
65ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2024. Ò. 58. ¹ 6

Àíàë³ç íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ïðåäñòàâíèê³â 
ðîäó Àðãåìîíà çà äîïîìîãîþ á³î³íôîðìàòè÷íèõ ìå-
òîä³â ñïðÿìîâàíèé íà äîñë³äæåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ 
âçàºìîâ³äíîñèí âèä³â â ìåæàõ ðîäó, íà ðîçðîáêó ðîäî-
ñïåöèô³÷íèõ ïàð ïðàéìåð³â ³ TaqMan-çîíäó ³ ïåðåâ³ðêó
¿õ in silico. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ äîñë³äæåííÿ ìå-
òîäîì ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ó ðåæèì³ «ðå-
àëüíîãî ÷àñó» (Ð×-ÏËÐ) ïðèñâÿ÷åí³ ïåðåâ³ðö³ «ïðàöå-
çäàòíîñò³» òà ñïåöèô³÷íîñò³ ðîçðîáëåíî¿ ñèñòåìè 
ïðàéìåð³â ³ TaqMan-çîíäó ç âèêîðèñòàííÿì çðàçê³â 
âîñüìè âèä³â àðãåìîíè ³ 11 âèä³â ³íøèõ ðîñëèí. Ô³ëî-
ãåíåòè÷íèé àíàë³ç ç âèêîðèñòàííÿì ïîñë³äîâíîñòåé 
âíóòð³øíüîãî òðàíñêðèáîâàíîãî ñïåéñåðà 1 (ITS1) 
ï³äòâåðäèâ ïîïåðåäí³ ô³ëîãåíåòè÷í³ äîñë³äæåííÿ òà 
ïîêðàùèâ ðîçóì³ííÿ âçàºìîçâ’ÿçê³â óñåðåäèí³ ðîäó. 
Ïåðåä in vitro-ïåðåâ³ðêîþ ðîçðîáëåíî¿ ñèñòåìè ïðàé-
ìåð³â ³ TaqMan-çîíäó ïðîâåäåíî ïåðåâ³ðêó çäàòíîñò³ 
åêñòðàãîâàíî¿ ÄÍÊ äî àìïë³ô³êàö³¿ ìåòîäîì Ð×-
ÏËÐ ç âèêîðèñòàííÿì ñèñòåìè ïðàéìåð³â òà TaqMan-
çîíäó äî ãåíó 18S rRNA åóêàð³îò äëÿ âèêëþ÷åííÿ 
ïñåâäîíåãàòèâíèõ ðåçóëüòàò³â ïðè ïîäàëüø³é ïåðå-
â³ðö³ ñïåöèô³÷íîñò³. Ïðîâåäåíî äîá³ð óìîâ Ð×-ÏËÐ, 
à ñàìå òåìïåðàòóð òà ÷àñó äåíàòóðàö³¿, ã³áðèäèçàö³¿ 
òà åëîíãàö³¿, ê³ëüêîñò³ öèêë³â. Ðîçðîáëåíà ñèñòåìà 
ïðàéìåð³â ³ TaqMan-çîíäó äëÿ Ð×-ÏËÐ-ìåòîäó ïðî-
äåìîíñòðóâàëà ðîäîñïåöèô³÷í³ñòü ³ âèñîêó ÷óòëè-
â³ñòü. Â³äì³÷åíî àìïë³ô³êàö³þ ò³ëüêè â çðàçêàõ ÄÍÊ 
âîñüìè âèä³â àðãåìîíè, òîä³ ÿê ïðè ÏËÐ-àíàë³ç³ ³í-
øèõ âèä³â ðîñëèí òà íåãàòèâíèõ êîíòðîë³â àìïë³ô³-
êàö³ÿ â³äñóòíÿ. Âèçíà÷åíî ìåæó äåòåêòóâàííÿ ðîç-
ðîáëåíî¿ ñèñòåìè, ÿêà ñêëàëà 0,01 %. Çàïðîïîíîâàíî 
äàíó ìàðêåðíó ñèñòåìó âèêîðèñòîâóâàòè äëÿ âèÿâ-
ëåííÿ ôàëüñèô³êàö³¿ ó õàð÷îâèõ òà ³íøèõ ïðîäóêòàõ, 
çîêðåìà, âèÿâëåííÿ â ã³ð÷è÷í³é îë³¿ êîíòàì³íàö³þ àð-
ãåìîíîþ.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Àðãåìîíà, á³î³íôîðìàòèêà, ÏËÐ ó 
ðåàëüíîìó ÷àñ³, ìîëåêóëÿðíà äåòåêö³ÿ.

Âñòóï. Àðãåìîíà (ëàò. Argemone) – ðîä òðà-
â’ÿíèñòèõ ðîñëèí ðîäèíè Ìàêîâ³ (ëàò. Papa-

veraceae) íàë³÷óº 32 âèäè, òèïîâèì º âèä Àð-
ãåìîíà ìåêñèêàíñüêà (A. mexicana L.) (https://
powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:na-
mes:30017455-2).

Ðîä Argemone âêëþ÷àº äèêîðîñë³ âèäè, ÿê³ 
ìàþòü âåëèêå çíà÷åííÿ â òðàäèö³éí³é ìåäèöè-
í³ çàâäÿêè á³îëîã³÷í³é àêòèâíîñò³ âòîðèííèõ 
ìåòàáîë³ò³â, ãîëîâíèì ÷èíîì àëêàëî¿äàì (Slish-
chuk et al, 2023), ðîçïîä³ëåíèì ó âñ³õ òêàíèíàõ 
ðîñëèíè. Êð³ì òîãî, íàñ³ííÿ àðãåìîíè ì³ñòèòü 
âåëèêó ê³ëüê³ñòü îë³¿ (30–40 %). Â çâ’ÿçêó ç
öèì â íàóêîâ³é ë³òåðàòóð³ îáãîâîðþºòüñÿ ïî-
òåíö³àë öüîãî ðîäó ÿê íå¿ñò³âíîãî äæåðåëà 
äëÿ âèðîáíèöòâà áàãàòîö³ëüîâî¿ ñèðîâèíè òà 
íåäîðîãî¿ êóëüòóðè, íàïðèêëàä, äëÿ âèðîáíè-
öòâà á³îïàëèâà (Martínez-Delgado et al, 2022). 
Äî ïåðåâàã ðîäó òàêîæ â³äíîñèòüñÿ òîé ôàêò, 
ùî àðãåìîíà ðîñòå íà á³äíèõ ´ðóíòàõ ç íèçü-
êèìè ïîòðåáàìè ó âîä³ òà ïîæèâíèõ ðå÷îâèíàõ. 
Çà äàíèìè ë³òåðàòóðè ðîñëèíè ðîäó Àðãåìîíà 
ìàþòü âåëèêèé ïîòåíö³àë ³ º åêîíîì³÷íèì òà 
åêîëîã³÷íî ÷èñòèì êàíäèäàòîì äëÿ âèðîáíèö-
òâà âèñîêîö³ííèõ ôàðìàöåâòè÷íèõ ïðîäóêò³â, 
äëÿ äåÿêèõ ïðîìèñëîâèõ ö³ëåé, òàêèõ ÿê âè-
ðîáíèöòâî ìèëà òà ìàñòèëüíèõ ìàòåð³àë³â, äëÿ 
âèðîáíèöòâà á³îäèçåëþ, à òàêîæ äëÿ áîðîòüáè 
ç³ øê³äíèêàìè ðîñëèí (Khan, 2018; Dånou et 
al, 2020).

Àëå íåçâàæàþ÷è íà çíà÷åííÿ àðãåìîíîâî¿ 
îë³¿ â òðàäèö³éí³é ìåäèöèí³ äëÿ ë³êóâàííÿ ð³ç-
íèõ çàõâîðþâàíü, öÿ îë³ÿ îòðóéíà äëÿ òâàðèí
³ ëþäåé ÷åðåç íàÿâí³ñòü òîêñè÷íèõ àëêàëî¿ä³â, 
òàêèõ ÿê ñàíãâ³íàðèí (sanguinarine) ³ äèã³äðî-
ñàíãâ³íàðèí (dihydrosanguinarine), ïðè ïîïà-
äàíí³ â îðãàí³çì ïðè ïî¿äàíí³ àáî ÷åðåç øê³ðó. 
Îòæå çàâäÿêè òîêñè÷í³é ïðèðîä³ âèêîðèñòàí-
íÿ àðãåìîíîâî¿ îë³¿ ÿê õàð÷îâîãî ³íãðåä³ºíòà 
çàáîðîíåíî â áàãàòüîõ êðà¿íàõ (Mandal et al, 
2018).
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Ã.². Ñë³ùóê, Í.Å. Âîëêîâà, Î.Î. Çàõàðîâà

Ñèìïòîìè îòðóºííÿ àðãåìîíîâîþ îë³ºþ ìî-
æóòü â³äð³çíÿòèñÿ çàëåæíî â³ä ê³ëüêîñò³ ñïî-
æèòî¿ îë³¿ òà ³íäèâ³äóàëüíî¿ ÷óòëèâîñò³, àëå 
çàçâè÷àé âïðîäîâæ ê³ëüêîõ ãîäèí ï³ñëÿ âæè-
âàííÿ ç’ÿâëÿþòüñÿ: á³ëü ó øëóíêó, áëþâîòà òà 
ä³àðåÿ, çàïàìîðî÷åííÿ òà ñïëóòàí³ñòü ñâ³äî-
ìîñò³, ãàëþöèíàö³¿, ïîäðàçíåííÿ î÷åé, ðåñï³-
ðàòîðí³ ñèìïòîìè (êàøåëü, óòðóäíåíå äèõàííÿ 
òà ñòèñíåííÿ â ãðóäÿõ). Îòðóòà ìîæå ïðèçâåñòè 
äî êîíâóëüñ³é, êîìè ³ íàâ³òü ñìåðò³ ó âàæêèõ 
âèïàäêàõ. Îòðóºííÿ îë³ºþ àðãåìîíè â îñíîâ-
íîìó ñïðè÷èíåíå ñïîæèâàííÿì àáî âäèõàí-
íÿì îë³¿ àáî ïðîäóêò³â, îòðèìàíèõ ³ç ðîñëèíè. 
Îäíèì ³ç ñïîñîá³â, ÿêèì öå ìîæå ñòàòèñÿ, º 
âæèâàííÿ ôàëüñèô³êîâàíî¿ îë³¿, íàïðèêëàä, 
ã³ð÷è÷íî¿ îë³¿, â ÿê³é àðãåìîíîâà îë³ÿ âèêî-
ðèñòîâóºòüñÿ ÿê äîïîì³æíà ðå÷îâèíà (Anjana, 
Sarangi, 2021).

Îòæå âàæëèâà ñâîº÷àñíà äåòåêö³ÿ àðãåìî-
íè â ð³çíèõ ïðîäóêòàõ, çîêðåìà, ó õàð÷îâèõ 
îë³ÿõ. ²ñíóº ê³ëüêà ëàáîðàòîðíèõ òåñò³â (òåñò 
íà àçîòíó êèñëîòó, òåñò íà õëîðèä çàë³çà, 
òåñò íà àöåòàò ì³ä³), íåäîë³êàìè ÿêèõ, çî-
êðåìà, º ìîæëèâ³ñòü âèÿâèòè ò³ëüêè âèñîê³ 
êîíöåíòðàö³¿ (âèùå 0,25 %) òà çíà÷íà ê³ëü-
ê³ñòü õèáíîïîçèòèâíèõ ðåçóëüòàò³â. Á³ëüø ÷óò-
ëèâèì ìåòîäîì º ìåòîä ïàïåðîâî¿ õðîìàòîã-
ðàô³¿, çà äîïîìîãîþ ÿêîãî ìîæëèâî âèÿâèòè 
äî 0,0001 % àðãåìîíîâî¿ îë³¿. Àëå öåé ïðîöåñ 
òðóäîì³ñòêèé, ÷àñîâèòðàòíèé ³ ñêëàäíèé, îñîá-
ëèâî ïðè îáðîáö³ âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ çðàçê³â 
(Lamba, Kaur, 2021). Ñó÷àñí³ ìåòîäè íà îñíîâ³ 
ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ) ³, çî-
êðåìà, ¿¿ ð³çíîâèäó – ÏËÐ ó ðåæèì³ «ðåàëüíî-
ãî ÷àñó», º á³ëüø åôåêòèâíîþ àëüòåðíàòèâîþ 
³ ìîæóòü çàáåçïå÷èòè âèñîêó ñïåöèô³÷í³ñòü, 
øâèäê³ñòü, òî÷í³ñòü, ÷óòëèâ³ñòü, ìîæëèâ³ñòü 
àâòîìàòèçàö³¿.

Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ äîñë³äæåííÿ àðãå-
ìîíè ìåòîäîì Ð×-ÏËÐ, â îñíîâíîìó, ïðèñâÿ-
÷åí³ àíàë³çó åêñïðåñ³¿ ãåí³â, ùî êîäóþòü àëêà-
ëî¿äè (Gesell et al, 2011; Vázquez-Flota et al, 
2018). Ìåòà íàøèõ äîñë³äæåíü ïîëÿãàëà â àíà-
ë³ç³ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ïðåäñòàâíè-
ê³â ðîäó Àðãåìîíà á³î³íôîðìàòè÷íèìè ìåòî-
äàìè, äèçàéí³ ïàðè ïðàéìåð³â òà çîíäó, ñïåöè-
ô³÷íèõ äî âèä³â ðîäó Àðãåìîíà, òà ïåðåâ³ðö³ in 
vitro ñïåöèô³÷íîñò³ äîáðàíèõ ïîñë³äîâíîñòåé.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Ðîñëèííèì ìàòåð³àëîì 
ñëóãóâàëè â³ñ³ì âèä³â àðãåìîíè, òðè âèäè ö³º¿

æ ðîäèíè Papaveraceae: Chelidonium majus, 
Eschscholzia californica, Papaver croceum òà 11 
âèä³â ³íøèõ ðîñëèí. Íàñ³ííÿ çðàçê³â Argemone 
mexicana, À. mexicana subsp. ochroleuca, A. squ-
arrosa subsp. glabrata ëþá’ÿçíî íàäàíî Íàö³î-
íàëüíèì áîòàí³÷íèì ñàäîì ³ìåí³ Ì.Ì. Ãðèø-
êà (Êè¿â, Óêðà¿íà); íàñ³ííÿ çðàçê³â Arachis hy-
pogaea, Argemone albiflora, A. aurantiaca, A. his-
pida, A. munita, A. polyanthemos, Brassica napus, 
Helianthus annuus, Hordeum vulgare, Lupinus spp., 
Oryza sativa, Secale cereale, Triticum aestivum 
ëþá’ÿçíî íàäàíî Ì³í³ñòåðñòâîì ñ³ëüñüêîãî ãîñ-
ïîäàðñòâà ÑØÀ (United States Department of 
Agriculture (USDA-ARS) Germplasm Resources 
Information Network (GRIN). Çðàçêè Glycine 
max òà Zea mays º ñåðòèô³êîâàíèì ðåôåðåíò-
íèì ìàòåð³àëîì European Reference Materials 
consortium (ªÑ) òà American Oil Chemists’ So-
ciety (ÑØÀ), â³äïîâ³äíî. Íàñ³ííÿ Chelidonium 
majus, Eschscholzia californica, Papaver croceum, 
Ricinus communis º êîíòðîëüíèìè çðàçêàìè ÒÎÂ 
«ÊÎÒÅÊÍÀ ÓÊÐÀ¯ÍÀ Ë²Ì²ÒÅÄ».

Åêñòðàãóâàííÿ òà î÷èùåííÿ ÄÍÊ âèêîíóâà-
ëè ÖÒÀÁ-ìåòîäîì ç 7-äîáîâèõ ïðîðîñòê³â (äâà
ïîâòîðè ïî 10 ïðîðîñòê³â) (Rogers, Bendich, 1989).
Âèì³ðþâàííÿ êîíöåíòðàö³¿ òà îö³íêó ÿêîñò³ åêñ-
òðàãîâàíî¿ ÄÍÊ çä³éñíþâàëè ìåòîäîì ñïåêòðî-
ôîòîìåòð³¿ íà ñïåêòðîôëóîðèìåòð³ NanoDrop 
DeNovix DS-11 FX + («DeNovix», ÑØÀ).

Àìïë³ô³êàö³þ çä³éñíþâàëè ìåòîäîì ïîë³-
ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ó ðåæèì³ «ðåàëü-
íîãî ÷àñó» (Ð×-ÏËÐ) íà òåðìîöèêëåð³ «Quant-
Studio 5 Real-Time PCR System» («Applied 
Biosystem», ÑØÀ) â äâîõ ïîâòîðàõ êîæíîãî 
çðàçêà åêñòðàãóâàííÿ. Òåìïåðàòóðíî-÷àñîâ³ óìî-
âè àìïë³ô³êàö³¿: 10 õâ 95 ºÑ – ïåðøà äåíàòóðà-
ö³ÿ ³ àêòèâàö³ÿ Taq-ïîë³ìåðàçè, 40 öèêë³â 95 ºÑ 
15 ñ/60 ºÑ 1 õâ – ç÷èòóâàííÿ ôëóîðåñöåíòíîãî 
ñèãíàëó, òåìïåðàòóðíèé ³íêðåìåíò 1,6 ºÑ/ñ. 
Ðåàêö³éíà ñóì³ø ì³ñòèëà 1× iTaq Universal 
Probes Supermix («BioRad», ÑØÀ), ïî 150 íÌ 
ïðÿìîãî òà çâîðîòíîãî ïðàéìåð³â, 50 íÌ çîíäó 
(«Metabion», Í³ìå÷÷èíà), 250 íã ÄÍÊ.

Äëÿ îö³íêè ìîæëèâî¿ êîíòàì³íàö³¿ íà ñòà-
ä³ÿõ åêñòðàãóâàííÿ ÄÍÊ òà àìïë³ô³êàö³¿ âè-
êîðèñòîâóâàëè êîíòðîëü ïîðîæíüîãî åêñòðà-
ãóâàííÿ (äëÿ ÿêîãî âèêîíàíî âñþ ïðîöåäóðó 
åêñòðàãóâàííÿ áåç äîäàâàííÿ àíàë³çîâàíîãî 
çðàçêà) òà êîíòðîëü ðåàãåíò³â ÏËÐ (ñóì³ø, ùî 
ì³ñòèòü âñ³ ÏËÐ-ðåàãåíòè, êð³ì ÄÍÊ). 
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Ðîçðîáêà ñèñòåìè ìîëåêóëÿðíî¿ äåòåêö³¿ àðãåìîíè (Argemone spp.)

Çäàòí³ñòü åêñòðàãîâàíî¿ ÄÍÊ äî àìïë³ô³-
êàö³¿ (òîáòî ïåðåâ³ðêó â³äñóòíîñò³ ³íã³á³òîð³â) 
îö³íþâàëè ìåòîäîì ÏËÐ â ðåæèì³ «ðåàëüíîãî 
÷àñó» ç âèêîðèñòàííÿì TaqMan-ñèñòåìè ïðàé-
ìåð³â òà çîíäó äî ãåíó 18S rRNA åóêàð³îò 
(Lopez-Calleja et al, 2014). 

Ìàòåð³àëîì äëÿ á³î³íôîðìàòè÷íèõ äîñë³ä-
æåíü ñëóãóâàëè 45 íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñ-
òåé âíóòð³øíüîãî òðàíñêðèáîâàíîãî ñïåéñåðó 

1 (àíãë. internal transcribed spacer 1, ITS1) ïðåä-
ñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà òà äâ³ ïîñë³äîâíîñ-
ò³ – Papaver croceum é Meconopsis pseudointegri-
folia â ÿêîñò³ çîâí³øí³õ òàêñîí³â, îòðèìàí³ ç 
áàçè äàíèõ Íàö³îíàëüíîãî öåíòðó á³îòåõíî-
ëîã³÷íî¿ ³íôîðìàö³¿ (àíãë. National Center for 
Biotechnology Information, NCBI) (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) (òàáë. 1). Ö³ ïîñë³äîâíîñò³ 
âèêîðèñòàíî äëÿ äîñë³äæåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ 

Òàáëèöÿ 1. Íóêëåîòèäí³ ïîñë³äîâíîñò³ ITS1 ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà òà çîâí³øí³õ òàêñîí³â

Âèä Íîìåð äîñòóïó íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ITS1 *

Argemone albiflora Hornem

A. albiflora Hornem voucher TEX:W.Xiao 090515
A. arida Rose
A. aurantiaca Ownbey
A. arizonica Ownbey
A. corymbosa subsp. àrenicola Greene
A. corymbosa subsp. corymbosa Greene
A. echinata Ownbey
A. fruticosa Thurb. Ex. A. Gray
A. glauca (Nutt. Ex Prain) Pope
A. grandiflora Sweet
A. hispida A. Gray
A. hunnemannii A. Dietr.
A. mexicana subsp. mexicana subsp. mexicana L.
A. mexicana subsp. ochroleuca Ownbey
A. mexicana L. voucher FS012
A. mexicana L. voucher TuTY1485
A. mexicana L. specimen-voucher Yuan 2000607
A. munita Durand & Hilg. isolate CBP197
A. munita subsp. argentea Durand & Hilg.
A. munita subsp. gracilenta Durand & Hilg.
A. munita subsp. robusta Durand & Hilg.
A. platyceras Link & Otto
A. pleiacantha subsp. ambigua Greene
A. pleiacantha subsp. pinnatisecta Greene
A. pleiacantha subsp. pleiacantha Greene
A. rosea Hook.
A. rotundata Rydb.
A. squarrosa Greene
A. subfusiformis Ownbey
A. subinermis (Fedde) Sorarú
A. subintegrifolia Ownbey
A. superba Ownbey
A. turnerae subsp. ownbeyana A.M. Powell
A. turnerae subsp. turnerae A.M. Powell
Papaver croceum Ledeb.
Meconopsis pseudointegrifolia Prain

AF057662.1, AF057663.1, AF057668.1, AF057670.1,
AF057673.1, AF057685.1, AF057686.1
JX078976.1
AF057664.1
AF057667.1
AF057665.1, AF057666.1
AF057660.1
AF057661.1
AF057671.1, AF057689.1
AF057650.1
AF057651.1
AF057674.1
AF057675.1
AF057659.1
AF057652.1, AF057653.1
AF057654.1
MH734909.1
MH768272.1
AY328303.1
MF963932.1
AF057676.1
AF057672.1
AF057677.1
AF057681.1
AF057683.1
AF057682.1
AF057684.1
AF057658.1
AF057678.1, AF057679.1
AF057688.1
AF057656.1
AF057657.1
AF057647.1
AF057655.1
AF057649.1
AF057648.1
DQ250266.1
MH293152.1

Ïðèì³òêà. * Äàòà ïîøóêó 08.07.2024 ð.
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âçàºìîçâ’ÿçê³â òà ðîçðîáêè äèçàéíó ïðàéìåð³â 
³ çîíäó äëÿ Ð×-ÏËÐ. 

Ïîáóäîâó ô³ëîãåíåòè÷íî¿ äåíäðîãðàìè çà
ðåçóëüòàòàìè âèð³âíþâàííÿ ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì ìàêñèìàëüíî¿ ïðàâäîïîä³áíîñò³ ³ ìîäåë³ 
Òàìóðè-Íå¿ çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè «MEGA11» 
(ë³öåíç³ÿ íå ïîòð³áíà) (Tamura, Nei, 1993; 
Tamura et al, 2004; Tamura et al, 2021). Ãëîáàëü-
íå âèð³âíþâàííÿ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ 
ï³äïðîãðàìè «clustalW» ïðîãðàìè «MEGA 11». 
Äèçàéí ïðàéìåð³â òà TaqMan-çîíäó çä³éñíþ-
âàëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè «Primer3» (ë³öåí-
ç³ÿ íå ïîòð³áíà) (Untergasser et al, 2012).

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ. Ô³ëîãåíåòè÷íèé 
àíàë³ç. ITS1 º îäíèì ³ç íàéá³ëüø ïîïóëÿðíèõ 
ëîêóñ³â ó ô³ëîãåíåòè÷íèõ äîñë³äæåííÿõ ðîñëèí, 
âðàõîâóþ÷è êîíñåðâàòèâí³ñòü ðåã³îíó, ïðîñòîòó 
òà âèñîêó åêîíîì³÷íó åôåêòèâí³ñòü éîãî 
ñèêâåíóâàííÿ (Edger et al, 2014). Ðåã³îí ITS1 
ìàº âèùó äèñêðèì³íàö³éíó çäàòí³ñòü ³ áàæàí³ 
õàðàêòåðèñòèêè äëÿ âèð³øåííÿ òàêñîíîì³÷íèõ 
ïðîáëåì ó ðîñëèí, ùî ðîáèòü éîãî ëîêóñîì âè-
áîðó äëÿ äîñë³äæåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ çâ’ÿçê³â 
(Mishra et al, 2016). Êîìïëåêñíå äîñë³äæåííÿ 
ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà çà äîïîìîãîþ 
êîìá³íàö³¿ ñèêâåíóâàííÿ ðåã³îíó ITS1 òà âèâ-
÷åííÿ ìîðôîëîã³÷íèõ îçíàê äîçâîëèëî óòî÷-
íèòè ô³ëîãåíåòè÷í³ âçàºìîâ³äíîñèíè âñåðåäè-
í³ ðîäó, äîâåñòè, ùî îçíàêà îäåðåâ³ííÿ íå º 
ìîíîô³ëåòè÷íîþ ó ðîä³, ñïðîñòóâàëè óÿâëåííÿ 
ïðî òå, ùî ó ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà 
êîë³ð êâ³òêè º àäàïòàö³ºþ äî ñïåöèô³÷íèõ 
çàïèëþâà÷³â, ï³äêðåñëèòè ðîëü ôîðìè ïëîäà 
òà âì³ñòó àëêàëî¿ä³â äëÿ äåë³íåàð³çàö³¿ âèä³â 
(Schwarzbach, Kadereit, 1999). Öå îáóìîâèëî 
âèá³ð äàíîãî ðåã³îíó äëÿ íàøèõ äîñë³äæåíü.

Ïðîâåäåíî âèð³âíþâàííÿ 45 íóêëåîòèäíèõ 
ïîñë³äîâíîñòåé ITS1 ðåã³îíó ïðåäñòàâíèê³â ðî-
äó Àðãåìîíà, ñåðåä ÿêèõ º 40 ïðåäñòàâíèê³â ç 
äîñë³äæåííÿ (Schwarzbach, Kadereit, 1999), òà ïî-
áóäîâàíà ô³ëîãåíåòè÷íà äåíäðîãðàìà (ðèñ. 1).

Ô³ëîãåíåòè÷íà ðåêîíñòðóêö³ÿ â ö³ëîìó ñï³â-
ïàäàº ³ç òàêñîíîì³ºþ ðîäó ³ ìîðôîëîã³÷íèìè 
ðåêîíñòðóêö³ÿìè, çà âèêëþ÷åííÿì äåÿêèõ â³ä-
õèëåíü. Òàê, çðàçêè A. munita ðîçïîä³ëèëèñÿ 
îäðàçó ì³æ òðüîìà êëàñòåðàìè. Ïðèïóñêàºìî, 
ùî çðàçîê A. munita isolate CBP197 (MF963932.1) 
º íåêîðåêòíî ³äåíòèô³êîâàíèì âèäîì A. squar-
rosa, ç ÿêèì âèð³âíþâàííÿ ïîêàçàëî ìàéæå 

òîòîæí³ñòü; ðîçòàøóâàííÿ íà äåíäðîãðàì³ çðàç-
êà A. munita subsp. robusta (AF057677.1) âêàçóº 
íà äîö³ëüí³ñòü âèä³ëåííÿ éîãî â îêðåìèé âèä. 
Òàêîæ ô³ëîãåíåòè÷íà ðåêîíñòðóêö³ÿ ñâ³ä÷èòü, 
ùî íàçâè òàêñîí³â A. superba òà A. mexicana 
ñë³ä ââàæàòè ñèíîí³ìàìè. Ïðåäñòàâíèêè ðîäó 
Argemone äîñòîâ³ðíî óòâîðèëè îêðåìèé êëàñ-
òåð, ùî ï³äòâåðäæóºòüñÿ ðåçóëüòàòàìè áóò-
ñòðåï-òåñòó. Íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî ïîñë³äîâ-
íîñò³ ITS1 ïðîäåìîíñòðóâàëè íèçüê³ çíà÷åííÿ 
áóòñòðåïó (<50) ó ô³ëîãåíåòè÷íîìó äåðåâ³ ïðåä-
ñòàâíèê³â ðîäó Argemone, ðåçóëüòàòè âèð³âíþ-
âàííÿ âñå æ ï³äòâåðäæóþòü ìîæëèâ³ñòü âèêî-
ðèñòàííÿ ITS1 äëÿ äåòåêö³¿ ÄÍÊ ïðåäñòàâ-
íèê³â öüîãî ðîäó. Öå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî ITS1 
ìîæå ñëóãóâàòè åôåêòèâíèì ìàðêåðîì äëÿ âè-
ÿâëåííÿ ÄÍÊ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Argemone çà
äîïîìîãîþ ÏËÐ. Õàðàêòåð ì³íëèâîñò³ ö³º¿ ä³-
ëÿíêè ãåíîìó îáìåæóº ¿¿ çàñòîñóâàííÿ äëÿ 
äîñòîâ³ðíî¿ ðåêîíñòðóêö³¿ ô³ëîãåí³¿ âñåðåäèí³ 
ðîäó, îäíàê, äëÿ çàäà÷ ³äåíòèô³êàö³¿ òà äå-
òåêö³¿, ITS1 º ö³ëêîì ïðèäàòíèì. Â ðåçóëüòàò³ 
âèð³âíþâàííÿ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ³ç
ïðåäñòàâíèêàìè çîâí³øíüî¿ ãðóïè (Papaver cro-
ceum òà Meconopsis pseudointegrifolia) çíàéäåíî 
ä³ëÿíêè, ÿê³ óí³êàëüí³ ñàìå äëÿ ïðåäñòàâíè-
ê³â ðîäó Àðãåìîíà, ùî äîçâîëèëî ðîçðîáèòè 
äèçàéí ïðàéìåð³â òà TaqMan-çîíäó.

Äèçàéí ïðàéìåð³â ³ TaqMan-çîíäó òà ÏËÐ in 
silico. Ðîçðîáëåíî äèçàéí ïðàéìåð³â òà TaqMan-
çîíäó äëÿ àíàë³çó ÄÍÊ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àð-
ãåìîíà ìåòîäîì Ð×-ÏËÐ (AF057653.1) (ðèñ. 2, 
òàáë. 2).  

Ó ÏËÐ in silico ïðîäóêò ðîçì³ðîì 132 ï.í.
ãåíåðóâàâñÿ ëèøå ó ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àð-
ãåìîíà ³ íå ãåíåðóâàâñÿ àí³ ó ïðåäñòàâíèê³â 
ðîäèíè Ìàêîâ³, àí³ ó ³íøèõ, ô³ëîãåíåòè÷íî 
á³ëüø â³ääàëåíèõ òàêñîí³â. Öå ñâ³ä÷èòü ïðî 
ñïåöèô³÷í³ñòü äîáðàíî¿ ñèñòåìè ïðàéìåð³â ³ 
TaqMan-çîíäó.

Íàñòóïíèé åòàï äîñë³äæåííÿ – ïåðåâ³ðêà 
ðîçðîáëåíîãî äèçàéíó ïðàéìåð³â ³ TaqMan-
çîíäó â Ð×-ÏËÐ in vitro.

Ð×-ÏËÐ in vitro. Çäàòí³ñòü åêñòðàãîâàíî¿ ÄÍÊ
äî àìïë³ô³êàö³¿ îö³íèëè ìåòîäîì Ð×-ÏËÐ ç âè-
êîðèñòàííÿì ñèñòåìè ïðàéìåð³â òà TaqMan-
çîíäó äî ãåíó 18S rRNA åóêàð³îò. Äëÿ âñ³õ çðàç-
ê³â ÄÍÊ ðîñëèí â³äì³÷åíî íàÿâí³ñòü àìïë³-
ô³êàö³¿ (çíà÷åííÿ Cycle Threshold (Ct) âàð³þâàëè 
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â ä³àïàçîí³ 23–25), òîä³ ÿê â íåãàòèâíèõ êîíò-
ðîëÿõ àìïë³ô³êàö³ÿ â³äñóòíÿ. Îòæå, çðàçêè ÄÍÊ
ïðèäàòí³ äëÿ ïîäàëüøîãî àíàë³çó çà ñèñòåìîþ
äîáðàíèõ ïðàéìåð³â ³ TaqMan-çîíäó, ïñåâäîíå-
ãàòèâí³ ðåçóëüòàòè ïðè öüîìó áóäóòü âèêëþ÷åíî.

Äëÿ ïåðåâ³ðêè in vitro äîáðàíèõ in silico-
ìåòîäàìè ïîñë³äîâíîñòåé ïðàéìåð³â ³ çîíäó 

îö³íþâàëè ¿õ ðîäîñïåöèô³÷í³ñòü, òîáòî çäàò-
í³ñòü âèÿâëÿòè ò³ëüêè ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Ar-
gemone. Â³äì³÷åíî àìïë³ô³êàö³þ ò³ëüêè â çðàç-
êàõ ÄÍÊ âîñüìè âèä³â àðãåìîíè (Ct 16,895-
23,921, òàáë. 3), òîä³ ÿê ïðè ÏËÐ-àíàë³ç³ ³í-
øèõ âèä³â ðîñëèí òà íåãàòèâíèõ êîíòðîë³â àìï-
ë³ô³êàö³ÿ â³äñóòíÿ. 

Ðèñ. 1. Ô³ëîäåíäðîãðàìà 45 ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà òà äâîõ ïðåäñòàâíèê³â çîâí³øí³õ òàêñîí³â. Åâî-
ëþö³éíà ³ñòîð³ÿ âèâåäåíà çà äîïîìîãîþ ìåòîäó ìàêñèìàëüíî¿ ïðàâäîïîä³áíîñò³ ³ ìîäåë³ Òàìóðè-Íå¿. Ïî-
êàçàíî îïòèìàëüíå äåðåâî; ìàñøòàá ã³ëîê ó òèõ æå îäèíèöÿõ, ùî é åâîëþö³éí³ â³äñòàí³, âèêîðèñòàí³ äëÿ 
âèñíîâêó ô³ëîãåíåòè÷íîãî äåðåâà. Ïðîäåìîíñòðîâàíî äåðåâî ç íàéâèùîþ ëîãàðèôì³÷íîþ ïðàâäîïîä³áí³ñòþ 
(–633.39). Â³äñîòîê äåðåâ, ó ÿêèõ â³äïîâ³äí³ òàêñîíè ãðóïóâàëèñÿ ðàçîì, ïîêàçàíèé ïîðó÷ ³ç ã³ëêàìè. Ïî-
÷àòêîâ³ äåðåâà äëÿ åâðèñòè÷íîãî ïîøóêó îòðèìàí³ àâòîìàòè÷íî çà àëãîðèòìàìè Neighbor-Join ³ BioNJ äî 
ìàòðèö³ ïàðíèõ â³äñòàíåé, îö³íåíèõ çà ìîäåëëþ Òàìóðè-Íå¿, à ïîò³ì ç âèáîðîì òîïîëîã³¿ ç âèùèì çíà÷åííÿì 
ëîãàðèôì³÷íî¿ ïðàâäîïîä³áíîñò³. Äåðåâî íàêðåñëåíî â ìàñøòàá³, äå äîâæèíè ã³ëîê âèì³ðþþòüñÿ â ê³ëüêîñò³ 
çàì³í íà ñàéò. Âñ³ ïîçèö³¿, ùî ì³ñòÿòü ïðîïóñêè (ãåïè) ³ â³äñóòí³ äàí³, âèëó÷åí³ (îïö³ÿ ïîâíîãî âèäàëåííÿ). 
Ê³íöåâèé íàá³ð äàíèõ ì³ñòèâ 152 ïîçèö³¿
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Ðèñ. 2. Ñàéòè ïðàéìåð³â (æèðíèì øðèôòîì ³ç ï³äêðåñëåííÿì) òà TaqMan-çîíäó (êóðñèâ ³ç ï³äêðåñëåííÿì) 
äëÿ àíàë³çó ÄÍÊ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà ìåòîäîì Ð×-ÏËÐ (AF057653.1)

Òàáëèöÿ 2. Íóêëåîòèäí³ ïîñë³äîâíîñò³ (5�–3�) ïðàéìåð³â òà TaqMan-çîíäó 
äëÿ äåòåêö³¿ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà

Ïðàéìåð/çîíä Óìîâíà íàçâà
Íóêëåîòèäíà ïîñë³äîâí³ñòü 

(5�-3�)
Ïîçèö³ÿ íà ITS1 Argemone 
mexicana (AF057653.1), ï.í.

Ïðàéìåð ïðÿìèé
Ïðàéìåð çâîðîòíèé
TaqMan-çîíä

AsppF
AsppR
Aspp Probe

tgccttaccgcttcggcc
ccgccgaggccagagaacg
FAM-gggtgcgagcccactgttcc-TAMRA

82–99
196–214
107–126

Òàáëèöÿ 3. Ðåçóëüòàòè ïåðåâ³ðêè ñïåöèô³÷íîñò³ ñèñòåìè ïðàéìåð³â 
³ TaqMan-çîíäó äëÿ äåòåêö³¿ ðåã³îíó ITS1 ó ð³çíèõ âèä³â ðîñëèí

Ïðèì³òêà. * – â³äñóòí³ñòü àìïë³ô³êàö³¿.

Âèä ðîñëèíè ðîäèíè Papaveraceae Ñåðåäíº çíà÷åííÿ Ct Âèä ðîñëèíè ³íøèõ ðîäèí Ñåðåäíº çíà÷åííÿ Ct

Argemone albiflora
A. aurantiaca
A. hispida
A. mexicana
A. mexicana subsp. ochroleuca
A. munita 
A. polyanthemos
A. squarrosa subsp. glabrata
Chelidonium majus
Eschscholzia californica 
Papaver croceum

22,016
16,895
24,487
23,921
22,458
17,672 
20,015
21,051

– *
–
–

Arachis hypogaea
Brassica napus
Glycine max
Helianthus annuus
Hordeum vulgare
Lupinus spp.
Oryza sativa
Ricinus communis
Secale cereale
Triticum aestivum
Zea mays

– 
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
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Ìåæó äåòåêòóâàííÿ ðîçðàõîâàíî øëÿõîì âè-
çíà÷åííÿ íàÿâíîñò³ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëó 
äëÿ 10 ïîâòîð³â ï’ÿòè ñåð³é ðîç÷èí³â ÄÍÊ, ùî 
º ñóì³øàìè ðîç÷èí³â ÄÍÊ àðãåìîíè ç ÄÍÊ 
êóêóðóäçè, êîíöåíòðàö³ÿìè 1,0; 0,1; 0,01; 0,005; 
0,0025 % Argemone mexicana. Â ðåçóëüòàò³ íå 
ìåíøå 95 % ïîçèòèâíèõ ðåçóëüòàò³â â³äì³÷åíî 
ëèøå çà êîíöåíòðàö³ÿõ A. mexicana 0,01 % ³ âèùå. 
Îòæå, ìåæà äåòåêòóâàííÿ ðîçðîáëåíî¿ ñèñòåìè 
ïðàéìåð³â òà TaqMan-çîíäó ñòàíîâèòü 0,01 %.

Âèñíîâêè. Ðåçóëüòàòè ô³ëîãåíåòè÷íîãî àíà-
ë³çó ðåã³îíó ITS1 ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Arge-
mone íà ðîçøèðåí³é âèáîðö³ çá³ãàþòüñÿ ç 
ïîïåðåäí³ìè äàíèìè òà óòî÷íþþòü ¿õ, çîêðå-
ìà ùîäî â³ðîã³äíî¿ êîíñïåöèô³÷íîñò³ A. su-
perba òà A. mexicana òà íåîáõ³äíîñò³ âèä³ëåííÿ 
A. munita subsp. robusta ó îêðåìèé òàêñîí. 
Âèð³âíþâàííÿ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé 
ðåã³îíó ITS1 ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà äî-
çâîëèëî ³äåíòèô³êóâàòè ä³ëÿíêè, ñïåöèô³÷í³ 
ñàìå äëÿ Àðãåìîíè, òà ðîçðîáèòè äèçàéí ïðàé-
ìåð³â òà TaqMan-çîíäó. Çà ðåçóëüòàòàìè ÏËÐ 
in silico ç ðîçðîáëåíîþ ñèñòåìîþ ïðàéìåð³â ³ 
çîíäó ïðîäóêò ðîçì³ðîì 132 ï.í. ãåíåðóâàâñÿ 
âèêëþ÷íî ïðè âèêîðèñòàíí³ ó ÿêîñò³ ìàòðè-
ö³ ïîñë³äîâíîñòåé ðåã³îíó ITS1 ïðåäñòàâíè-
ê³â ðîäó Àðãåìîíà, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ¿õ ðîäî-
ñïåöèô³÷í³ñòü. Ðåçóëüòàòè Ð×-ÏËÐ in vitro ïðè 
äîñë³äæåíí³ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà, ³í-
øèõ ïðåäñòàâíèê³â ñ³ìåéñòâà Ìàêîâ³ òà ðîñ-
ëèí, ùî íàëåæàòü äî ³íøèõ òàêñîí³â, ï³äòâåð-
äèëè ðîäîñïåöèô³÷í³ñòü ñèñòåìè ïðàéìåð³â òà
TaqMan-çîíäó. Ìåæà äåòåêòóâàííÿ ñêëàäàº 
0,01 %. Äàíó ìàðêåðíó ñèñòåìó ìîæëèâî âè-
êîðèñòîâóâàòè äëÿ äåòåêòóâàííÿ ÄÍÊ ïðåä-
ñòàâíèê³â ðîäó Àðãåìîíà ó õàð÷îâèõ òà ³íøèõ 
ïðîäóêòàõ, çîêðåìà, îë³ÿõ. 

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü áóäü-ÿêèõ äîñë³äæåíü ç âèêîðèñòàííÿì 
ëþäåé ³ òâàðèí ÿê îá’ºêò³â.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî 
â³äñóòí³ñòü áóäü-ÿêèõ êîíôë³êò³â ³íòåðåñ³â. 
Ô³íàíñóâàííÿ. Öå äîñë³äæåííÿ íå îòðèìóâàëî 
áóäü-ÿêîãî êîíêðåòíîãî ãðàíòó â³ä ô³íàíñóþ-
÷èõ óñòàíîâ ó äåðæàâíîìó, êîìåðö³éíîìó àáî 
íåêîìåðö³éíîìó ñåêòîðàõ. 
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The analysis of nucleotide sequences of the Argemona 
genus samples by bioinformatics methods was aimed 
at the study of phylogenetic relationships of species 
within the genus, at the development of genus-specific 
primer pairs and TaqMan-probe and their verification 
in silico. Molecular genetic studies by the polymerase 
chain reaction method in the «real-time» mode (RT-
PCR) were devoted to checking the «performance» 
and specificity of the developed system of primers 
and TaqMan-probe using samples of eight species of 
Argemona and 11 species of other plants. Phylogenetic 
analysis using internal transcribed spacer 1 (ITS1) 
sequences confirmed previous phylogenetic studies and 
improved understanding of relationships within the 
genus. Before the in vitro test of the developed system of 
primers and TaqMan-probe, the ability of the extracted 
DNA to be amplified by the RT-PCR method using 
the system of primers and the TaqMan-probe to the 
18S rRNA gene of eukaryotes was checked to exclude 
pseudo-negative results during the further verification of 
specificity. The conditions for RT-PCR were selected, 
namely, temperatures and times of denaturation, hyb-
ridization, elongation, and the number of cycles. The 
developed system of primers and TaqMan-probe for the 
RT-PCR method demonstrated high species specificity 
and sensitivity. Amplification was noted only in DNA 
samples of eight Argemona species, while PCR analysis 
of other plant species and negative controls showed 
no amplification. The detection limit of the developed 
system was determined to be 0.01 %. It is proposed that 
this marker system be used to detect adulteration in food 
and other products, particularly argemone contamination 
in mustard or coconut oil.
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