль тур, как соя и хло -
чат ник, до ля воз де лы ва е мых сор тов, по лу чен ных
с по мощью ме то дов ген ной ин же не рии, пре об ла -
да ет над сор та ми, по лу чен ны ми с по мощью ме то -
дов клас си чес кой се лек ции [1]. До ля пло ща дей, за -
ни ма е мая би о тех но ло ги чес ким рап сом, сос тав ля -
ла в 2014 г. 25% от всех пло ща дей, за ня тых дан -
ной куль ту рой [1], и она про дол жа ет уве ли чи вать -
ся: как со об ща ет ISAAA, в 2009 г. она сос тав ля ла
21% [2]. По- ви ди мо му, эко но ми чес кая вы го да от

при ме не ния би о тех но ло ги чес ких сор тов спо соб -
с т ву ет та кой ди на ми ке.

Не так дав но наше вни ма ние прив лек сорт
яро во го рап са Ра у дис, ко то рый ши ро ко рек ла ми ру -
ет ся сель с ко хо зяй с т вен ны ми ком па ни я ми Ук ра и -
ны и пред ла га ет ся к про да же, в том чис ле на эк с -
порт [3—7]. Он по зи ци о ни ру ет ся как сорт ук ра ин -
с кой се лек ции, при род но ус той чи вый к гли фо са -
ту, в ко то ром эта ус той чи вость яв ля ет ся ре зуль та -
том тра ди ци он но го ме то да се лек ции без при ме не -
ния ген ной ин же не рии. Су щес т во ва ние та кой при -
род ной ус той чи вос ти вы зы ва ет боль шие сом не ния.

Целью дан ной ра бо ты был ге не ти чес кий
ана лиз сор та рап са Ра у дис для ус та нов ле ния ха рак -
те ра фак та его ус той чи вос ти к гер би ци ду гли фос -
фа ту — при род но го или ген но -ин же нер но го.
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В ре зуль та те ПЦР с раз лич ны ми прай ме ра ми бы ло по ка за но, что яро вой рапс сор та
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УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Рас ти тель ный ма те ри ал. В ра бо те при ме -
ня ли се ме на рап са яро во го сор та Ра у дис, ус той чи -
во го к гли фо са ту (ори ги на тор — ООО «Рап сойл»
(Ук ра и на) и На ци о наль ный уни вер си тет би о ре сур -
сов и при ро до поль зо ва ния Ук ра и ны). Се ме на рап -
са про ра щи ва ли и куль ти ви ро ва ли в за щи щен ном
грун те с ис поль зо ва ни ем тор фо- пес ча ной сме си
(торф вер хо вой ней т ра ли зо ван ный) при ес тес т вен -
ном ос ве ще нии и тем пе ра ту ре 22—24°.

Оп ре де ле ние бел ка EPSPS в рас ти тель -
ном ма те ри а ле. Тес ти ро ва ние рас ти тель но го ма -
те ри а ла на при сут с т вие бел ка CP4-EPSPS про во -
ди ли при по мо щи эк с прес с - ме то да им му нох ро ма -
тог ра фии на нит ро цел лю лоз ной под лож ке (Lateral 
Flow Strip) с ис поль зо ва ни ем на бо ра Roundup
Ready® (CP4-EPSPS) Immuno Strip® Test (Agdia
Inc., США), сог лас но ме то ди ке про из во ди те ля.

Вы де ле ние рас ти тель ной ДНК. ДНК вы де -
ля ли из лис ть ев рап са при по мо щи на бо ра для вы -
де ле ния рас ти тель ной ДНК «DNeasy Plant Mini
Kit» (Qiagen, США), как опи са но в при ла га е мом
про из во ди те лем на бо ра про то ко ле.

ПЦР-а на лиз. Ди зайн прай ме ров для ПЦР
про во ди ли при по мо щи прог рам мы VectorNTI или 

ис поль зо ва ли пос ле до ва тель нос ти прай ме ров, опуб ли -
ко ван ные в от к ры тых ис точ ни ках. Ис поль зу е мые в
ра бо те прай ме ры, их нук ле о тид ные пос ле до ва тель -
нос ти и раз мер ожи да е мо го про дук та пред с тав ле ны
в таб ли це. Ам п ли фи ка цию це ле вых фраг мен тов вы -
пол ня ли в бу фе ре, со дер жа щем каж дый dNTP в кон -
цен т ра ции 0,2 мМ, каж дый прай мер в кон цен т ра -
ции 0,2 мкМ, око ло 30 нг ге ном ной ДНК и 1,0 еди -
ни цу Taq- ДНК-поли меразы (Fermentas, Лит ва), сог -
лас но ин с трук ции про из во ди те ля; объ ем ре ак ци -
он ной сме си сос тав лял 25 мкл. Ре ак цию про во ди -
ли при сле ду ю щих ус ло ви ях: де на ту ра ция — 95°,
5 мин; от жиг прай ме ров — 60°, 30 с; элон га ция це -
пи — 72°, 40 с, ко ли чес т во цик лов ам п ли фи ка -
ции — 30 (ам п ли фи ка тор Eppendorf, Гер ма ния).
Про дук ты ПЦР ана ли зи ро ва ли при по мо щи элек т -
ро фо ре за в 1,5%-ном ага роз ном ге ле (Amresco,
США) в ка ме ре для го ри зон таль но го элек т ро фо ре -
за MINNIE GEL UNIT, 710CM (Amersham
Biosciences, США). В ка чес т ве мар ке ров мо ле ку ляр -
ной мас сы ис поль зо ва ли GeneRuler™ Express DNA
Ladder #SM0333 и GeneRuler™ Low Range DNA
Ladder #SM1191 (Fermentas). 

Мо ле ку ляр ное кло ни ро ва ние про во ди ли
со г лас но ме то ди кам, опи сан ным Sambrook с
сотр. [10]. 
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Таб ли  ца

Прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те, в том чис ле для де тек ции раз лич ных струк тур ных 
эле мен тов кас сет эк с п рес сии, при сут ст ву ю щих в рас те ни ях рап са ли ний GT73 (RT73) 
и GT200 (RT200)  (Mon san to), устой чи вых к гли фо са ту

На зва ние прай ме ра
(це ле вая по сле до ва те ль ность)

Нук ле о тид ная
по сле до ва те ль ность

прай ме ра в на прав ле нии
53

Дли на
ам п ли фи ци ру е мо го

фраг мен та, п.н.
Ссыл ка

RT73 Primer 1 (спе ци фи чен для ли нии GT73) ccatattgaccatcatactcattgct 108 [8]

RT73 Primer 2 (спе ци фи чен для ли нии GT73) gcttatacgaaggcaagaaaagga

MDB510 (ген cruA рап са) ggccagggtttccgtgat 101 [8]

MDB511 (ген cruA рап са) ccgtcgttgtagaaccattgg

CP4-EPSPS F (ген cp4-epsps) caacgcaaatctcccttatcgg 274 [9]

CP4-EPSPS R (ген cp4-epsps) gacctccaaacatgaaggacct

FMVfor (про мо тор FMV) ccaaagcctcaacaaggtcagggt 364 Дан ная
ра бо та

FMVrev (про мо тор FMV) cgcattagtgagtgggctgtcagg

Clon For (ген ctp2cp4-epsps) atggcgcaagttagcagaatc 1596 Дан ная
ра бо та

Clon Rev (ген ctp2cp4-epsps) tcaagcagccttagtgtcg



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Се ме на рап са сор та Ра у дис бы ли вы са же ны в 
грунт в ус ло ви ях теп ли цы. Они ха рак те ри зо ва лись
вы со кой всхо жес тью. На ста дии ве ге та ции, при об -
ра зо ва нии 5—6 лис ть ев, рас те ния об ра ба ты ва ли
рас т во ром гер би ци да Ра ун дап (Monsanto), 5 г/л по 
гли фо са ту. На про тя же нии де ся ти дней у рас те ний 
рап са сор та Ра у дис не бы ло от ме че но ни ка ких
приз на ков воз дей с т вия гер би ци да, в то вре мя как
рост кон т роль ных рас те ний был пол нос тью по дав -
лен (дан ные не при ве де ны). В ка чес т ве кон т ро ля
ис поль зо ва ли рас те ния рап са сор та Рат ник се лек -
ции ГУ «Все рос сий с кий НИП ТИ рап са». Да лее се -
ме на ус той чи во го к гли фо са ту рап са ис поль зо ва -
ли для мо ле ку ляр но- би о ло ги чес ко го ана ли за.

Тес ти ро ва ние при об ре тен ных се мян рап са
сор та Ра у дис с по мощью эк с прес с - ме то да им му -
нох ро ма тог ра фии на нит ро цел лю лоз ной под лож -
ке по ка за ло на ли чие в них бел ка CP4-EPSPS, что
од ноз нач но ука зы ва ет на при сут с т вие в ис с ле ду е -
мом рап се ген но -ин же нер ной встав ки. Та кой же
ре зуль тат был по лу чен при ана ли зе лис ть ев рас те -
ний рап са, вы ра щен но го из ана ли зи ру е мых се мян
(рис. 1).

Пос коль ку на ли чие бел ка CP4-EPSPS в тка -
нях рап са ни как не мо жет быть обус лов ле но при -
род ны ми при чи на ми, мы пред по ло жи ли, что сорт
Ра у дис яв ля ет ся ли бо уже су щес т ву ю щей ком мер -
чес кой ли ни ей ген но- мо ди фи ци ро ван но го рап са,
ус той чи во го к гли фо са ту, ли бо ее про из вод ной.

По дан ным ISAAA [11], су щес т ву ет шесть ли ний,
за ре гис т ри ро ван ных и раз ре шен ных к ис поль зо ва -
нию, ус той чи вость ко то рых свя за на с эк с прес си ей 
ге на cp4-epsps (GT200, GT73 (RT73), MON88302,
MON88302  MS8  RF3, MON88302  RF3, MS8 
RF3  GT73 (RT73)). Пер вые две ли нии рап са раз -
ре ше ны для ком мер чес ко го ис поль зо ва ния еще в
1996 и 1995 г., со от вет с т вен но, дру гие ли нии зна -
чи тель но поз д нее (2010—2015 г.). По э то му мы ре -
ши ли сос ре до то чить ся на изу че нии ли ний GT200
и GT73 (RT73). Схе мы ге не ти чес ких кон с т рук ций
тран с ге нов этих ли ний пред с тав ле ны на рис. 2.

Из трех рас те ний рап са сор та Ра у дис вы де ля -
ли то таль ную ДНК для про ве де ния ПЦР-а на ли за.
Для ре ак ции ис поль зо ва ли прай ме ры RT73
Primer1 и RT73 Primer2, ре ко мен до ван ные и одоб -
рен ные Спра воч ной ла бо ра то ри ей Ев ро пей с ко го
Со ю за по кон т ро лю ген но- мо ди фи ци ро ван ных
про дук тов пи та ния и кор мов (CRL-GMFF) в сос та -
ве Объ е ди нен но го ис с ле до ва тель с ко го цен т ра
(JRC EC) для де тек ции ДНК ли нии RT73 (GT73)
[8]. Эти прай ме ры поз во ля ют оп ре де лять ДНК
имен но ли нии RT73 (GT73): вер х ний прай мер
(RT73 Primer 1) ком п ле мен та рен пос ле до ва тель -
нос ти тран с ген ной встав ки, а ниж ний прай мер
(RT73 Primer 2) — пос ле до ва тель нос ти ге ном ной
ДНК рап са в рай о не ин тег ра ции тран с ген ной
встав ки. 

В ре зуль та те ПЦР с ДНК рап са сор та Ра у дис 
ам п ли фи ци ро вал ся фраг мент ожи да е мой дли ны,
ко то рый не де тек ти ро вал ся в кон т ро ле (рис. 3, А).
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Рис. 1. Тес ти ро ва ние тка ней рап са Ра у дис на на ли чие бел ка CP4-EPSPS: A — се ме на; Б —лис тья
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Рис. 2. Струк ту ра Т-ДНК - век то ров, ис поль зо ван ных ком па ни ей Monsanto для по лу че ния ли ний рап са, ус той чи вых к
гли фо са ту [13,14]. FMV — 35S-промотор мо ди фи ци ро ван но го ви ру са мо за и ки но рич ни ка; CTP-1 — N-концевой хло роп лас т -
ный сиг наль ный пеп тид ге на ма лой субъ е ди ни цы 1A ри бу ло зо бис фос фат кар бок си ла зы Arabidopsis thaliana; gox и gox v247 —
син те ти чес кий ген, ко ди ру ю щий гли фо са ток си до ре дук та зу из Ochrobactrum anthropi (от ли чие меж ду пер вым и вто рым в 3 ами -
но кис лот ных за ме нах); E9 3 — 3 нет ран с ли ру е мая часть ге на ма лой субъ е ди ни цы rbcS E9 го ро ха; CTP-2 — N-концевой хло -
роп лас т ный сиг наль ный пеп тид ге на EPSPS Arabidopsis thaliana; cp4-epsps — син те ти чес кий ген на ос но ве ге на EPSPS из
штам ма СР4 Agrobacterium tumefaciens; RB — пра вая, а LB — ле вая гра ни цы век то ров

Рис. 3. Элек т ро фо рег рам ма про дук тов ПЦР-а на ли за ДНК, вы де лен ной из рас те ний рап са сор та Ра у дис и Рат ник: А —
ам п ли фи ка ция с ис поль зо ва ни ем прай ме ров, спе ци фич ных для тран с ген ной ли нии GT73 (Monsanto); Б — ам п ли фи ка ция с ис -
поль зо ва ни ем прай ме ров, спе ци фич ных к гену cruA рап са; В — ам п ли фи ка ция с ис поль зо ва ни ем прай ме ров, спе ци фич ных к
35S-промотору мо ди фи ци ро ван но го ви ру са мо за и ки но рич ни ка FMV; Г — ам п ли фи ка ция с ис поль зо ва ни ем прай ме ров, спе ци -
фич ных к гену, ко ди ру ю ще му бе лок CTP2-CP4EPSPS; Д — ам п ли фи ка ция с ис поль зо ва ни ем ком би на ции прай ме ров (пря мой
прай мер спе ци фи чен к пос ле до ва тель нос ти про мо то ра FMV, а об рат ный прай мер — к пос ле до ва тель нос ти, ко ди ру ю щей бе лок
CTP2-CP4EPSPS); Е — ам п ли фи ка ция нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти гена, ко ди ру ю ще го пол но раз мер ный (1596 п.н.)
CTP2- CP4EPSPS с ге ном ной ДНК, вы де лен ной из ус той чи вых к гер би ци ду  рас те ний рап са сор та Ра у дис. До рож ки 1,2 и 3 —
ам п ли фи ци ро ван ный фраг мент ДНК трех рас те ний рап са Ра у дис; до рож ка C — ам п ли фи ци ро ван ный фраг мент ДНК рас те ний
рап са сор та Рат ник (кон т роль); М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы



При этом как в кон т роль ных, так и в ана ли зи ру е -
мых об раз цах ДНК в ре зуль та те ПЦР с ис поль зо ва -
ни ем прай ме ров MDB510 и MDB511 [8], спе ци -
фич ных к гену рап са cruA, ам п ли фи ци ро вал ся
фраг мент ожи да е мо го раз ме ра (см. рис. 3, Б). Это
сви де тель с т ву ет о при сут с т вии в ге но ме рап са сор -
та Ра у дис ДНК, ана ло гич ной ДНК ли нии GT73
(Monsanto). До пол ни тель но мы про ве ли ПЦР-а на -
лиз с ис поль зо ва ни ем прай ме ров CP4-EPSPS F и
CP4-EPSPS R, спе ци фич ных к гену cp4-epsps, опи -
сан ных в ра бо те [9]. Ре зуль та ты, пред с тав лен ные
на рис. 3, В, под т вер ж да ют на ли чие син те ти чес ко -
го гена cp4-epsps в ге но ме рап са Ра у дис.

На ос но ва нии нук ле о тид ной пос ле до ва тель -
нос ти FMV-промотора, обес пе чи ва ю ще го эк с прес -
сию син те ти чес ко го гена cp4-epsps [12] в тран с ген -
ных ли ни ях рап са, опуб ли ко ван но го в GenBank [9],
мы син те зи ро ва ли прай ме ры FMVfor (пря мой) и
FMVrev (об рат ный), спе ци фич ные к пос ле до ва -
тель нос ти 35S-промотора ви ру са мо за и ки но рич -
ни ка (FMV). В ре зуль та те ПЦР по ка за но при сут с т -
вие нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти FMV-
 промотора в ге но ме рап са Ра у дис (см. рис. 3, Г).
До пол ни тель но про ве ли ПЦР-а на лиз с ком би на ци -
ей прай ме ров FMV for / CP4-EPSPS R (вер х ний

прай мер, спе ци фич ный для про мо то ра FMV, а
ниж ний прай мер — для гена cp4-epsps), ко то рый
по ка зал, что ген cp4-epsps на хо дит ся под кон т ро -
лем FMV-промотора (см. рис. 3, Д), как и в кон с т -
рук ции PV-BNGT04, ис поль зо ван ной ком па ни ей
Monsanto для по лу че ния ли нии GT73 [13]. 

Для оп ре де ле ния нук ле о тид ной пос ле до ва -
тель нос ти гена cp4-epsps из рап са сор та Ра у дис
про ве ли его кло ни ро ва ние и пос ле ду ю щее сек ве -
ни ро ва ние. Для это го с ис поль зо ва ни ем прай ме -
ров (clon for/clon rev), флан ки ру ю щих всю тран с -
ли ру е мую об ласть гена cp4-epsps, ам п ли фи ци ро -
ва ли пос ле до ва тель ность, со от вет с т ву ю щую по
раз ме ру тран с ли ру е мой об лас ти cp4-epsps 1596 п.н.
(см. рис. 3, Е). Этот про дукт ам п ли фи ка ции кло ни -
ро ва ли в век то ре pAT - TA (Evrogen, Рос сия). В ре -
зуль та те кло ни ро ва ния были по лу че ны нес коль ко
кло нов, из ко то рых вы де ли ли плаз мид ную ДНК, в 
даль ней шем ис поль зо ван ную для сек ве ни ро ва -
ния. Ре зуль та ты сек ве ни ро ва ния по ка за ли, что ДНК
ус той чи вых к гли фо са ту рас те ний рап са со дер жит 
нук ле о тид ную пос ле до ва тель ность, ко ди ру ю щую 
ген cp4-epsps (клон pAT-grg6) и сов па да ю щую с
опуб ли ко ван ной в GenBank под № GV597339
(рис. 4). 
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Рис. 4. Срав не ние нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос ти гена CTP-2/CP4EPSPS из GT73 (GenBank № GV597339, фраг -
мент с 1 по 500 п.н.) и пос ле до ва тель нос ти, кло ни ро ван ной из ге но ма ана ли зи ру е мых рас те ний рап са сор та Ра у дис (клон pAT-grg6).
Жир ным шриф том вы де ле на пос ле до ва тель ность cp4-epsps, обыч ным — хло роп лас т ный сиг наль ный пеп тид



Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ных
ис с ле до ва ний по ка за но, что рапс сор та Ра у дис яв -
ля ет ся ус той чи вым к гли фо са ту ген но -ин же нер но 
мо ди фи ци ро ван ным ор га низ мом, со дер жа щим
нук ле о тид ные пос ле до ва тель нос ти, свой с т вен ные
рап су ли нии GT73 (Monsanto) [14].

Сле ду ет учесть, что по сев ные пло ща ди, за -
ня тые рап сом в Ук ра и не, приб ли жа ют ся к 1 млн. га,
а еже год ный эк с порт рап са оце ни ва ет ся в 1,2—2,1 
млн. т [15].

По лу чен ные ре зуль та ты убеж да ют нас в не -
об хо ди мос ти ско рей ше го соз да ния го су дар с т вен ной 
сис те мы скри нин га/мо ни то рин га ген но -ин же нер -
ных сель с ко хо зяй с т вен ных рас те ний и их се мян.

По лу че но 10.09.15
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Ge ne-En g i  ne e red Details o f a Ra u d is
Com mer  ci  a l Ra pe se ed Varie ty Na tu rally
Tolerant to  Glyp  ho sa  te

As a re sult of PCR with va rio us pri mers, it has been
shown that the sum mer rape bre ed Ra u dis that was cha rac te ri zed
as na tu ral ly re sis tant to glypho sa te and obtained by the con ven ti o -
nal se lec ti on met hod is a ge ne ti cal ly mo di fi ed or ga nism that con -
ta ins a gene con s t ruct typi cal of the rape line GT73 (Mon san to).
This con s t ruct se ems to be res pon sib le for the ex pe ri men tal ly
con fir med glup ho sa te-re sis tan ce of the bre ed.

Key words: 5-enol py ru vyl s hi ki ma te-3-phos pha te syn t ha -
se, glyp ho sa te-re sis tan ce, rape.
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