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ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ ІДЕНТИФІКАЦІЇ 
СОЇ ЛІНІЇ GTS 40-3-2 0 

 
Досліджено застосування специфічних праймерів для виявлення трансфор-

маційної події GTS 40-3-2 в харчових продуктах із використанням методу 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Розроблено специфічні пари праймерів для 
одночасного ідентифікування ГМ-сої за видоспецифічним геном лектину, геном 
CP4 EPSPS, трансформаційною подією RRS GTS 40-3-2 та вставками: промо-
тором 35S і NOS-термінатором, які дають змогу виявляти генетичні модифікації 
сої, а також інших культур у випадку наявності в них означених конструкцій. 

Ключові  слова :  ГМО, лектин, CP4 EPSPS, трансформаційна подія 
GTS 40-3-2, промотор 35S, NOS-термінатор. 
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кации сои линии GTS 40-3-2. Исследовано применение специфических праймеров 
для выявления трансформационного события GTS 40-3-2 в пищевых продуктах 
с использованием метода полимеразной цепной реакции (ПЦР). Разработаны 
специальные пары праймеров для одновременной идентификации ГМ-сои по видо-
специфическому гену лектина, гену CP4 EPSPS, трансформационному событию 
RRS GTS 40-3-2 и вставкам: промотору 35S и NOS-терминатору, которые 
позволяют выявлять генетические модификации сои, а также других культур 
в случае наличия в них указанных конструкций. 
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у світі. На сьогодні її частка в світовому виробництві олійних культур 
становить майже 60 %. За даними Департаменту сільського госпо-
дарства США (USDA), в 2012–2015 рр. становила близько 280 млн т. 
Майже 244 млн т вирощено з метою отримання соєвого шроту та олії, 
35 млн т використано для інших цілей (переважно для продуктів 
харчування та кормів) [1]. 

На сьогодні зареєстровано 34 лінії трансгенної сої [2], 26 з яких 
модифіковані на стійкість до гербіцидів, 5 – стійкі до інсектицидів, 8 – 
змінено за якісними показниками продукту (за жирнокислотним складом, 
стійкістю до антибіотиків, наявністю візуального маркера) й вико-
ристовуються як продукти харчування або добавки до них. 

Трансгенна соя лінії GTS 40-3-2 (Roundup ReadyR) розроблена 
фірмою Monsanto Canada Inc. і є єдиною трансгенною лінією сої, 
дозволеною до продажу в ЄС (Рішення Комісії ЄС № 96/281/ЄС від 
3 квітня 1996 р.) [3]. Створення лінії GTS 40-3-2, яка містить одной-
менну трансформаційну подію, засновано на технології рекомбі-
нантних ДНК, яка полягає у введенні гена толерантності до гліфосату 
ферменту 5-енолпірувілшикімат-3-фосфат синтази (EPSPS), виділе-
ного зі штаму СP 4 Agrobacterium tumefaciens [3]. Гліфосат, активний 
інгредієнт Roundup R, є системним гербіцидом, який застосовується 
після появи сходів і потрапляє в рослину переважно через листя та 
м’які тканини стебла [4]. Він діє як конкурентний інгібітор EPSPS – 
життєво важливого ферменту біохімічного шляху шікімату, який бере 
участь у біосинтезі ароматичних амінокислот: фенілаланіну, тирозину 
та триптофану [5]. Інгібування ферменту EPSPS призводить до приг-
нічення росту й загибелі рослини [6]. 

Введений ген толерантності кодує бактеріальний варіант (з СР 4 
штаму Agrobacterium tumefaciens) цього ферменту, поширеного в рос-
линах, грибах і мікроорганізмах, нечутливого до гліфосату та задія-
ного в синтезі ароматичних амінокислот у рослинах [7]. Ген EPSPS 
перебуває під контролем конститутивного промотора з вірусу мозаїч-
ності цвітної капусти (Cauliflower Mosaic Virus – P-CaMV E35S) 
і термінатора нопалін синтази (nopaline synthase terminator – T-nos) 
з Agrobacterium tumefaciens [8]. 

Послідовність CTP 4, виділена з Petunia hibrida, розташована 
зліва від 5' кінця гена CP4EPSPS, кодує хлоропласт-транзитний пептид 
(Chloroplast Transit Peptide), за допомогою якого знову синтезований 
фермент (EPSPS) імпортується в хлоропласти, де здійснюється мета-
болічний шлях шікімату і де розташовані ділянки, на які впливає глі-
фосат. Після того як сталася доставка ферменту, сигнальний пептид ви-
даляється і швидко руйнується за допомогою специфічної протеази [9]. 

Таким чином, сучасні конструкції можуть мати в своїй струк-
турі не тільки регуляторні елементи – промотор 35S та NOS-терміна-
тор, а й інші, які можуть не виявлятися звичайними тест-системами [10]. 
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Слід відзначити, що останнім часом розширюється спектр специфіч-
них ознак сої, які обумовлені спеціальними генетичними модифіка-
ціями та впливають на її біохімічні властивості. Саме тому актуальним 
є питання ідентифікації ГМО не лише за загальноприйнятими регу-
ляторними елементами, а й за специфічними генетичними конструк-
ціями, причому бажано при одночасному виявленні. 

Мета роботи – розроблення специфічних праймерів для 
одночасної ідентифікації регуляторних елементів і трансформаційної 
події GTS 40-3-2 сої. 

Матеріали та методи. Об’єкти дослідження: ДНК ГМ-сої та 
немодифікованої сої, ГМ-тютюну (Nicotiana tabacum) з геном інтер-
ферону альфа-2b людини під контролем промотора 35S вірусу мозаїч-
ності цвітної капусти та немодифікованого тютюну й плазміди pUC57, 
яка містить модифікований ген EPSPS Agrobacterium tumefaciens із 
трансформаційною подією GTS 40-3-2. Виділення ДНК із сої та тю-
тюну проведено загальноприйнятим методом із застосуванням системи, 
виготовленої "Укрметртестстандартом". Праймери власного дизайну 
для полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) синтезовано Bioneer 
corporathion (Південна Корея). 

Чистоту та концентрацію виділеної ДНК визначено на 
спектрофотометрі BioPhotometer (Німеччина) за співвідношеннями 
A260 нм / A280 м і A260 м / A230 м. Для проведення ПЛР використано 
термостабільну Taq ДНК полімеразу, відповідний десятикратний  
ПЛР-буфер з MgCl2, розчини чотирьох дезоксирибонуклеотидтрифосфатів 
в об’ємі, мкл: Н2О – 8.5; 10х буфер з MgCl2 25 мМ – 2; dNTP 0.5 мМ – 2; 
Taq-полімераза – 0.5; праймер 1F (10 пкМ/мкл) – 2.5; праймер  
2R (10 пкМ/мкл) – 2.5; проба ДНК – 2. 

Ампліфікацію дослідних зразків проведено в термоциклері 
GeneAmp PCR System 9600 за таких режимів: первинна денатурація 
ДНК за 95 °С протягом 2 хв; наступні 40 циклів складалися з етапу 
денатрації за 95 °С – 30 с, відпалу за 60 °С – 30 с, елонгації за 72 °С – 60 с; 
кінцева стадія елонгації за 72 °С – 5 хв. 

Електрофорез ДНК проведено в 2-процентному агарозному гелі 
в трис-ацетат-ЕДТА буфері, який містив барвник бромистий етидій 
(Wide Mini-Sub Cell GT System). Для визначення ампліконів засто-
совано стандарт GeneRuler 100bp plus DNA Ladder Thermo Scientific. 

Результати дослідження. На основі аналізу інформації щодо 
детекції та ідентифікації трансгенних послідовностей ДНК в рослин-
ному матеріалі, зокрема, сої, розроблено власний дизайн праймерів 
для одночасного ідентифікування ГМ-культур сої за вставками: 35S, 
NOS, видоспецифічним геном лектину, трансформаційної події Roundup 
Ready Soybean GTS 40-3-2 та геном СP4 EPSPS. Розроблені пари прай-
мерів фланкують фрагменти ДНК розмірами, п.н. – пари нуклеотидів: 
103 п.н. – характерні для гена лектину; 183 п.н. – для гена CP4 EPSPS; 
126 п.н. – для події Roundup Ready Soybean GTS 40-3-2; 263 п.н. – для 
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роблених пар праймерів підтверджено патентом на винахід № 111914 
від 24.06.2016 [11]. 

Ідентифікація сої за видоспецифічними генами лектину та CP4 
EPSPS, промотором 35S і NOS-термінатором у зразках сої та тютюну. 

Для перевірки наявності гену лектину, гену CP4 EPSPS, про-
мотора 35S та NOS-термінатора в ГМ-сої та в ГМ-тютюні проведено 
ПЛР і розділення отриманих ампліконів у 2-процентному агарозному 
гелі методом електрофорезу (рис. 1). Контролем слугували немодифі-
кована соя та немодифікований тютюн. 

 
1    2    3    4    5    6    7     8    9   10 

 
1    2    3    4    5    6     7    8    9   10 

 

Рис. 1. Детекція ГМ-сої та ГМ-тютюну в зразках із використанням пар 
праймерів до гену лектину, гену CP4 EPSPS, 35S промотора та NOS-термінатора: 
Частина А: 1 – вода*; 2 – тютюн; 3 – соя; 4 – ГМ-соя; 5 – GeneRuler 100 bp 
plus DNA Ladder; 6 – вода*; 7 – тютюн; 8 – ГМ-тютюн; 9 – соя; 10 – ГМ-соя.  
Частина Б: 1 – тютюн; 2 – ГМ-тютюн; 3 – соя; 4 – ГМ-соя; 5 – GeneRuler 

100 bp plus DNA Ladder; 6 – вода*; 7 – тютюн; 8 – ГМ-тютюн; 9 – соя;  
10 – ГМ-соя. 

 
* Контроль якості реакційної суміші – методом ПЛР за відсутності матричної 

ДНК. 
 

За попередніми розрахунками очікувані амплікони мали бути 
для гена лектину довжиною 103 п.н., CP4 EPSPS – 183 п.н., промотора 
35S – 263 п.н., NOS-термінатора – 169 п.н. 

Наявність на електрофореграмі (див. рис. 1, А) продуктів ампліфі-
кації розміром 103 п.н., характерних для гена лектину, вказує, що 
в зразках сої під номером 3 і 4 міститься ДНК сої. Відсутність на 
електрофореграмі продуктів ампліфікації розміром 183 п.н., харак-

103 п.н. 

263 п.н. 169 п.н. 

 
А 

 
Б 
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терних для гена CP4 EPSPS, дає змогу припустити, що у викорис-
таному матеріалі ГМ-тютюну (зразок 8) та ГМ-сої (зразок 10) не 
вдалося ідентифікувати шукану трансформаційну подію. 

Установлено (див. рис. 1, Б), що референтний зразок тютюну під 
номером 2 містив продукт ампліфікації розміром 263 п.н. фрагменту 
ДНК, який відповідає промотору 35S, та фрагмент ДНК 169 п.н. зразок 8, 
що відповідає NOS-термінатору. У сої виявлено лише продукт 
ампліфікації, що відповідає NOS-термінатору, зразок 10. 

Ідентифікація гена CP4 EPSPS, події Roundup Ready Soybean 
GTS 40-3-2 та промотора 35S у зразках сої, тютюну та плазміді pUC57. 

Оскільки в попередньому дослідженні не виявлено необхідний 
ампліфікований фрагмент 183 п.н. гена CP4 EPSPS, то проведено 
додаткові випробування із плазмідою pUC57, яка містить модифі-
кований ген EPSPS Аgrobacterium tumefaciens, ГМ-соєю та немодифі-
кованою соєю, ГМ-тютюном і немодифікованим тютюном. 

За розрахунком, очікуваний амплікон праймерів для транс-
формаційної події RRS GTS 40-3-2 становив 126 п.н. (рис. 2). 

 
1    2    3    4    5    6    7     8    9   10 

 
1    2    3    4    5    6     7    8    9   10 

 

Рис. 2. Детекція ГМ-сої, плазміди pUC57 та ГМ-тютюну при використанні 
пари праймерів для гену CP4-EPSPS, специфічної події RRS GTS 40-3-2  

та 35S промотора: 
Частина А: 1 – вода*; 2 – соя; 3 – ГМ-соя; 4 – плазміда з геном CP4-EPSPS; 
5 – тютюн; 6 – ГМ-тютюн; 7 – GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder; 8 – вода*; 

9 – соя; 10 – ГМ-соя.  
Частина Б: 1 – вода*; 2 – соя; 3 – ГМ-соя; 4 – плазміда з подією RRS GTS 
40-3-2; 5 – тютюн; 6 – ГМ-тютюн; 7 – GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder;  

8 – Р (плазміда); 9 – соя; 10 – ГМ-соя 
 

* Контроль якості реакційної суміші – методом ПЛР за відсутності матрич-
ної ДНК. 

183 п.н. 

126 п.н. 263 п.н. 

 
А 
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електрофореграмі виявлено характерні для гена CP4 EPSPS продукти 
ампліфікації розміром 183 п.н., що свідчило про наявність цього гена 
в референтному зразку плазміди pUC57 під номером 4. У дослідних 
зразках ДНК сої (номери 2 та 3) цей фрагмент не виявлено, в зразках 
ДНК тютюну (номери 5 і 6) такий фрагмент наявний у слідових 
кількостях. 

Наявність на електрофореграмі характерних продуктів ампліфі-
кації розміром 126 п.н. (для специфічної події RRS GTS 40-3-2) 
підтверджує, що зразок плазміди pUC57 під номером 4 в нижній 
частині знімка (див. рис. 2, Б) містив саме таку модифікацію.  

Відсутність відповідних смуг для зразків ДНК сої та тютюну 
свідчить про специфічність цього амплікону. 

Відсутність на електрофореграмі характерних для промотора 
35S продуктів ампліфікації розміром 263 п.н. у зразку сої номер 10 на 
верхній частині знімка (див. рис. 2, А) вказує, що в цьому зразку  
ГМ-сої не вдалося виявити промотор 35S. Водночас продукти ампліфікації 
розміром 263 п.н. виявлено в референтному зразку плазміди pUC57 під 
номером 8 та ГМ-тютюну, зразок номер 10 (див. рис. 2, Б).  

Таким чином, розроблені пари праймерів для ідентифікації гена 
CP4 EPSPS, трансформаційної події RRS GTS 40-3-2 та промотора 35S 
є робочими й можуть застосовуватися для їх виявлення в різних 
рослинних організмах. 

Детекція ГМ-сої та ГМ-тютюну праймерами для гена лектину, 
гена CP4-EPSPS, специфічної події RRS GTS 40-3-2, промотора 35S та 
NOS-термінатора. 

Для вдосконалення аналізу роботи розробленої системи з 
одночасного визначення гена лектину, гена CP4 EPSPS, трансфор-
маційної події Roundup Ready Soybean GTS 40-3-2, промотора 35S 
і NOS-термінатора в зразках сої змінено умови ампліфікації, яку про-
вели за 55 °С та підвищеної концентрації ДНК сої (рис. 3).  

Наявність на електрофореграмі продуктів ампліфікації розміром 
103 п.н., характерних для гена лектину, підтверджує, що в зразках 2 і 3 
(зона А) міститься ДНК сої. Відсутність продуктів ампліфікації 
розміром 183 п.н., характерних для гена CP4 EPSPS, вказує, що у 
використаному матеріалі ГМ-сої (зразок 7) такий ген не виявлено. 

Наявність на електрофореграмі продуктів ампліфікації розміром 
126 п.н., характерних для специфічної трансформаційної події RRS 
GTS 40-3-2, уможливлює припустити, що референтний зразок сої під 
номером 10 (див. рис. 3, А) містить модифіковану ДНК. 

Показано, що референтний зразок тютюну під номером 5 (див. 
рис. 3, Б) містив продукти ампліфікації розміром 263 п.н., характерні 
для промотора 35S, у той час як у зразку сої номер 3 промотор 35S не 
виявлено.  

 



ISSN  1998‐2666.  Товари і  ринки .  2016.  №2  
 

 105 

Д
О
С
Л
ІД

Ж
Е
Н
Н
Я

 Я
К
О
С
Т
І 

Х
А
Р
Ч
О
В
И
Х

 П
Р
О
Д
У
К
Т
ІВ

  
1    2    3    4    5    6    7     8    9   10 

 
1    2    3    4    5    6    7     8    9   10 

 
Рис. 3. Детекція ГМ-сої та ГМ-тютюну в зразках із праймерами  

для видоспецифічного гена лектину, CP4-EPSPS,  
специфічної події RRS GTS 40-3-2, промотора 35S та NOS-термінатора:  

Частина А: 1 – вода*; 2 – соя; 3 – ГМ-соя; 4 – GeneRuler 100bp plus DNA Ladder; 
5 – вода*; 6 – соя; 7 – ГМ-соя; 8 – вода*; 9 – соя; 10 – ГМ-соя. 

Частина Б: 1 – вода*; 2 – соя; 3 – ГМ-соя; 4 – тютюн; 5 – ГМ-тютюн; 
6 – GeneRuler 100bp plus DNA Ladder; 7 – соя; 8 – ГМ-соя; 9 – тютюн;  

10 – ГМ-тютюн. 
 

* Контроль якості реакційної суміші – методом ПЛР за відсутності 
матричної ДНК. 

 
Наявність на електрофореграмі продуктів ампліфікації розміром 

169 п.н., характерних для NOS-термінатора, вказує, що референтні 
зразки сої – номер 8, тютюну – номер 10 містять відповідну модифі-
ковану ДНК (див. рис. 3, Б). 

Висновки. Розроблена тест-система з праймерами до гена лектину, 
гена CP4 EPSPS, для визначення специфічної події RRS GTS 40-3-2, до 
промотора 35S та NOS-термінатора уможливлює одночасно виявляти 
генетичні модифікації сої, а також модифікації інших культур у ви-
падку наявності в них означених конструкцій. 

Показано, що виявлення трансформаційної події GTS 40-3-2 
у харчових продуктах не завжди співпадає з наявністю промотора 35S.  

Наявність NOS-термінатора у зразках, які показали відсутність 
події GTS 40-3-2, може свідчити про наявність інших ГМ конструкцій 
у їхньому складі або іншої трансформаційної події сої. 

103 п.н. 

263 п.н. 169 п.н. 

 
А 

 
Б 

126 п.н. 
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ІВ Подяка. Колектив авторів висловлює подяку Ірині Герасименко, 

к. б. н., с. н. с. Інституту клітинної біології та генетичної інженерії 
НАНУ, та Тетяні Мудрак, н. с. відділу аналітичних досліджень та 
якості харчової продукції Інституту продовольчих ресурсів НААН, за 
наукову та технічну підтримку при виконанні роботи. 
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Sychevskyi M., Zhukova Y., Vakulenko M. Test system for the identification 

of soybean line GTS 40-3-2. 
Background. Currently about 34 transgenic soybean lines are registered in the 

world, among them 26 are resistant to herbicides, 5 to insecticides, 8 are modified to have 
new qualities, concerning fatty acid composition, resistance to antibiotics, presence of 
visual marker and other. All these transgenically modified lines of soybean are used as 
foodstuffs or food supplements. 

As product properties are caused by specific genetic insertions, determination of 
GMOs should include not only identification of their overall regulatory elements, but at 
the same time of specific genetic constructions. 

The aim of the study is to develop specific primers for the simultaneous 
identification of regulatory elements and transformational events of soybean GTS 40-3-2. 

Material and methods. Objects of the study were as follows: DNA of genetically 
modified and unmodified soya, DNA of genetically modified and unmodified tobacco, 
DNA of plasmid pUC57, which contains modified gene EPSPS of Agrobacterium 
tumefaciens with transformation event GTS 40-3-2. DNA isolation from soybeans and 
tobacco were performed by "Ukrmetrteststandart" systems. Primers developed by the 
author were used for polymerase chain reaction 

Results. Based on the analyzed information on the detection and identification of 
the transgene DNA sequence in plants material, in soya in particular, we have developed 
primers of own design for simultaneous identification of GM soybean inserts: 35S, NOS, 
species-specific lectin gene, gene sequence of transformational event Roundup Ready 
Soybean GTS 40-3-2 and CP4 EPSPS gene, which contains a complete copy of the enol 
pyruvilshykimat phosphate synthetase gene from soil bacterium Agrobacterium sp. strain 
CP4, transferred into the soy genome encoding the enzyme EPSPS, which determines 
resistance to the herbicide glyphosate. Pairs of primers obtained are flanking DNA 
fragments of the following sizes: 103 bp for lectin gene; 183 bp for CP4 EPSPS gene; 
126 bp for the event Roundup Ready Soybean GTS 40-3-2; 263 bp for the 35S promoter 
and 126 bp for NOS-terminator. To identify the CP4 EPSPS gene in genetically modified 
and unmodified soy, in genetically modified and unmodified tobacco, and in plasmid 
pUC57, which contains the modified EPSPS gene of Agrobacterium tumefaciens, PCR 
analysis has been carried out with subsequent separation of the amplicon obtained by 
electrophoresis on 2 % agarose gel. The expected lengths of amplification products 
obtained at 60 °C, correspond to the primers applied: lectin gene – 103 bp, CP4 EPSPS – 
183 bp, 35S promoter – 263 bp and NOS-terminator – 169 bp. 

Conclusion. The developed primers for the gene lectin, the gene CP4 EPSPS, the 
specific event RRS GTS 40-3-2, for the promoter 35S and NOS-terminator could be used 
for the simultaneous detection of genetic modifications of soybean and the modifications 
in other crops if they contain aforementioned structures. It is shown that identifying of the 
transformational event GTS 40-3-2 in food does not always coincide with the presence 
of 35S promoter. The presence of NOS-terminator in samples that showed a lack of event 
GTS 40-3-2, may indicate the presence of other GM designs or other transformational 
event soybeans in their composition. 

Keywords: GMO transformational event GTS 40-3-2, primers, 35S promoter, 
NOS-terminator. 
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