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 Β1 (57) Изобретение относится к сельскохозяйственным растениям, у которых изменены свойства 
растрескивания плода. Более конкретно, изобретение относится к улучшенным способам и 
средствам для уменьшения осыпания семян или замедления осыпания семян до окончания сбора 
урожая при сохранении в то же самое время агрономически релевантной обмолачиваемости 
стручков и для увеличения урожайности.
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Область изобретения
Это изобретение относится к области сельского хозяйства, более конкретно, к применению спосо­

бов молекулярной биологии для изменения растений с высвобождением семян растрескиванием, в част­
ности, семейства Вгакк1сасеае, в частности видов Втакк1са, и/или ускорения размножения таких растений 
с высвобождением семян растрескиванием. Более конкретно, изобретение относится к улучшенным спо­
собам и средствам для уменьшения осыпания семян или задержки осыпания семян до окончания сбора 
урожая у таких растений, как растения Вгаккюасеае, в частности растения Вгаккюасеае, выращенные для 
получения семян, при поддержании в то же самое время агрономически релевантной обмолачиваемости 
стручков.

Представлены также способы идентификации молекулярных маркеров, ассоциированных с умень­
шенным или замедленным осыпанием семян в популяции растений с высвобождением семян растрески­
ванием. Представлены также способы и средства для увеличения урожая, в частности урожая зерна и 
семян. Фенотип с увеличенной урожайностью может являться отдельным от фенотипа с уменьшенным 
или замедленным осыпанием семян.

Предпосылки изобретения
Длинные стручки или стручки из растений Вгаккюа высвобождают свои семена посредством про­

цесса, называемого растрескиванием плода. Длинный стручок состоит из двух плодолистиков, соединен­
ных по краям. Бороздка между краями формирует толстую перегородку, называемую рамкой. При при­
ближении созревания стручка две створки постепенно отделяются от рамки по определенным линиям 
слабости стручка, в конечном счете приводя к осыпанию семян, которые были присоединены к рамке. 
Зона растрескивания определяет точное положение разъединения.

Выпадение семян (обозначаемое также как "осыпание семян" или "растрескивание стручков") у 
зрелых стручков до или во время сбора урожая представляет собой общее явление у сельскохозяйствен­
ных культур, у которых развиваются сухие растрескивающиеся плоды. Осыпание семян до созревания 
приводит к пониженному сбору семян, что представляет собой проблему в случае сельскохозяйственных 
культур, которые выращивают преимущественно ради семян, таких как масличные растения Вгаккюа, в 
частности масличный рапс. Другой проблемой, связанной с осыпанием семян до созревания, является 
увеличение роста самосевом в последующем сельскохозяйственном году. У масличного рапса связанные 
с растрескиванием стручков потери урожая составляют в среднем 20% (СйИб е! а1., 1998, 1 Ехр Во! 49: 
829-838), но могут достигать вплоть до 50% в зависимости от погодных условий (МасЬеоб, 1981, Наг- 
уекОпд ίη Ойкееб Каре, р. 107-120, С’атЬпбде Лдг1си11ига1 РиЬйкЫид, СатЬпбде).

Современные коммерческие сорта масличного рапса являются необычайно чувствительными к рас­
трескиванию. Существуют небольшие различия по устойчивости к растрескиванию в рамках сущест­
вующих программ селекционной работы В. парик, однако устойчивые линии обнаружены среди диплдо- 
идных родителей В. парик (В. о1егасеа и В. гара) так же, как среди других членов рода Вгаккюа, а именно 
В. щпсеа. В. сагша!а и В. шдга. Кабко1 е! а1. (1986, Лик!. 1. Во!апу 34 (5): 595-601) опубликовали увели­
ченную устойчивость к растрескиванию в конкретных образцах В. сатрекйгк, ассоциированную с отсут­
ствием отделительного слоя в области присоединения створок длинного стручка к рамке. Ргакакй и С'Но- 
рга (1988, Р1аи! Ьгеебшд 101: 167-168) описывают интрогрессию устойчивости к растрескиванию в Вгак­
кюа парик из Вгаккюа .щпсеа посредством негомологичной рекомбинации. §реисе е! а1. (1996, 1 оГ Мюгок- 
сору 181: 195-203) описывают, что для некоторых линий Вгаккюа щпсеа показали уменьшенную тенден­
цию к растрескиванию по сравнению с линиями Вгаккюа парик. Могдап е! а1., 1998 (ИеМк Сгор Кекеагсй 
58, 153-165) описывают генетические варианты для устойчивости к растрескиванию стручков среди ли­
ний масличного рапса, полученных из синтетического В. парик, и заключают, что линии, которым необ­
ходимо намного больше энергии для раскрытия стручков, по-видимому, обладают повышенным образо­
ванием сосудов в зоне растрескивания и обладают уменьшенной деградацией клеточной стенки в зоне 
растрескивания. Кроме того, они обнаружили значимую отрицательную корреляцию между длиной но­
сика стручка и силой, необходимой, чтобы вызвать растрескивание стручков. Сййб и Ни!!1у (1999, Ргос 
10!й 1п!. Карекееб Сопдгекк) описывают варианты созревания стручков в В. парик с вызванными облуче­
нием мутациями и в популяции его родительского культивара, 1е! №иГ, где для наиболее устойчивых 
растений дикого типа и мутантных растений показано много случаев лигнификации групп клеток на 
всем протяжении зоны растрескивания и где для мутантов описаны линии сосудов, расположенные 
близко к внутренней кромке зоны растрескивания, что помогает сохранить створки. Кроме того, Сййб е! 
а1. (2003, 1 Ехр Во!апу 54 (389): 1919-1930) описывают ассоциацию между увеличенной устойчивостью к 
растрескиванию стручков и изменениями в структуре сосудов в стручках ресинтезированной линии Вгак­
кюа парик. Однако общепринятые способы селекции являлись безуспешными для придания устойчивости 
к растрескиванию культиварам рапса без помех для других желательных признаков, таких как раннее 
цветение, созревание и устойчивость к черной ножке (Ргакакй апб Сйорга, 1990, Оепейса1 Кекеагсй 56: 1­
2).

Несколько генов, которые стимулируют или ингибируют раскрытие стручков, идентифицировали в 
ЛгаЫборык 1йайапа посредством анализа мутаций. Комбинированные мутации как в 8НЛТТЕКРКООР1 
(8НР1; первоначально обозначенный ЛОЬ1), так и в 8НЛТТЕКРКООР 2 (§НР2; первоначально обозна­
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ченный ЛСЬ5) приводят к нерастрескивающимся длинным стручкам (т.е. длинным стручкам, которые 
остаются закрытыми после созревания у ЛтаЬйор818 ШаПаиа) (ЫЦедтеи е! а1., 2000, ИаШте 404, 766-770). 
Подобным образом, мутации в гене ΙΝΏΕΗΙδΟΕΝΤ (обозначенном как ΙΝΏ1) в ЛтаЬйор818 !йаПаиа (Ъй- 
.(едгеи е! а1., 2004, Се11 116: 843-853; публикация РСТ XVО 01/79517) так же, как в ΆΕΟΆΤΚΆΖ (обозна­
ченном как ЛЬС; Рфат е! а1., 2001, СиггеШ Βίοίοβν 11, 1914-1922), мешающие раскрытию стручков, при­
водят к устойчивости к растрескиванию стручков. Конститутивная экспрессия РКШТРиЬ (РиЬ), репрес­
сора 8НР и ΙΝΌ, в ЛтаЬйор818 !йайаиа также приводит к нерастрескивающимся длинным стручкам (Рег- 
ππιύίζ е! а1., 2000, 8с1еисе, 289, 436-438). Считают, что эти факторы транскрипции формируют нелиней­
ную транскрипционную сеть, контролирующую идентичность границ створок и растрескивание струч­
ков. Кроме того, ЫЦедтеи е! а1. (2004, Се11 116: 843-853) описывают, что ΙΝΏ, ген атипичного белка спи- 
раль-петля-спираль (ЬНЬН), управляет дифференцировкой границы створки на отделительные и лигни- 
фицированные слои у ЛтаЬйор818 Шайаиа. Слой лигнифицированных клеток, соседний с отделительным 
слоем, вместе со слоем эндокарпия Ь (отдельный слой лигнифицированных клеток в каждой створке) 
приводит к напряжению, подобному напряжению пружины, в высыхающем плоде, которое вносит вклад 
в его открытие. Для лигнификации слоя эндокарпия Ь створки необходима активность ΙΝΏ, 8НР, ЛЬС и 
РИЬ, МЛО8-доменного фактора транскрипции, который экспрессируется в створках (Ьй)едгеи е! а1., 
2004, выше; МаиДе1 аиД УагюЕку. 1995, Р1аШ Се11 7, 1763-1771). Обнаружено, что РИЬ и КЕРЬиМЕЕ88 
(КРЬ), гомеодоменный фактор транскрипции, который экспрессируется в рамке (КоеДег е! а1., 2003, Сшт 
Вю1 13, 1630-1635), устанавливают границы генов, придающих идентичность границам створок (Си е! 
а1., 1998, Оеуе1ортеШ 125, 1509-1517; ΕοΓππ^ίζ е! а1., 2000, 8с1еисе, 289, 436-438; КоеДег е! а1., 2003, вы­
ше). Наконец, идентифицировали, что ΡΙΕΑΜΕΝΤ0υ8 ΕΕΟΧνΕΡ (ΡΙΗ) и ΥΑΒΒΥ3 (ΥΑΒ3), два фактора 
транскрипции ΥΑΒΒΥ-семейства (8а\та е! а1., 1999, Сеиек Ώον 13, 1079-1088; 81едГпеД е! а1., 1999, Оеуе1- 
ортеи! 126, 4117-4128), и ^ΑССΕ^ (ЗЛС), фактор транскрипции с цинковыми пальцами С2Н2 (Нитему 
е! а1., 2004, Оеуе1ортеи! 131, 1101-1110; ОЬио е! а1., 2004, Оеуе1ортеи! 131, 1111-1122), вносят резервный 
вклад в правильное развитие створки и границ створки посредством стимуляции экспрессии РиЬ и 8НР 
зависимым от области образом (Охииеиу е! а1., 2005, Оеуе1ортеи! 132, 4687-4696). Идентифицированы 
также гены для ряда гидролитических ферментов, таких как эндополигалактуроназы, которые играют 
роль во время растрескивания стручка в запрограммированном разрушении зоны растрескивания в 
стручках растений Βκ-ΐδδΚη (см., например νΟ 97/13865; Ре!ег8еи е! а1., Р1аи!. Мо1. ΒωΒ 1996, 31:517­
527).

Ьй)едгеи е! а1. (2004, Се11 116: 843-853) описывают пять мутантных аллелей ΙΝΏ Α^аЬ^Дοр8^8. Лиг- 
нифицированные клетки в зоне растрескивания либо отсутствуют, либо присутствуют в растениях, со­
держащих эти мутантные аллели, в зависимости от силы мутаций (сильные мутанты шД не содержат 
лигнифицированных клеток в области, соответствующие внутренней части границы створки у растений 
дикого типа), но во всех случаях длинный стручок является нерастрескивающимся. XVII е! а1. (2006), Р1аи- 
!а 224, 971-979) описывают шестой мутантный аллель ΙΝΏ Α^аЬ^Дοр8^8. Растения, содержащие этот му­
тантный аллель, не обладают лигнифицированными клетками в соединениях границы створки и рамки, 
содержат меньше клеток в области семи слоев клеток, которые, по-видимому, охватывают общеизвест­
ную зону растрескивания и границу рамки в растениях дикого типа, и обладают неполным цитокинезом 
в этом слое.

В и8 2005/0120417 и и8 2007/0006336 описаны идентификация и выделение двух ортологов ΙΝΏ1 
из Β4ΐ55Κη иарик.

В ν099/00503, ν001/79517 и ν00159122 описаны понижающая регуляция экспрессии генов 
ΑΕ^ ΙΝΏ, ΑС^1 и Α^·5 Α^аЬ^Дοр8^8 деиек и их ортологов с использованием способов выключения ге­
нов (таких как антисмысловая супрессия или косупрессия) и мутагенеза.

Уаисаииеу! е! а1., 2002 (ΧΙΙΙ ШйтиайоиШ СоиГегеисе ои Α^аЬ^Дοр8^8 Кекеатсй, 8еуД1е, 8раш Лше 28- 
.Ти1у 2; 2002) опубликовали, что экспрессия РиЬ из Α. ШаИаиа под контролем промотора СаМУ 358 в 
масличном рапсе приводит в результате к ряду трансформантов, устойчивых к растрескиванию стручков. 
Стручки из таких устойчивых к растрескиванию стручков линий не имеют зоны растрескивания, и от­
крытия стручков можно достичь только случайным растрескиванием створок при приложении значи­
тельного давления.

Уаисаииеу! е! а1., 2002 (ΧΙΙΙ ШйтиайоиШ СоиГегеисе ои Α^аЬ^Дοр8^8 Кекеатсй, 8еуД1е, 8раш 1иие 28- 
1и1у 2; 2002) опубликовали также, что выключение гена ΙΝΏ в Α^аЬ^Дοр8^8 ШаНана с использованием так 
называемых способов выключения с помощью дцРНК приводит почти к полной устойчивости к растрес­
киванию стручков. У девяноста восьми процентов трансгенных линий Α^аЬ^Дοр8^8 развиваются длинные 
стручки, которые не открываются по бороздке между створками, и которые можно открыть только при­
ложением значительного давления к створкам.

Важно понимать, что в то время как осыпание семян составляет важную проблему в культивирова­
нии масличного рапса, которую можно решить разработкой устойчивых к растрескиванию стручков ли­
ний, в конечном счете, отделение семян от стручков все еще является необходимым. Обычным агроно­
мическим приемом для достижения этого является обмолачивание стручков уборочным комбайном. Об­
молачивание стручков уборочным комбайном должно быть полным и должно вызывать минимальное
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разрушение высвобождаемых таким образом семян. Однако при увеличении прочности стручков, более 
сильное воздействие, необходимое для их обмолачивания, вызывает неприемлемый уровень разрушения 
семян. Таким образом, стручки устойчивых к растрескиванию стручков растений Втаккюасеае не должны 
быть настолько прочными, чтобы их нельзя было обмолачивать уборочным комбайном (Вгисе е1 а1., 
2001, 1. Адтю. Епдпд Кек. 80, 343-350).

В \νϋ 2004/113542 описано, что умеренное выключение генов с помощью дцРНК в случае генов, 
вовлеченных в развитие зоны растрескивания и границ створок стручков у растений Втаккюасеае, позво­
ляет выделение трансгенных линий с увеличенной устойчивостью к растрескиванию стручков и умень­
шенным осыпанием семян, стручки которых, однако, все еще можно открыть по зоне растрескивания 
посредством приложения ограниченных физических сил.

В ν009/068313 (притязающей на приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) описаны 
растения Втаккюа, содержащие по меньшей мере два гена ΙΝΏ, в частности растения Втаккюа парик, от­
личающиеся тем, что они содержат три полностью нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ в геноме и 
что устойчивость растений к растрескиванию стручков значительно увеличена по сравнению с устойчи­
востью к растрескиванию стручков растений, не содержащих мутантные аллели ΙΝΌ, но что растение 
предпочтительно сохраняет агрономически релевантную обмолачиваемость стручков.

Изобретения, описанные в настоящем документе ниже в различных вариантах осуществления, при­
мерах и пунктах формулы изобретения, кроме того, относятся к улучшенным способам и средствам для 
модуляции свойств растрескивания у растений с высвобождением семян растрескиванием. Более кон­
кретно, настоящее изобретение относится к дополнительным улучшенным способам и средствам для 
уменьшения осыпания семян или задержки осыпания семян до окончания сбора урожая у растений, та­
ких как растения Втаккюасеае, в частности растения Втаккюасеае, выращенные для получения семян, при 
сохранении в то же самое время агрономически релевантной обмолачиваемости стручков. В частности, 
настоящая заявка относится к растениям Втаккюа, содержащим по меньшей мере два гена ΙΝΏ, в частно­
сти к растениям Втаккюа парик, отличающимся тем, что они содержат два частично нокаутированных 
мутантных аллеля ΙΝΏ в геноме или два частично и два полностью нокаутированных мутантных аллеля 
ΙΝΌ, и что устойчивость к растрескиванию стручков растений значительно увеличена по сравнению с 
устойчивостью к растрескиванию стручков растения, не содержащего мутантные аллели ΙΝΏ, но что 
растение предпочтительно сохраняет агрономически релевантную обмолачиваемость стручков. Пред­
ставлены также способы и средства для увеличения урожая, в частности урожая зерна и семян. Фенотип 
увеличенной урожайности может являться отдельным от фенотипа с уменьшенным или задержанным 
осыпанием семян.

Краткое изложение сущности изобретения
Авторы изобретения обнаружили, что растения Втаккюа парик с фенотипом растрескивания струч­

ков, сходным с растениями Втаккюа, описанными в ν009/068313 (притязающей на приоритет патентной 
заявки ЕР 07023052), т.е. сочетающие увеличенную устойчивость к растрескиванию стручков с агроно­
мически релевантной обмолачиваемостью стручков, можно получать также комбинацией двух частично 
нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΏ с двумя полностью нокаутированными мутантными аллелями 
ΙΝΏ или без них вместо комбинации трех полностью нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΌ.

Таким образом, в первом аспекте настоящее изобретение относится к растению Втаккюа, содержа­
щему по меньшей мере два гена ΙΝΏ, или к его клетке, части, семени или потомству, отличающимся тем, 
что они содержат по меньшей мере два частично нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ в геноме. В 
одном варианте осуществления гены ΙΝΏ представляют собой гены ΙΝΏ-Α1 или ΙΝΏ-Ο1. В другом вари­
анте осуществления гены ΙΝΏ содержат молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, состоя­
щей из: молекулы нуклеиновой кислоты, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последова­
тельности с 8ЕО ΙΌ Ν0: 1, 8ЕО ГО Ν0: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положении 633, 
8ЕО ГО Ν0: 3, 8ЕО ГО Ν0: 5 или с 8ЕО ГО Ν0: 7; и молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей ами­
нокислотную последовательность, обладающую по меньшей мере 90% идентичностью последовательно­
сти с 8ЕО ГО Ν0: 2, 8ЕО ГО Ν0: 4 от аминокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 21 
или с 8ЕО ГО Ν0: 4. В следующем варианте осуществления частично нокаутированные мутантные алле­
ли ΙΝΏ представляют собой мутантные аллели ΙΝΏ гена ΙΝΌ-Ο1. В еще одном варианте осуществления 
частично нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ выбраны из группы, состоящей из шб-а1-ЕМ806, шб- 
а1-ЕМ809, шб-а1-ЕМ813, шб-с1-ЕМ804, шб-с1-ЕМ805 и шб-с1-ЕМ809. В дополнительном варианте 
осуществления растение дополнительно содержит по меньшей мере один полностью нокаутированный 
мутантный аллель ΙΝΏ в геноме. В еще одном варианте осуществления полностью нокаутированный 
мутантный аллель ΙΝΏ представляет собой мутантный аллель ΙΝΏ гена ΙΝΏ-Ο1. В другом варианте осу­
ществления полностью нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ выбран из группы, состоящей из шб-а1- 
ЕМ801, шб-а1-ЕМ805, шб-с1-ЕМ801 и шб-с1-ЕМ803. В другом варианте осуществления растение явля­
ется гомозиготным по частично и/или по полностью нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΏ. В еще 
одном варианте осуществления растение продуцирует значительно уменьшенное количество функцио­
нального белка ΙΝΏ по сравнению с количеством функционального белка ΙΝΏ, продуцируемого соответ­
ствующим растением, не содержащим мутантных аллелей ΙΝΏ. В следующем варианте осуществления
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осыпание семян растения является значительно уменьшенным или замедленным по сравнению с осыпа­
нием семян соответствующего растения, не содержащего мутантных аллелей ΙΝΏ. В еще одном варианте 
осуществления, растение сохраняет агрономически релевантную обмолачиваемость стручков. В другом 
варианте осуществления растение представляет собой растение из сельскохозяйственного вида Вгавв1са, 
предпочтительно Вгаввюа парив, Вгаввюа щпсеа, Вгаввюа сагша!а, Вгаввюа гара или Вгаввюа о1егасеа. В 
еще одном варианте осуществления растение представляет собой растение из масличного вида Вгаввюа, 
предпочтительно Вгаввюа парив, Вгаввюа фиюеа или Вгаввюа гара.

В другом аспекте изобретение относится к растению или к его клетке, части, семени или потомству, 
содержащим по меньшей мере один частично нокаутированный мутантный аллель гена ΙΝΏ в геноме, 
где ген ΙΝΏ содержит молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, состоящей из: молекулы 
нуклеиновой кислоты, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности с 8ЕС ΙΏ 
N0: 1, 8Е0 ΙΏ N0: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положении 633, 8ЕС ΙΏ N0: 3, 8ЕС 
ΙΏ N0: 5 или 8ЕС ΙΏ N0: 7; и молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последо­
вательность, обладающую по меньшей мере 90% идентичностью последовательности с 8ЕС ΙΏ N0: 2, 
8Е0 ΙΏ N0: 4 от аминокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 21 или 8ЕС ΙΏ N0: 4. В 
одном варианте осуществления частично нокаутированный мутантный аллель ШЭ выбран из группы, 
состоящей из шб-а1-ЕМ§0 6, тб-а1-ЕМ§09, шб-а1-ЕМ§13, шб-с1-ЕМ§04, шб-с1-ЕМ§06 и шб-с1-ЕМ§09. 
В другом варианте осуществления мутантный аллель ШЭ получен из растения вида Вгаввюа. В другом 
варианте осуществления растение представляет собой растение из вида Вгаввюа.

Следующий аспект относится к стручку с семенами, который можно получить от растений по изо­
бретению.

Следующий аспект относится к частично нокаутированному мутантному аллелю гена [N0. где ген 
ΙΚΙΏ содержит молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, состоящей из молекулы нуклеи­
новой кислоты, обладающей по меньшей мере 90% идентичностью последовательности с 8ЕС ΙΏ N0: 1, 
8ЕС ΙΏ N0: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положении 633, 8ЕС ΙΏ N0: 3, 8ЕС ΙΏ N0: 
5 или 8ЕС ΙΏ N0: 7; и молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последователь­
ность, обладающую по меньшей мере 90% идентичностью последовательности с 8ЕС ΙΏ N0: 2, 8ЕС ΙΏ 
N0: 4 от аминокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 21 или 8ЕС ΙΏ N0: 4. В одном 
варианте осуществления мутантный аллель выбран из группы, состоящей из тб-а1-ЕМ§06, тб-а1- 
ЕМ809, шб-а1-ЕМ§13, тб-с1-ЕМ§04, тб-с1-ЕМ§05 и тб-с1-ЕМ§09. В другом варианте осуществления 
мутантный аллель получен из растения вида Вгаввюа, предпочтительно из сельскохозяйственного вида 
Вгаввюа или масличного вида Вгаввюа. Еще один аспект относится к мутантному белку ШЭ, кодируемо­
му мутантными аллелями ШЭ по изобретению.

Дополнительный аспект относится к способу идентификации мутантного аллеля ШЭ по изобрете­
нию в биологическом образце, включающий в себя определение присутствия конкретной области му­
тантного ШЭ в нуклеиновой кислоте, присутствующей в биологическом образце. В одном варианте 
осуществления способ дополнительно включает в себя подвергание биологического образца анализу по­
лимеразной цепной реакцией с использованием набора по меньшей мере из двух праймеров, где указан­
ный набор выбран из группы, состоящей из: набора праймеров, где один из указанных праймеров специ­
фически узнает 5'-фланкирующую область мутантного аллеля ШЭ, а второй из указанных праймеров 
специфически узнает 3'-фланкирующую область мутантного аллеля ШЭ соответственно; набора прайме­
ров, где один из указанных праймеров специфически узнает 5'- или 3'-фланкирующую область мутантно­
го аллеля ШЭ, а второй из указанных праймеров специфически узнает область мутации мутантного ал­
леля ШЭ; и набора праймеров, где один из указанных праймеров специфически узнает 5'- или 3'- 
фланкирующую область мутантного аллеля ШЭ, а второй из указанных праймеров специфически узнает 
область соединения 3'- или 5'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ШЭ соот­
ветственно. В другом варианте осуществления праймер, который специфически узнает 5'- или 3'- 
фланкирующую область мутантного аллеля ШЭ, состоит из нуклеотидной последовательности из 17-200 
последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или 3'-фланкирующей последовательности мутантного 
аллеля ШЭ или из комплементарной ей последовательности соответственно, или праймер, который спе­
цифически узнает область мутации мутантного аллеля ШЭ, состоит из нуклеотидной последовательно­
сти из 17-200 последовательных нуклеотидов, выбранных из мутантной последовательности мутантного 
аллеля ШЭ или из комплементарной ей последовательности, или праймер, который специфически узнает 
область соединения 5'- или 3'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ШЭ, состо­
ит из нуклеотидной последовательности из 17-200 последовательных нуклеотидов, выбранных из после­
довательности, перекрывающей область соединения 5'- или 3'-фланкирующей области и области мутации 
мутантного аллеля ШЭ, или из комплементарной ей последовательности, где указанные 17-200 последо­
вательных нуклеотидов не происходят исключительно либо из мутантной, либо из фланкирующей по­
следовательностей. В дополнительном варианте осуществления, праймер, который специфически узнает 
5'- или 3'-фланкирующую область мутантного аллеля ШЭ, содержит на самом 3'-конце нуклеотидную 
последовательность по меньшей мере из 17 последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или 3'- 
фланкирующей последовательности мутантного аллеля ШЭ или из комплементарной ей последователь­
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ности соответственно, или праймер, который специфически узнает область мутации мутантного аллеля 
ΙΝΌ, содержит на самом З'-конце нуклеотидную последовательность по меньшей мере из 17 последова­
тельных нуклеотидов, выбранных из мутантной последовательности мутантного аллеля ΙΝΏ или из ком­
плементарной ей последовательности, или праймер, который специфически узнает область соединения 
5'- или З'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΌ, содержит на самом 3'- 
конце нуклеотидную последовательность по меньшей мере из 17 последовательных нуклеотидов, вы­
бранных из последовательности, перекрывающей область соединения 5'- или З'-фланкирующей области 
и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, или из комплементарной ей последовательности, где указан­
ные З'-локализованные 17 последовательных нуклеотидов не происходят исключительно либо из му­
тантной, либо из фланкирующей последовательностей. В дополнительном варианте осуществления спо­
соб дополнительно включает в себя подвергание биологического образца анализу гибридизацией с ис­
пользованием набора специфических зондов, содержащего по меньшей мере один специфический зонд, 
где указанный набор выбран из группы, состоящей из: набора специфических зондов, где один из ука­
занных зондов специфически узнает 5'-фланкирующую область мутантного аллеля ΙΝΌ, а второй из ука­
занных зондов специфически узнает З'-фланкирующую область мутантного аллеля ΙΝΏ; набор специфи­
ческих зондов, где один из указанных зондов специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область 
мутантного аллеля ΙΝΏ, а второй из указанных зондов специфически узнает область мутации мутантного 
аллеля ΙΝΏ; набора специфических зондов, где один из указанных зондов специфически узнает 5'-или З'- 
фланкирующую область мутантного аллеля ΙΝΏ, а второй из указанных зондов специфически узнает 
область соединения З'- или 5'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ соот­
ветственно; и специфического зонда, который специфически узнает область соединения 5'- или З'- 
фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ. В дополнительном варианте осуще­
ствления зонд, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область мутантного аллеля ΙΝΏ, 
состоит из нуклеотидной последовательности из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, выбранных из 
5'- или З'-фланкирующей последовательности мутантного аллеля ΙΝΏ или из комплементарной ей после­
довательности соответственно, или из последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентич­
ностью последовательности с ними, или зонд, который специфически узнает область мутации мутантно­
го аллеля ΙΝΏ, состоит из нуклеотидной последовательности из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, 
выбранных из мутантной последовательности мутантного аллеля ΙΝΏ или из комплементарной ей после­
довательности, или из последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентичностью последо­
вательности с ними, или зонд, который специфически узнает область соединения 5'- или З'- 
фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, состоит из нуклеотидной последова­
тельности из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, выбранных из последовательности, перекрываю­
щей область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΌ, 
или из комплементарной ей последовательности соответственно, где указанные 1З-1000 последователь­
ных нуклеотидов не происходят исключительно либо из мутантной, либо из фланкирующей последова­
тельностей, или последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентичностью последователь­
ности с ними. В конкретном варианте осуществления зонд, который специфически узнает 5'- или З'- 
фланкирующую область мутантного аллеля ΙΝΏ, содержит нуклеотидную последовательность по мень­
шей мере из 1З последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или З'-фланкирующей последователь­
ности мутантного аллеля ΙΝΏ или из комплементарной ей последовательности соответственно, или зонд, 
который специфически узнает область мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, содержит нуклеотидную после­
довательность по меньшей мере из 1З последовательных нуклеотидов, выбранных из мутантной после­
довательности мутантного аллеля ΙΝΏ или из комплементарной ей последовательности, или зонд, кото­
рый специфически узнает область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации му­
тантного аллеля ΙΝΏ, содержит нуклеотидную последовательность по меньшей мере из 1З последова­
тельных нуклеотидов, выбранных из последовательности, перекрывающей область соединения 5'- или З'- 
фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, или из комплементарной ей после­
довательности соответственно, где указанные по меньшей мере 1З последовательных нуклеотидов не 
происходят исключительно либо из мутантной, либо из фланкирующей последовательностей. В другом 
конкретном варианте осуществления 5'- или З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последо­
вательность из 5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 929 или от 9З1 до 1622 или из комплементарной ей по­
следовательности соответственно; указанная область мутации обладает нуклеотидной последовательно­
стью нуклеотида 9З0 из 5>ЕО ГО ΝΟ: 5 или из комплементарной ей последовательности; и указанная об­
ласть соединения содержит нуклеотидную последовательность из 5>ЕО ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 9З0 
или от 9З0 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; или 5'-или З'- 
фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из 5>ЕО ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 
до 995 или от 997 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; указанная 
область мутации обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 996 из 5>ЕО ГО ΝΟ: 5 или из 
комплементарной ей последовательности; и указанная область соединения содержит нуклеотидную по­
следовательность из 5>ЕО ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 996 или от 996 до 1622 или из комплементарной 
ей последовательности соответственно; или 5'-или З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную
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последовательность из 8ЕЦ ΙΌ N0: 5 от нуклеотида 1 до 1035 или от 1037 до 1622 или из комплементар­
ной ей последовательности соответственно; указанная область мутации обладает нуклеотидной последо­
вательностью нуклеотида 1036 из 8ЕЦ ГО N0: 5 или из комплементарной ей последовательности; и ука­
занная область соединения содержит нуклеотидную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 5 от нуклеотида 
1 до 1036 или от 1036 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; или 5'- 
или 3'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от нуклео­
тида 1 до 902 или от 904 до 1593 или из комплементарной ей последовательности соответственно; ука­
занная область мутации обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 903 из 8ЕЦ ГО N0: 7 
или из комплементарной ей последовательности; и указанная область соединения содержит нуклеотид­
ную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 903 или от 903 до 1593 или из комплемен­
тарной ей последовательности соответственно; или 5'-или 3'-фланкирующая область содержит нуклео­
тидную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 910 или от 912 до 1593 или из компле­
ментарной ей последовательности соответственно; указанная область мутации обладает нуклеотидной 
последовательностью нуклеотида 911 из 8ЕЦ ГО N0: 7 или из комплементарной ей последовательности; 
и указанная область соединения содержит нуклеотидную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от нук­
леотида 1 до 911 или от 911 до 1593 или из комплементарной ей последовательности соответственно; 
или 5'-или 3'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от 
нуклеотида 1 до 919 или от 921 до 1593 или из комплементарной ей последовательности соответственно; 
указанная область мутации обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 920 из 8ЕЦ ГО N0: 
7 или из комплементарной ей последовательности; и указанная область соединения содержит нуклеотид­
ную последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 920 или от 920 до 1593 или из комплемен­
тарной ей последовательности соответственно. В другом конкретном варианте осуществления набор 
зондов выбран из группы, состоящей из: набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последова­
тельность из 8Е0 ГО N0: 11, и/или один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 12; набо­
ра зондов, содержащего один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 14, и/или один зонд, 
содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 15; набора зондов, содержащего один зонд, содержащий 
последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 17, и/или один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 
18; набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 20, и/или 
один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 21; набора зондов, содержащего один зонд, 
содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 23, и/или один зонд, содержащий последовательность из 
8Е0 ГО N0: 24; и набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО 
N0: 26, и/или один зонд, содержащий последовательность из 8ЕЦ ГО N0: 27.

Другой аспект относится к способу определения статуса зиготности мутантного аллеля ЕЛО по изо­
бретению в растении или в его клетке, части, семени или потомстве, включающий в себя определение 
присутствия специфической области мутантного и/или соответствующего дикого типа ΙΗΟ в геномной 
ДНК указанного растения или его клетки, части, семени или потомства. В одном варианте осуществле­
ния способ дополнительно включает в себя подвергание геномной ДНК указанного растения или его 
клетки, части, семени или потомства анализу полимеразной цепной реакцией с использованием набора 
по меньшей мере из двух или по меньшей мере из трех праймеров, где по меньшей мере два из указан­
ных праймеров специфически узнают аллель ЕНО дикого типа, где указанные по меньшей мере два 
праймера выбраны из группы, состоящей из: первого праймера, который специфически узнает 5'-или 3'- 
фланкирующую область аллеля ГОЭ мутантного и дикого типа ЕНО, и второго праймера, который спе­
цифически узнает 3'- или 5'-фланкирующую область аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа соответствен­
но; первого праймера, который специфически узнает 5'- или 3'-фланкирующую область аллеля ΙΗΟ му­
тантного и дикого типа, и второго праймера, который специфически узнает область мутации аллеля ΙΗΟ 
дикого типа; и первого праймера, который специфически узнает 5'- или 3'-фланкирующую область алле­
ля ΙΗΟ мутантного и дикого типа, и второго праймера, который специфически узнает область соедине­
ния 3'- или 5'-фланкирующей области и области мутации аллеля ГОЭ дикого типа соответственно; и где 
по меньшей мере два из указанных праймеров специфически узнают мутантный аллель ΙΗΟ, где указан­
ные по меньшей мере два праймера выбраны из группы, состоящей из первого праймера, который спе­
цифически узнает 5'-или 3'-фланкирующую область аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа, и второго 
праймера, который специфически узнает 3'- или 5'-фланкирующую область аллеля ΙΗΟ мутантного и 
дикого типа соответственно; первого праймера, который специфически узнает 5'- или 3'-фланкирующую 
область аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа, и третьего праймера, который специфически узнает об­
ласть мутации мутантного аллеля ΙΗΟ; и первого праймера, который специфически узнает 5'- или 3'- 
фланкирующую область аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа, и третьего праймера, который специфи­
чески узнает область соединения 3'- или 5'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля 
ΙΗΟ соответственно. В следующем варианте осуществления, праймер, который специфически узнает 5'- 
или 3'-фланкирующую область аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа, состоит из нуклеотидной последо­
вательности из 17-200 последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или 3'-фланкирующей последо­
вательности аллеля ΙΗΟ мутантного и дикого типа или из комплементарной ей последовательности соот­
ветственно; или праймер, который специфически узнает область мутации аллеля ΙΚΙΟ мутантного или
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дикого типа, состоит из нуклеотидной последовательности из 17-200 последовательных нуклеотидов, 
выбранных из мутантной последовательности аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа или из компле­
ментарной ей последовательности соответственно; или праймер, который специфически узнает область 
соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого ти­
па, состоит из нуклеотидной последовательности из 17-200 последовательных нуклеотидов, выбранных 
из последовательности, перекрывающей область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области 
мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, или из комплементарной ей последовательности соот­
ветственно, где указанные 17-200 последовательных нуклеотидов не происходят исключительно либо из 
области мутации, либо из фланкирующих последовательностей. В дополнительном варианте осуществ­
ления, праймер, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного 
и дикого типа, содержит на самом З'-конце нуклеотидную последовательность из 17 последовательных 
нуклеотидов, выбранных из 5'- или З'-фланкирующей последовательности аллеля ΙΝΏ мутантного и ди­
кого типа или из комплементарной ей последовательности соответственно; или праймер, который спе­
цифически узнает область мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, содержит на самом З'-конце 
нуклеотидную последовательность из 17 последовательных нуклеотидов, выбранных из мутантной по­
следовательности аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа или из комплементарной ей последовательно­
сти соответственно; или праймер, который специфически узнает область соединения 5'- или З'- 
фланкирующей области и области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, содержит на самом 
З'-конце нуклеотидную последовательность из 17 последовательных нуклеотидов, выбранных из после­
довательности, перекрывающей область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации 
аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, или из комплементарной ей последовательности соответствен­
но, где указанные З'-локализованные 17 последовательных нуклеотидов не происходят исключительно 
либо из участка или области мутации, либо из фланкирующих последовательностей. В дополнительном 
варианте осуществления, способ дополнительно включает в себя подвергание геномной ДНК указанного 
растения, или его клетки, части, семени или потомства, анализу гибридизацией с использованием набора 
по меньшей мере из двух специфических зондов, где по меньшей мере один из указанных специфиче­
ских зондов специфически узнает аллель ΙΝΏ дикого типа, где указанный по меньшей мере один зонд 
выбран из группы, состоящей из первого зонда, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую 
область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и второго зонда, который специфически узнает З'- и З'- 
фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа соответственно; первого зонда, который 
специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и второго 
зонда, который специфически узнает область мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа; первого зонда, который 
специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и второго 
зонда, который специфически узнает область соединения З'- или 5'-фланкирующей области и области 
мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа соответственно; и зонда, который специфически узнает область соеди­
нения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа; и где по меньшей 
мере один из указанных специфических зондов специфически узнает(узнают) мутантный аллель ΙΝΏ, где 
указанный по меньшей мере один зонд выбран из группы, состоящей из первого зонда, который специ­
фически узнает 5'- или З'-фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и второго зон­
да, который специфически узнает З'-или 5'-фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого ти­
па соответственно; первого зонда, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область алле­
ля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и третьего зонда, который специфически узнает область мутации му­
тантного аллеля ΙΝΏ; первого зонда, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область 
аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, и третьего зонда, который специфически узнает область соедине­
ния 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ; и зонда, который спе­
цифически узнает область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации мутантного 
аллеля ΙΝΏ. В конкретном варианте осуществления зонд, который специфически узнает 5'- или З'- 
фланкирующую область аллеля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, состоит из нуклеотидной последователь­
ности из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или З'-фланкирующей последова­
тельности аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа или из комплементарной ей последовательности со­
ответственно, или последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентичностью последова­
тельности с ними, или зонд, который специфически узнает область мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или 
дикого типа, состоит из нуклеотидной последовательности из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, 
выбранных из последовательности области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа соответст­
венно, или последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентичностью последовательности 
с ними, или зонд, который специфически узнает область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и 
области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, состоит из нуклеотидной последовательности 
из 1З-1000 последовательных нуклеотидов, выбранных из последовательности, перекрывающей область 
соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа 
соответственно, или последовательности, обладающей по меньшей мере 80% идентичностью последова­
тельности с ними, где указанные 1З-1000 последовательных нуклеотидов не происходят исключительно 
либо из участка или области мутации, либо из фланкирующих последовательностей. В другом конкрет­
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ном варианте осуществления зонд, который специфически узнает 5'- или З'-фланкирующую область ал­
леля ΙΝΏ мутантного и дикого типа, содержит нуклеотидную последовательность по меньшей мере из 13 
последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или З'-фланкирующей последовательности аллеля ΙΝΏ 
мутантного или дикого типа или из комплементарной ей последовательности соответственно, или зонд, 
который специфически узнает область мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, содержит нук­
леотидную последовательность по меньшей мере из 13 последовательных нуклеотидов, выбранных из 
мутантной последовательности аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа или из комплементарной ей по­
следовательности, или зонд, который специфически узнает область соединения 5'- или З'-фланкирующей 
области и области мутации аллеля ΙΝΏ мутантного или дикого типа, содержит нуклеотидную последова­
тельность по меньшей мере из 13 последовательных нуклеотидов, выбранных из последовательности, 
перекрывающей область соединения 5'- или З'-фланкирующей области и области мутации аллеля ΙΝΏ 
мутантного или дикого типа, или из комплементарной ей последовательности соответственно, где ука­
занные по меньшей мере 1З последовательных нуклеотидов не происходят исключительно либо из му­
тантной, либо из фланкирующей последовательностей. В дополнительном конкретном варианте осуще­
ствления 5'- или З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 5 
от нуклеотида 1 до 929 или от 9З1 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответст­
венно; указанная область мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа обладает нуклеотидной последовательностью 
нуклеотида 9З0 из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 или из комплементарной ей последовательности; указанная область 
мутации мутантного аллеля ΙΝΏ обладает последовательностью а или комплементарной ей последова­
тельностью; указанная область соединения аллеля ΙΝΏ дикого типа содержит нуклеотидную последова­
тельность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 9З0 или от 9З0 до 1622 или из комплементарной ей после­
довательности соответственно; и указанная область соединения мутантного аллеля ΙΝΏ содержит нук­
леотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 929 с последующим а или а с после­
дующей нуклеотидной последовательностью из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 9З1 до 1622 или из компле­
ментарной ей последовательности соответственно; или 5'- или З'-фланкирующая область содержит нук­
леотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 995 или от 997 до 1622 или из ком­
плементарной ей последовательности соответственно; указанная область мутации аллеля ΙΝΏ дикого 
типа обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 996 из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 или из комплемен­
тарной ей последовательности; указанная область мутации мутантного аллеля ΙΝΏ обладает последова­
тельностью а или комплементарной ей последовательностью; указанная область соединения аллеля ΙΝΏ 
дикого типа содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 996 или от 
996 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; и указанная область соеди­
нения мутантного аллеля ΙΝΌ содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклео­
тида 1 до 995 с последующим а или с последующей нуклеотидной последовательностью из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 
от нуклеотида 997 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; или 5'- или 
З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 
до 10З5 или от 10З7 до 1622 или из комплементарной ей последовательности соответственно; указанная 
область мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 10З6 
из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 или из комплементарной ей последовательности; указанная область мутации мутантно­
го аллеля ΙΝΏ обладает последовательностью 1 или комплементарной ей последовательностью; указан­
ная область соединения аллеля ΙΝΏ дикого типа содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО 
ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 10З6 или от 10З6 до 1622 или из комплементарной ей последовательности со­
ответственно; и указанная область соединения мутантного аллеля ΙΝΏ содержит нуклеотидную последо­
вательность δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 1 до 10З5 с последующим 1 или 1 с последующей нуклеотидной 
последовательностью из δΕΟ ГО ΝΟ: 5 от нуклеотида 10З7 до 1622 или из комплементарной ей последо­
вательности соответственно; или 5'- или З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную последова­
тельность из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 от нуклеотида 1 до 902 или от 904 до 159З или из комплементарной ей после­
довательности соответственно; указанная область мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа обладает нуклеотид­
ной последовательностью нуклеотида 90З из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 или из комплементарной ей последователь­
ности; указанная область мутации мутантного аллеля ΙΝΌ обладает последовательностью 1 или компле­
ментарной ей последовательностью; и указанная область соединения аллеля ΙΝΌ дикого типа содержит 
нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 от нуклеотида 1 до 90З или от 90З до 159З или из 
комплементарной ей последовательности соответственно; и указанная область соединения мутантного 
аллеля ΙΝΏ содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 от нуклеотида 1 до 902 с по­
следующим 1 или 1 с последующей нуклеотидной последовательностью из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 от нуклеотида 
904 до 159З или из комплементарной ей последовательности соответственно; или 5'- или З'- 
фланкирующая область содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 от нуклеотида 1 
до 910 или от 912 до 159З или из комплементарной ей последовательности соответственно; указанная 
область мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа обладает нуклеотидной последовательностью нуклеотида 911 
из δΕΟ ГО ΝΟ: 7 или из комплементарной ей последовательности; указанная область мутации мутантно­
го аллеля ΙΝΏ обладает последовательностью а или комплементарной ей последовательностью; и ука­
занная область соединения аллеля ΙΝΏ дикого типа содержит нуклеотидную последовательность из δΕΟ
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ΙΌ N0: 7 от нуклеотида 1 до 911 или от 911 до 1593 или из комплементарной ей последовательности со­
ответственно; и указанная область соединения мутантного аллеля ΙΝΏ содержит нуклеотидную последо­
вательность из 8Е0 ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 910 с последующим а или а с последующей нуклеотид­
ной последовательностью из δΕφ ГО N0: 7 от нуклеотида 912 до 1593 или из комплементарной ей по­
следовательности соответственно; или 5'- или З'-фланкирующая область содержит нуклеотидную после­
довательность из δΕφ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 919 или от 921 до 1593 или из комплементарной ей 
последовательности соответственно; указанная область мутации аллеля £N0 дикого типа обладает нук­
леотидной последовательностью нуклеотида 920 из δΕφ ГО N0: 7 или из комплементарной ей последо­
вательности; указанная область мутации мутантного аллеля ГОЭ обладает последовательностью 1 или 
комплементарной ей последовательностью; и указанная область соединения аллеля £N0 дикого типа со­
держит нуклеотидную последовательность из δΕφ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 920 или 920 до 1593 или 
из комплементарной ей последовательности соответственно; и указанная область соединения мутантного 
аллеля £N0 содержит нуклеотидную последовательность из δΕφ ГО N0: 7 от нуклеотида 1 до 919 с по­
следующим 1 или 1 с последующей нуклеотидной последовательностью из δΕφ ГО N0: 7 от нуклеотида 
921 до 1593 или из комплементарной ей последовательности соответственно. В конкретном варианте 
осуществления набор по меньшей мере из трех специфических зондов выбран из группы, состоящей из 
набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 11, один зонд, 
содержащий последовательность из δΕφ ГО N0: 12, и/или один зонд, содержащий последовательность из 
δΕφ ΙΌ N0: 13; набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 
14, один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ГО N0: 15, и/или один зонд, содержащий после­
довательность из δΕφ ΙΌ N0: 16; набора зондов, содержащего один зонд, содержащий последователь­
ность из δΕφ ГО N0: 17, один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ГО N0: 18, и/или один зонд, 
содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 19; набора зондов, содержащего один зонд, содержащий 
последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 20, один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 21, 
и/или один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 22; набора зондов, содержащего один 
зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 23, один зонд, содержащий последовательность из 
δΕφ ΙΌ N0: 24, и/или один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 25; и набора зондов, 
содержащего один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 26, один зонд, содержащий 
последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 27, и/или один зонд, содержащий последовательность из δΕφ ΙΌ N0: 
28.

Представлены также наборы для идентификации мутантного аллеля ГОО по изобретению в биоло­
гическом образце и наборы для определения статуса зиготности мутантного аллеля ГОО по изобретению 
в растении или его клетке, части, семени или потомстве, содержащие праймеры или зонды, как описано 
выше, так же, как и способы комбинации мутантных аллелей ГОО по изобретению в одном растении, 
способы переноса мутантных аллелей ГОО по изобретению от одного растения другому растению и спо­
собы получения (гибридного) растения или семени по изобретению.

В другом варианте осуществления изобретения мутантные аллели ГОО по изобретению применяют 
для увеличения урожая собранных семян или зерна из растений Вга881са. Увеличение урожая может яв­
ляться последствием уменьшения или замедления осыпания семян, но может также являться независи­
мым от уменьшенного или замедленного осыпания семян. В частности, представлены растения Вта881еа, 
содержащие по меньшей мере два гена ГОО. или их клетки, части, семена или потомство, отличающиеся 
тем, что эти растения содержат в геноме два мутантных гомозиготных аллеля ГОО, как описано в на­
стоящем документе.

Общие определения.
"Увеличение устойчивости к растрескиванию стручков" и "уменьшение осыпания семян", как при­

меняют в настоящем документе, относится к тенденции к уменьшенному осыпанию семян и/или задерж­
ке момента осыпания семян, в частности, до окончания сбора урожая растений Вга881са, плоды которых в 
норме созревают не синхронно, а последовательно, так что некоторые стручки распахиваются и осыпают 
свои семена до или во время сбора урожая. Уровень устойчивости к растрескиванию стручков положи­
тельно коррелирует со следующим и его можно измерить, например, посредством определения следую­
щего: силы, необходимой для разламывания стручков, в "тесте разделения при растяжении" (Оау1е8 апб 
Вгисе, 1997, 1 Ма1 δα 32: 5895-5899; Могдап е1 а1., 1998, Р1е1Й8 Сгор Ке8еатсй 58, 153-165), числа интакт­
ных стручков, остающихся, например, через 20 с ("ΙΡ20"; Могдап е1 а1., 1998, выше), 9,7 или 17 с (Вгисе е1 
а1., 2002, Вю8у81ет8 Εη§ 81(2): 179-184) в "тесте испытания на случайную ударную нагрузку", времени 
полужизни образца стручков (далее в настоящем документе обозначаемого также как "ΌΌ50") в тесте 
испытания на случайную ударную нагрузку, т.е. времени обработки, необходимого, чтобы вызвать от­
крытие 50% стручков в тестируемых образцах стручков, и "показателя растрескивания в полевых усло­
виях" (Могдап е1 а1., 1998, выше). Тесты испытания на случайную ударную нагрузку (ΚΙΤ) и алгоритмы 
для определения времени полужизни образца стручков в таких ΚΙΤ описаны в Вгисе е1 а1., 2002 (выше), 
Могдап е1 а1., 1998 (выше) и в примерах ниже. Содержание обеих публикаций, таким образом, приведено 
в качестве ссылки. Кратко, образец интактных зрелых стручков помещают в закрытый барабан вместе со 
стальными шарами, и затем барабан энергично встряхивают в течение увеличивающихся периодов вре­
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мени (например, 10, 20, 40, 80 с). После каждого периода барабан открывают и подсчитывают число рас­
колотых и разрушенных стручков. Наиболее точное определение уровня устойчивости к растрескиванию 
для каждой линии рассчитывают подстановкой в линейную х линейную кривую всех доступных данных 
и определением времени, затраченного на раскалывание половины стручков в образце ("время полужиз­
ни образца стручков" или 'ΈΌ50"). Однако важно, что стручки открываются в основном в зоне растрес­
кивания, а не просто размельчаются, как может происходить с нерастрескивающимися стручками.

"Агрономически релевантное увеличение устойчивости к растрескиванию стручков", как применя­
ют в настоящем документе, относится к увеличению устойчивости к растрескиванию стручков у расте­
ния, которое приводит к связанным с растрескиванием стручков потерям урожая в полевых условиях (до 
сбора урожая), ниже потерь, в норме наблюдаемых для этого растения в полевых условиях. В случае 
масличного рапса, опубликовано, что связанные с растрескиванием стручков потери урожая в полевых 
условиях составляют приблизительно 11% для сезона с хорошими в среднем условиями роста и прибли­
зительно 25% для сезона с плохими в среднем условиями роста. Обнаружена положительная корреляция 
между этими уровнями потери семян и уровнем потери семян при времени обработки 9,7 и 17 с соответ­
ственно в тесте испытания на случайную ударную нагрузку, как описано в Вгисе е! а1., 2002 (Вю8у81еш8 
Епд 81(2): 179-184). Альтернативно, для определения, является ли уровень устойчивости к растрескива­
нию стручков у растения агрономически релевантным, время полужизни образца стручков ('ΈΌ50", см. 
выше) растения можно сравнивать с временем полужизни образца стручков растения, известного как 
обладающее средним уровнем устойчивости к растрескиванию стручков, такого как, в случае маслично­
го рапса, все доступные в настоящее время сорта масличного рапса.

Как применяют в настоящем документе, "раскрытие стручка или осыпание семян" или "растрески­
вание плода или стручка" относится к процессу, который имеет место в плоде после созревания семян, 
посредством чего створки отделяются от центральной перегородки, высвобождая семена. Область раз­
лома (т.е. "зона растрескивания") проходит по всей длине плода между створками и рамкой (внешней 
перегородкой). При созревании "зона растрескивания" представляет собой в основном не лигнифициро- 
ванный слой клеток между областью лигнифицированных клеток в створке и рамке. Растрескивание 
происходит из-за сочетания ослабления клеточной стенки в зоне растрескивания и напряжений, создан­
ных различными механическими свойствами высыхающих клеток в стручке.

"Плод" Вга881са, как применяют в настоящем документе, относится к органу растения Втаккюа, ко­
торый развивается из гинецея, составленного из сросшихся плодолистиков, которые после оплодотворе­
ния растут, чтобы стать "стручком (с семенами)" или "длинным стручком", содержащим развивающиеся 
семена. "Стручок (с семенами)" или "длинный стручок" Втаккюа состоит из плодовой оболочки (плодо­
листика), окружающей два гнезда, разделенные перегородкой. "Зоны растрескивания" развиваются на 
границах плодолистика, прилегающих к перегородке, и проходят по длине длинного стручка. Клетки 
зоны растрескивания в конечном счете начинают деградировать, и это ослабляет контакт между стенка­
ми плодолистика или створками и перегородкой. Потеря связи клеток ограничена клетками зоны рас­
трескивания и является результатом разрушения межклеточной пластинки (Меакш апй КоЪейь, 1990, 1 
Ехр Во! 41, 995-1011).

"Зоны растрескивания", как применяют в настоящем документе, относится к слоям простых, парен­
химатозных клеток, содержащихся в бороздках, расположенных на обеих сторонах двустворчатых 
стручков растений, в частности растений Втаккюа. Зоны растрескивания расположены между краем 
створки стручка и центральной рамкой, которая содержит основной сосудистый пучок до цветоножки 
или плодоножки. Разделение клеток в зоне растрескивания имеет место в ходе старения стручка и явля­
ется полным на время достижения стручками полной зрелости (Меакш апй РоЪегК 1990, выше). Может 
иметь место разделение створок. Зона растрескивания содержит линии сосудов, которые проходят от 
стенки стручка до плодоножки (цветоножки) и рамки. Процесс растрескивания стручков имеет место 
только после того, как внешняя сила разрывает тонкие нити сосудов, позволяя створкам разделяться и 
семенам падать на землю. Это происходит во время нарушения растительного покрова, например, при 
контакте с комбайном во время сбора урожая. Ткань сосудов содержит утолщенные, лигнифицирован- 
ные клетки, которые формируют колленхиматозные группы клеток, обнаруженные рядом с проводящи­
ми клетками (Меакш апй РоЪегК 1990, выше). Это придает жесткость ткани и, предположительно, неко­
торую устойчивость к растрескиванию.

Как применяют в настоящем документе, "агрономически релевантная обмолачиваемость" относится 
к устойчивости стручка, в частности стручка масличного рапса, к открытию по зоне растрескивания 
стручка с одновременным высвобождением семян, при приложении физических сил, которые позволяют 
полное открытие стручков при предотвращении разрушения семян, какие используют, например, в убо­
рочном комбайне. Обнаружена положительная корреляция между временем полужизни образца стручков 
('ΈΌ50") в тесте испытания на случайную ударную нагрузку и их обмолачиваемостью. Периоды времени 
полужизни образца стручков масличного рапса, как определено по ΚΙΤ, проведенному, как описано в 
примерах, которые соответствуют агрономически релевантной обмолачиваемости, не должны превы­
шать 80 с. Типичные значения времени полужизни образцов для контрольных линий коммерчески дос­
тупных сортов масличного рапса составляют приблизительно 10 с. Таким образом, линии со значительно
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увеличенной устойчивостью к растрескиванию стручков с агрономически релевантной обмолачиваемо- 
стью обладают временем полужизни образца стручков в ΚΙΤ между приблизительно 10 и приблизитель­
но 80 с, между приблизительно 10 и приблизительно 70 с, между приблизительно 15 и приблизительно 
70 с, между приблизительно 10 и приблизительно 60 с, между приблизительно 10 и приблизительно 50 с, 
между приблизительно 20 и приблизительно 60 с, между приблизительно 20 и приблизительно 50 с, ме­
жду приблизительно 40 и приблизительно 60 с, приблизительно 57 с.

"Растение с высвобождением семян растрескиванием" обозначает растение, образующее сухой рас­
трескивающийся плод, обладающий стенками плода, которые открываются, чтобы позволять выход се­
мян, содержащихся в нем. Растрескивающиеся плоды, как правило, содержат несколько семян и вклю­
чают в себя плоды, известные, например, как бобы, капсулы и стручки.

"Сельскохозяйственное растение" относится к видам растений, культивируемым в качестве сель­
скохозяйственных культур, таких как Вга881са парив (ААСС, 2п=38), Вга881са .(ипсеа (ААВВ, 2п=36), Вга8- 
81са сапиа!а (ВВСС, 2и=34), Вга881са тара Суп. В. сатрсзСз) (АА, 2п=20), Вга881са о1егасеа (СС, 2п=18) 
или Вга881са шдга (ВВ, 2п=16). Определение не включает сорняки, такие как АтаЫбор818 ШаПапа.

Термин "последовательность нуклеиновой кислоты" (или молекула нуклеиновой кислоты) относит­
ся к молекуле ДНК или РНК в одно- или двухцепочечной форме, в частности ДНК, кодирующей белок 
или фрагмент белка по изобретению. "Эндогенная последовательность нуклеиновой кислоты" относится 
к последовательности нуклеиновой кислоты в клетке растения, например эндогенному аллелю гена ΙΝΌ, 
присутствующей в ядерном геноме клетки Вга88юа. "Выделенную последовательность нуклеиновой ки­
слоты" используют для обозначения последовательности нуклеиновой кислоты, которая больше не нахо­
дится в ее естественном окружении, например ш νίίτο или в рекомбинантной клетке-хозяине бактерии 
или растения.

Термин "ген" обозначает последовательность ДНК, содержащую область (транскрибируемую об­
ласть), которая подвергается транскрипции в молекулу РНК (например, в пре-мРНК, содержащую ин­
тронные последовательности, которая затем подвергается сплайсингу до зрелой мРНК, или непосредст­
венно в мРНК без интронных последовательностей) в клетке, функционально связанную с регуляторны­
ми областями (например, промотором). Таким образом, ген может содержать несколько функционально 
связанных последовательностей, таких как промотор, 5'-лидерная последовательность, содержащая, на­
пример, последовательности, вовлеченные в инициацию трансляции, кодирующая (белок) область 
(кДНК или геномной ДНК) и З'-нетранслируемая последовательность, содержащая, например, участки 
терминации транскрипции. "Эндогенный ген" используют, чтобы отличать от "чужеродного гена", 
"трансгена" или "химерного гена", и он относится к гену из растения конкретного рода, вида или сорта 
растений, который не является введенным в растение посредством трансформации (т.е. он не является 
"трансгеном"), но который в норме присутствует в растениях этого рода, вида или сорта, или который 
является введенным в это растение из растений другого рода, вида или сорта растений, в которых он 
присутствует в норме, посредством обычных способов селекции или посредством соматической гибри­
дизации, например, посредством слияния протопластов. Подобным образом, "эндогенный аллель" гена 
не является введенным в растение или ткань растения посредством трансформации растения, но являет­
ся, например, полученным посредством мутагенеза и/или селекции растений или полученным скринин­
гом природных популяций растений.

"Экспрессия гена" или "генная экспрессия" относится к процессу, где область ДНК, функционально 
связанную с подходящими регуляторными областями, в частности промотором, транскрибируют в моле­
кулу РНК. Затем молекула РНК подвергается дальнейшему процессингу (посредством пост­
транскрипционных процессов) внутри клетки, например, посредством сплайсинга РНК, и инициации 
трансляции и трансляции в аминокислотную цепь (белок), и терминации трансляции посредством транс­
ляции стоп-кодонов. Термин "функционально экспрессированный" применяют в настоящем документе, 
чтобы указать, что продуцируется функциональный белок; термин "не функционально экспрессирован­
ный" - чтобы указать, что продуцируется белок со значительно уменьшенной или отсутствующей функ­
циональностью (биологической активностью) или не продуцируется белок (см. далее ниже).

Термин "белок" относится к молекуле, состоящей из цепи аминокислот, независимо от конкретного 
образа действия, размера, 3-мерной структуры или происхождения. "Фрагмент" или "часть" белка ΙΝΏ 
можно, таким образом, еще обозначать как "белок". "Выделенный белок" используют для обозначения 
белка, который больше не находится в его естественном окружении, например ш νίίτο или в рекомби­
нантной клетке-хозяине бактерии или растения. "Аминокислоты" являются главными составляющими 
элементами белков и ферментов. Они включаются в белки посредством транспортной РНК в соответст­
вии с генетическим кодом, в то время как матричную РНК декодируют рибосомы. Во время и после ко­
нечной сборки белка, аминокислотный состав диктует пространственные и биохимические свойства бел­
ка или фермента. Аминокислотный остов определяет первичную последовательность белка, но природа 
боковых цепей определяет свойства белка. "Сходные аминокислоты", как применяют в настоящем доку­
менте, относится к аминокислотам, обладающим сходными боковыми цепями аминокислот, т. е. амино­
кислотам, обладающим полярными, неполярными или практически нейтральными боковыми цепями. 
"Несходные аминокислоты", как применяют в настоящем документе, относится к аминокислотам, обла­
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дающим различными боковыми цепями аминокислот, например аминокислота с полярной боковой це­
пью является не сходной с аминокислотой с неполярной боковой цепью. Полярные боковые цепи, как 
правило, проявляют тенденцию присутствовать на поверхности белка, где они могут взаимодействовать 
с водным окружением, обнаруженным в клетках ("гидрофильные" аминокислоты). С другой стороны, 
"неполярные" аминокислоты проявляют тенденцию находиться в центре белка, где они могут взаимо­
действовать со сходными неполярными соседями ("гидрофобные" аминокислоты"). Примерами амино­
кислот, обладающих полярными боковыми цепями, являются аргинин, аспарагин, аспартат, цистеин, 
глутамин, глутамат, гистидин, лизин, серин и треонин (все гидрофильные, за исключением цистеина, 
который является гидрофобным). Примерами аминокислот, обладающих неполярными боковыми цепя­
ми, являются аланин, глицин, изолейцин, лейцин, метионин, фенилаланин, пролин и триптофан (все гид­
рофобные, за исключением глицина, который является нейтральным).

Термин "фактор транскрипции" используют для обозначения белка, состоящего по меньшей мере из 
двух отдельных доменов -ДНК-связывающего домена и домена активации или репрессии - они действу­
ют вместе для регуляции скорости инициации транскрипции с промоторов генов-мишеней (Р!а§Ьпе, 1988, 
Ыа!иге 335, 683-689). Термин "фактор транскрипции с основным доменом спираль-петля-спираль 
(ЪНЬН)" используют для обозначения фактора транскрипции, содержащего, помимо ДНК-связывающего 
домена ЪНЬН (Нет е! а1., 2003, Μοί ΒίοΙ Ενοί 20, 735-747; Το^άο-Οήίζ е! а1., 2003, Р1аи1 Се11 15, 1749­
1770), домены, которые, как известно, являются важными для регуляции экспрессии гена, которые могут 
являться консервативными на аминокислотном уровне в родственных белках из различных видов (Онопд 
е! а1., 1993, Μο1 Се11 Βίο1 13, 792-800). Регуляторы транскрипции, содержащие домен ЪНЬН, связывают 
ДНК посредством остатков в основной области, в то время как домен спираль-петля-спираль стимулиру­
ет димеризацию, позволяя членам семейства формировать гетеро- или гомодимеры (Мигге е! а1., 1989, 
Се11 56, 777-783).

Термин "ген ΙΝΏ" в настоящем документе обозначает последовательность нуклеиновой кислоты, 
кодирующей белок ΙΝΩΕΜΙδΟΈΝΤ (ΙΝΏ), который представляет собой фактор транскрипции с основным 
доменом спираль-петля-спираль (ЪНЬН), необходимый для разбрасывания семян (ЫЦедгеп е! а1., 2004, 
Се11 116: 843-853).

Как применяют в настоящем документе, термин "аллель(аллели)" обозначает любую из одной или 
нескольких альтернативных форм гена в конкретном локусе. В диплоидной (или амфидиплоидной) клет­
ке организма, аллели данного гена локализованы в конкретном положении или локусе(локусах) на хро­
мосоме. Один аллель присутствует на каждой хромосоме из пары гомологичных хромосом.

Как применяют в настоящем документе, термин "гомологичные хромосомы" обозначает хромосо­
мы, которые содержат информацию для одних и тех же биологических признаков и содержат одни и те 
же гены в одних и тех же локусах, но, возможно, различные аллели этих генов. Гомологичные хромосо­
мы представляют собой хромосомы, спаривающиеся во время мейоза. "Негомологичные хромосомы", 
представляющие все биологические признаки организма, формируют набор, и число наборов в клетке 
называют плоидией. Диплоидные организмы содержат два набора негомологичных хромосом, где каж­
дая гомологичная хромосома наследуется от разного родителя. У амфидиплоидного вида существует, по 
существу, два набора диплоидных геномов, на основании чего хромосомы двух геномов обозначают как 
"гомеологичные хромосомы" (и сходным образом, локусы или гены двух геномов обозначают как гомео­
логичные локусы или гены). Диплоидный или амфидиплоидный вид растений может содержать большое 
число различных аллелей в конкретном локусе.

Как применяют в настоящем документе, термин "гетерозиготный" обозначает генетическое состоя­
ние, когда два различных аллеля находятся в конкретном локусе, но расположены отдельно на соответ­
ствующих парах гомологичных хромосом в клетке. В противоположность этому, как применяют в на­
стоящем документе, термин "гомозиготный" обозначает генетическое состояние, когда два идентичных 
аллеля находятся в конкретном локусе, но расположены отдельно на соответствующих парах гомологич­
ных хромосом в клетке.

Как применяют в настоящем документе, термин "локус(ы)" обозначает конкретное место или места 
или участок на хромосоме, где, например, обнаружен ген или генетический маркер. Например, "локус 
ΙΝΏ-Ά1" относится к положению на хромосоме генома А, где можно обнаружить ген ΙΝΏ-Α1 (и два ал­
леля ΙΝΌ-Α1), в то время как "локус ΙΝΏ-СГ' относится к положению на хромосоме генома С, где можно 
обнаружить ген ΙΝΏ-Ο (и два аллеля ΙΝΏ-Ο).

Во всех случаях, когда сделана ссылка на "растение" или "растения" по изобретению, понятно, что в 
нее включены также части растения (клетки, ткани или органы, стручки с семенами, семена, отделенные 
части, такие как корни, листья, цветы, пыльца и т. д.), потомство растений, сохраняющее отличительные 
признаки родителей (особенно свойства растрескивания плода), такое как семя, полученное посредством 
самовоспроизводства или скрещивания, например гибридное семя (полученное скрещиванием двух ро­
дительских линий), гибридные растения и части растений, полученные из них, если нет иных указаний.

"Молекулярный анализ" (или тест) обозначает в настоящем документе анализ, который показывает 
(напрямую или опосредованно) присутствие или отсутствие одного или нескольких конкретных аллелей 
ΙΝΏ в одном или обоих локусах ΙΝΏ (например, в одном или обоих из локусов ΙΝΌ-Α1 или ΙΝΌ-ί',Ί). В
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одном варианте осуществления он позволяет определить, является ли конкретный аллель ΙΝΏ (дикого 
типа или мутантный) гомозиготным или гетерозиготным в локусе в любом отдельном растении.

"Дикий тип" (написанный также слитно или через дефис), как применяют в настоящем документе, 
относится к типичной форме растения или гена, как она наиболее часто встречается в природе. "Растение 
дикого типа" относится к растению с наиболее распространенным фенотипом такого растения в природ­
ной популяции. "Аллель дикого типа" относится к аллелю гена, необходимому для получения фенотипа 
дикого типа. В отличие от этого, "мутантное растение" относится к растению с отличным редким фено­
типом такого растения в природной популяции или полученному посредством вмешательства человека, 
например посредством мутагенеза, и "мутантный аллель" относится к аллелю гена, необходимому для 
получения мутантного фенотипа.

Как применяют в настоящем документе, термин "ΙΝΏ дикого типа" (например, ΙΝΏ-Α1 или ΙΝΏ-Ο1 
дикого типа), обозначает встречающийся в природе аллель ΙΝΏ, обнаруженный у растений, в частности 
растений Вга881сасеа, особенно растений Вга881са, кодирующий функциональный белок ΙΝΏ (например, 
функциональный ΙΝΏ-Α1 или ΙΝΏ-С1 соответственно). В отличие от этого, термин "мутантный ΙΝΏ" 
(например, мутантный ΙΝΏ-Α1 или ΙΝΟ-С!). как применяют в настоящем документе, относится к аллелю 
ΙΝΏ, который не кодирует функциональный белок ΙΝΏ, т.е. аллелю ΙΝΏ, кодирующему нефункциональ­
ный белок ΙΝΏ (например, нефункциональный ΙΝΏ-Α1 или ΙΝΩ-С! соответственно), который, как при­
меняют в настоящем документе, относится к белку ΙΝΏ, не обладающему биологической активностью 
или обладающему значительно уменьшенной биологической активностью по сравнению с соответст­
вующим функциональным белком ΙΝΏ дикого типа, или совсем не кодирующему белок ΙΝΏ. "Полно­
стью нокаутированный" или "нулевой" мутантный аллель ΙΝΏ, как применяют в настоящем документе, 
относится к мутантному аллелю ΙΝΏ, который кодирует белок ΙΝΏ, не обладающий биологической ак­
тивностью по сравнению с соответствующим функциональным белком ΙΝΏ дикого типа, или который 
совсем не кодирует белок. Такой "полностью нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ" представляет 
собой, например, аллель ΙΝΏ дикого типа, который содержит одну или несколько мутаций в последова­
тельности нуклеиновой кислоты, например одну или несколько нонсенс- или миссенс-мутаций, в частно­
сти такой полностью нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ представляет собой аллель ΙΝΏ дикого 
типа, содержащий мутацию, которая предпочтительно приводит к продукции белка ΙΝΏ с отсутствием 
по меньшей мере одного функционального домена, такого как активирующий домен, ДНК-связывающий 
домен и/или домен для димеризации, или с отсутствием по меньшей мере одной аминокислоты, критиче­
ской для его функции, такой как аминокислота, критическая для связывания ДНК, например аргинин в 
положении 127 в δΕφ ΙΏ ΝΟ: 2 или в положении 140 в 5>ЕО ΙΏ ΝΟ: 4 и т.п., или глутамин в положении 
122 в 5>ЕО ΙΏ ΝΟ: 2 или в положении 135 в 5>ЕО ΙΏ ΝΟ: 4 и т.п., так что биологическая активность белка 
ΙΝΏ полностью прекращена, или при этом мутация(мутации) предпочтительно приводит к отсутствию 
продукции белка ΙΝΏ. "Частично нокаутированный" мутантный аллель ΙΝΏ, как применяют в настоящем 
документе, относится к мутантному аллелю ΙΝΏ, который кодирует белок ΙΝΏ, обладающий значитель­
но уменьшенной биологической активностью по сравнению с соответствующим функциональным бел­
ком ΙΝΏ дикого типа. Такой "частично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ" представляет собой, 
например, аллель ΙΝΏ дикого типа, который содержит одну или несколько мутаций в последовательно­
сти нуклеиновой кислоты, например одну или более миссенс-мутаций. В частности, такой частично но­
каутированный мутантный аллель ΙΝΏ представляет собой аллель ΙΝΏ дикого типа, содержащий мута­
цию, которая предпочтительно приводит к продукции белка ΙΝΏ, где по меньшей мере одна консерва­
тивная и/или функциональная аминокислота заменена другой аминокислотой, так что биологическая 
активность значительно уменьшена, но не полностью прекращена. Такой полностью или частично но­
каутированный мутантный аллель ΙΝΏ может кодировать также доминантно негативный белок ΙΝΏ, спо­
собный оказывать неблагоприятное влияние на биологическую активность других белков ΙΝΏ внутри 
той же самой клетки. Такой доминантно негативный белок ΙΝΏ может представлять собой белок ΙΝΏ, 
который еще является способным взаимодействовать с теми же элементами, как и белок ΙΝΏ дикого ти­
па, но который блокирует некоторые аспекты его функции. Примерами доминантно негативных белков 
ΙΝΏ являются белки ΙΝΏ с отсутствием активирующего домена и/или домена для димеризации или кон­
кретных аминокислотных остатков, критических для активации и/или димеризации, но еще содержащие 
ДНК-связывающий домен, так что не только их собственная биологическая активность уменьшена или 
прекращена, но они могут дополнительно уменьшать общую активность ΙΝΏ в клетке посредством кон­
куренции с относящимися к дикому типу и/или частично нокаутированными белками ΙΝΏ, присутст­
вующими в клетке, за участки связывания ДНК. Другими примерами доминантно негативных белков 
ΙΝΏ являются белки ΙΝΏ с отсутствием активирующего домена и/или ДНК-связывающего домена или 
конкретных аминокислотных остатков, критических для активации и/или связывания ДНК, но еще со­
держащие домен для димеризации, так что не только их собственная биологическая активность умень­
шена или прекращена, но они могут дополнительно уменьшать общую активность ΙΝΏ в клетке посред­
ством образования димеров белка с отсутствием по меньшей мере одного функционального домена. Му­
тантные аллели кодирующих белок ΙΝΏ последовательностей нуклеиновой кислоты обозначены "ίηά" 
(например, шб-а1 или ίηΠ-с! соответственно) в настоящем документе. Мутантные аллели могут пред­
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ставлять собой либо "естественные мутантные" аллели, которые представляют собой мутантные аллели, 
обнаруженные в природе (например, полученные спонтанно без применения человеком мутагенов), или 
"индуцированные мутантные" аллели, индуцированные посредством вмешательства человека, например 
посредством мутагенеза.

"Значительно уменьшенное количество функционального белка ΙΝΏ" (например, функционального 
белка ΙΝΌ-Ά1 или ΙΝΏ-Ο1) относится к уменьшению количества функционального белка ΙΝΌ, продуци­
руемого клеткой, содержащей мутантный аллель ΙΝΏ по меньшей мере на 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 
или 100% (т.е. клетка не продуцирует функциональный белок ΙΝΏ) по сравнению с количеством функ­
ционального белка ΙΝΏ, продуцируемого клеткой, не содержащей мутантного аллеля ΙΝΏ. Это опреде­
ление включает продукцию "нефункционального" белка ΙΝΏ (например, усеченного белка ΙΝΏ), не об­
ладающего биологической активностью ίη νίνο, уменьшение абсолютного количества функционального 
белка ΙΝΏ (например, не образуется функционального белка ΙΝΏ из-за мутации в гене ΙΝΏ), продукцию 
белка ΙΝΏ со значительно уменьшенной биологической активностью по сравнению с активностью функ­
ционального белка ΙΝΏ дикого типа (такого как белок ΙΝΏ, в котором один или несколько аминокислот­
ных остатков, которые являются принципиальными для биологической активности кодируемого белка 
ΙΝΏ, как проиллюстрировано ниже, заменены другим аминокислотным остатком), и/или неблагоприят­
ный эффект доминантно негативных белков ΙΝΏ на другие функциональные и/или частично функцио­
нальные белки ΙΝΏ.

Термин "мутантный белок ΙΝΏ", как применяют в настоящем документе, относится к белку ΙΝΌ, 
кодируемому мутантной последовательностью нуклеиновой кислоты ΙΝΏ ("аллель шб"), в соответствии 
с чем мутация приводит к значительному уменьшению и/или отсутствию активности ΙΝΌ ίη νίνο, по 
сравнению с активностью белка ΙΝΏ, кодируемого не являющейся мутантной последовательностью ΙΝΏ 
дикого типа ("аллель ΙΝΏ").

"Мутагенез", как применяют в настоящем документе, относится к процессу, при котором клетки 
растений (например, множество семян или других частей Втак51са, таких как пыльца и т.д.) подвергают 
воздействию способами, которые индуцируют мутации в ДНК клеток, таким как контакт с мутагенным 
средством, таким как химическое вещество (таким как этилметилсульфонат (ЕМ§), этилнитрозомочеви­
на (ΕΝυ) и т.д.) или ионизирующее излучение (нейтроны (такие как при быстром нейтронном мутагене­
зе и т.д.), альфа-излучение, гамма-излучение (такое как обеспечиваемое источником из кобальта 60), 
рентгеновское излучение, УФ-излучение и т.д.), или комбинация двух или более из них. Таким образом, 
желательный мутагенез одного или нескольких аллелей ΙΝΏ можно осуществлять применением химиче­
ских способов, таких как приведение в контакт одной или нескольких тканей растения с этилметилсуль­
фонатом (ЕМ§), этилнитрозомочевиной и т.д., посредством применения физических способов, таких как 
рентгеновское излучение и т.д., или посредством гамма-излучения, такого как обеспечиваемое источни­
ком из кобальта 60. В то время как мутации, полученные излучением, часто представляют собой боль­
шие делеции или другие обширные поражения, такие как транслокации или комплексные перестройки, 
мутации, полученные посредством химических мутагенов, часто представляют собой более дискретные 
поражения, такие как точечные мутации. Например, ЕМ§ алкилирует гуаниновые основания, что приво­
дит к ошибочному спариванию оснований: алкилированный гуанин спаривается с тиминовым основани­
ем, что в первую очередь приводит к заменам О/С на А/Т. После мутагенеза растения Вта881са регенери­
руют из обработанных клеток с использованием известных способов. Например, полученные семена 
Вта881са можно высевать в соответствии с общепринятыми способами выращивания, и после самоопыле­
ния на растениях образуются семена. Альтернативно, можно выделять двойные гаплоидные проростки, 
чтобы сразу формировать гомозиготные растения, например, как описано в СоусШгу с1 а1. (1988, Мапиа1 
ίοτ Мюгокроте СиИите Тесйшцие ίοτ Втаккюа парик. Эер. Сгор 8ст ТесЬп. Ви11. ОАС РиЫюайоп 0489. υηίν. 
ο£ Оие1рй, Оие1рй, ОШатю, Сашба). Дополнительные семена, которые образуются в результате такого 
самоопыления в настоящем или последующем поколении, можно собирать и проводить скрининг по 
присутствию мутантных аллелей ΙΝΌ. Известно несколько способов скрининга специфических мутант­
ных аллелей, например в ОеШеадене'™ (ЭеКЮ-а-деие: Ы е1 а1., 2001, Р1аШ ί 27: 235-242) используют ана­
лизы полимеразной цепной реакцией (ПЦР) для скрининга делеционных мутантов, полученных быстрым 
нейтронным мутагенезом, с помощью ΤΩΡΙΝΟ (направленные индуцированные локальные повреждения 
в геномах; МсСа11ит е1 а1., 2000, ΝηΙ В^οΐесЬηο1 18:455-457) идентифицируют ЕМ§-индуцированные то­
чечные мутации и т. д. Дополнительные способы для скрининга присутствия специфических мутантных 
аллелей ΙΝΏ описаны в примерах ниже.

Как применяют в настоящем документе, термин "не встречающийся в природе" или "культивиро­
ванный" при применении по отношению к растению, обозначает растение с геномом, модифицирован­
ным человеком. Трансгенное растение, например, представляет собой не встречающееся в природе рас­
тение, содержащее экзогенную молекулу нуклеиновой кислоты, например химерный ген, содержащий 
транскрибируемую область, при транскрипции которой образуется биологически активная молекула 
РНК, способная уменьшать экспрессию эндогенного гена, такого как ген ΙΝΏ, и, таким образом, было 
генетически модифицировано человеком. Кроме того, растение, содержащее мутацию в эндогенном гене, 
например мутацию в эндогенном гене ΙΝΏ (например, в регуляторном элементе или в кодирующей по­
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следовательности) в результате воздействия мутагенного средства, также рассматривают как неприрод­
ное растение, поскольку оно было генетически модифицировано человеком. Более того, растение кон­
кретного вида, такое как Втаккюа парик, содержащее мутацию в эндогенном гене, например в эндогенном 
гене ΙΝΏ, которая в природе не встречается в этом конкретном виде растений, в результате, например, 
способов направленной селекции, таких как селекция с использованием маркера и скрещивание или ин- 
трогрессия, с помощью растения того же самого или другого вида, такого как Втаккюа .щпсеа или тара, 
для этого растения, также рассматривают как не встречающееся в природе растение. В отличие от этого, 
растение, содержащее только спонтанные или встречающееся в природе мутации, т. е. растение, которое 
не было генетически модифицировано человеком, не является "не встречающимся в природе растением", 
как определено в настоящем документе, и, таким образом, не включено в изобретение. Специалисту в 
данной области понятно, что, в то время как не встречающееся в природе растение, как правило, облада­
ет нуклеотидной последовательностью, которая является измененной по сравнению с встречающимся в 
природе растением, не встречающееся в природе растение также может быть генетически модифициро­
вано человеком без изменения его нуклеотидной последовательности, например, посредством модифи­
кации характера его метилирования.

Термин "ортолог" гена или белка в настоящем документе обозначает гомологичный ген или белок, 
обнаруженный в другом виде, обладающий такой же функцией, как ген или белок, но (обычно) расходя­
щийся по последовательности от момента времени, в котором разошлись виды, несущие гены (т.е. гены, 
развившиеся от общего предка посредством видообразования). Ортологи генов ΙΝΏ Втаккюа парик мож­
но, таким образом, идентифицировать в другом виде растений (например, Втаккюа .щпсеа и т.д.) на осно­
вании сравнений последовательности (например, на основе процентов идентичности последовательности 
на протяжении полной последовательности или на протяжении специфических доменов) и/или функцио­
нального анализа.

"Сорт" применяют в настоящем документе в соответствии с конвенцией ИРОУ, и он обозначает 
группировку растений внутри отдельного ботанического таксона самого низкого известного ранга, где 
группировку можно определить по экспрессии признаков, происходящих от данного генотипа или ком­
бинации генотипов, можно отличить от другой группировки растений по экспрессии по меньшей мере 
одного из указанных признаков, и ее рассматривают как единицу по отношении к ее пригодности для 
размножения неизмененной (стабильной).

Термин "содержащий" следует интерпретировать как обозначающий присутствие указанных час­
тей, стадий или компонентов, но не исключающий присутствие одного или нескольких дополнительных 
частей, стадий или компонентов. Растение, содержащее конкретный признак, может, таким образом, со­
держать дополнительные признаки.

Понятно, что при ссылке на слово в единственном числе (например, растение или корень), множе­
ственное число также включено в ссылку (например, множество растений, множество корней). Таким 
образом, ссылка на элемент в единственном числе не исключает возможности присутствия более одного 
элемента, если контекст явно не требует присутствия одного и только одного из элементов. Термин в 
единственном числе, таким образом, обычно обозначает "по меньшей мере один".

Для целей этого изобретения "идентичность последовательности" двух родственных нуклеотидных 
или аминокислотных последовательностей, выраженная в процентах, относится к числу положений в 
двух оптимально выровненных последовательностях с идентичными остатками (х100), деленному на 
число сравниваемых положений. Пропуск, т.е. положение при выравнивании, где остаток присутствует в 
одной последовательности, но не в другой, рассматривают в качестве положения с не идентичными ос­
татками. "Оптимальное выравнивание" двух последовательностей определяют выравниванием двух по­
следовательностей по всей длине согласно алгоритму глобального выравнивания Нидльмана и Вунша 
(№еб1етаи апб иипксб, 1970, I Мо1 Вю1 48 (3): 443-53) ш Тйе Еигореап Мо1еси1аг Вю1оду Ореп 8ой^аге 
8ш!е (ЕМВО88, Юсе е! а1., 2000, Тгепбк ш Оепейск 16(6): 276-277; см., например,
Ьйр://№№№.еЫ.ас.ик/етЬокк/айдп/1пбех.Ь1т1) с использованием параметров по умолчанию (штраф за вне­
сение делеции = 10 (для нуклеотидов)/10 (для белков) и штраф за продолжение делеции = 0,5 (для нук- 
леотидов)/0,5 (для белков)). Для нуклеотидов используемой по умолчанию матрицей баллов является 
ΕΏΝΆΡυΒΕ, а для белков используемой по умолчанию матрицей баллов является ЕВЬО8ИМ62.

"По существу, идентичные" или "в основном сходные", как применяют в настоящем документе, от­
носится к последовательностям, которые, при оптимальном выравнивании, как определено выше, разде­
ляют, по меньшей мере, конкретный минимальный процент идентичности последовательности (как оп­
ределено далее ниже).

"Строгие условия гибридизации" можно использовать для идентификации нуклеотидных последо­
вательностей, являющихся, по существу, идентичными данной нуклеотидной последовательности. Стро­
гие условия зависят от последовательности и могут являться различными при различных обстоятельст­
вах. Как правило, выбирают строгие условия приблизительно на 5°С ниже термической точки плавления 
(Тт) для специфической последовательности при определенной ионной силе и рН. Тт представляет собой 
температуру (при определенной ионной силе и рН), при которой 50% последовательности-мишени гиб- 
ридизуется с полностью совпадающим зондом. Как правило, выбирают строгие условия, при которых
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концентрация соли является приблизительно 0,02 молярной при рН 7, и температура составляет по 
меньшей мере 60°С. Снижение концентрации соли и/или увеличение температуры увеличивает стро­
гость. Строгими условиями для гибридизации РНК-ДНК (Нозерн-блоттинг с использованием зонда, на­
пример, из 100н.) являются, например, условия, включающие в себя по меньшей мере одну отмывку в 
0,2х 88С при 63°С в течение 20 мин, или эквивалентные условия.

"Условия высокой строгости" можно обеспечивать, например, гибридизацией при 65°С в водном 
растворе, содержащем 6х 88С (20х 88С содержит 3,0 М ЫаС1, 0,3 М Ыа-цитрат, рН 7,0), 5х раствор Ден- 
хардта (100х раствор Денхардта содержит 2% фиколл, 2% поливинилпирролидон, 2% бычий сывороточ­
ный альбумин), 0,5% додецилсульфат натрия (8Ώ8) и 20 мкг/мл денатурированной ДНК-носителя (одно­
цепочечная ДНК спермы рыб, со средней длиной 120-3000 нуклеотидов) в качестве неспецифического 
конкурента. После гибридизации отмывку высокой строгости можно проводить в несколько стадий с 
конечной отмывкой (приблизительно 30 мин) при температуре гибридизации в 0,2-0,1х 88С, 0,1% 8Ώ8.

"Условия средней строгости" относятся к условиям, эквивалентным гибридизации в вышеописан­
ном растворе, но при приблизительно 60-62°С. Отмывку средней строгости можно проводить при темпе­
ратуре гибридизации в 1х 88С, 0,1% 8Ώ8.

"Низкая строгость" относятся к условиям, эквивалентным гибридизации в вышеописанном растворе 
при приблизительно 50-52°С. Отмывку низкой строгости можно проводить при температуре гибридиза­
ции в 2х 88С, 0,1% 8Ώ8; см. также 8ашЬтоок е! а1. (1989) и 8ашЬтоок и Ки88е11 (2001).

"Увеличенный собранный урожай" или "увеличенный урожай семян или зерна" обозначает большее 
количество семян или зерна, собранного с множества растений, каждое из которых содержит мутантные 
аллели ΙΝΏ по изобретению, по сравнению с количеством семян или зерна, собранного от сходного чис­
ла изогенных растений без мутантных аллелей ΙΝΏ. Урожай, как правило, выражают в единицах объема 
собранного зерна на единицу поверхности, таких как бушель/акр или кг/га. Увеличение урожая, как пра­
вило, выражают в процентах, в соответствии с чем урожай для эталонного или контрольного растения 
обозначают как 100%, и урожай растений по изобретению выражают в % относительно урожая кон­
трольного растения. Наблюдаемое увеличение урожая для растений Вга881са по изобретению лежит в 
диапазоне от по меньшей мере 101 до по меньшей мере 124%, и ожидают, что более высокое увеличение 
урожая является осуществимым. Увеличение урожая может также лежать в диапазоне от 104 до 108% 
или от 105 до 110%.

Подробное описание
Как описано в \УО09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки 

ЕР 07023052), ранее обнаружено, что для растений Вта88юа пари8, которые являются гомозиготными по 
полностью нокаутированному аллелю ίπά только в одном из их двух генов ΙΝΏ, т.е. в ΙΝΏ-Ά1 или ΙΝΏ- 
С1, не показали значительного увеличения устойчивости к растрескиванию стручков по сравнению с 
растениями Вта88юа пари8, не содержащими мутантных аллелей ΙΝΏ, в то время как у растений Вта88юа 
пари8, которые являлись гомозиготными по полностью нокаутированному аллелю ίηά в обоих генах ΙΝΏ, 
устойчивость к растрескиванию стручков являлась значительно увеличенной, но уровень устойчивости к 
растрескиванию стручков являлся слишком высоким для поддержания агрономически релевантной об- 
молачиваемости. В отличие от этого, устойчивость к растрескиванию стручков являлась значительно 
увеличенной у растений Вта88юа пари8, содержащих три полностью нокаутированных аллеля ίηά из двух 
генов ΙΝΏ Вта88юа пари8, до уровня, при котором растения сохраняли агрономически релевантную обмо- 
лачиваемость стручков.

Авторы изобретения неожиданно обнаружили, что растения Вга881са пари8 с фенотипом растрески­
вания стручков, сходным с растениями Вта88юа, описанными в \УО09/068313 (по которой испрашивается 
приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052), т.е. которые сочетают увеличенную устойчи­
вость к растрескиванию стручков с агрономически релевантной обмолачиваемостью стручков, можно 
также получить комбинацией двух частично нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΏ с двумя полно­
стью нокаутированных мутантными аллелями ΙΝΏ вместо комбинации трех полностью нокаутирован­
ных мутантных аллелей ΙΝΏ. Кроме того, обнаружено, что мутации в гене ΙΝΏ-Ο приводили к более 
сильному увеличению устойчивости к растрескиванию стручков, чем мутации в гене ΙΝΏ-Α1. Более 
сильное увеличение устойчивости к растрескиванию стручков у растений Вта88юа пари8, например, на­
блюдали, когда два полностью нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ представляли собой полностью 
нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ из гена ΙΝΏ-Ο, и два частично нокаутированных мутантных 
аллеля ΙΝΏ представляли собой частично нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ из гена ΙΝΏ-Α1, чем 
когда два полностью нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ происходили из гена ΙΝΏ-Α1, и частично 
нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ происходили из гена ΙΝΏ-СЕ Неожиданно, растения Вта88юа 
пари8, сочетающие увеличенную устойчивость к растрескиванию стручков с агрономически релевантной 
обмолачиваемостью стручков, возможно получить введением только двух частично нокаутированных 
мутантных аллелей ΙΝΏ, в частности гена, ΙΝΏ-СЕ

Таким образом в одном варианте осуществления изобретения настоящая заявка относится к расте­
нию Вга881са, содержащему по меньшей мере два гена ΙΝΏ, в частности растение Вта88юа пари8, содер­
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жащее ген ΙΝΏ-Α1 и ΙΝΏ-Ο1. отличающееся тем, что оно содержит два частично нокаутированных му­
тантных аллеля ΙΝΏ в геноме. в частности гена ΙΝΏ-Ά1 и/или ΙΝΏ-Ο1. предпочтительно гена ΙΝΏ-Ο1. в 
соответствии с чем аллели ίηά приводят к значительно уменьшенному количеству функционального бел­
ка ΙΝΏ типа. кодируемого эквивалентом дикого типа для этих мутантных аллелей. и таким образом. к 
общему значительно уменьшенному количеству функциональных белков ΙΝΏ. продуцируемых в клетках 
растения. конкретно. в развивающихся стручках с семенами. ίη νίνο.

В другом варианте осуществления растение Вгакк1са дополнительно содержит два полностью но­
каутированных мутантных аллеля ΙΝΏ в геноме. в частности гена ΙΝΏ-Ο1 и/или гена ΙΝΏ-Ά1 соответст­
венно. предпочтительно гена ΙΝΏ-Ο1. таких как описанные в ^009/068313 (по которой испрашивается 
приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052), например шй-а1-етк01. шй-а1-етк05. шй-с1- 
етк01 или шй-с1-етк03 и т.п.

Считают. что посредством комбинации достаточного числа копий специфических частично нокау­
тированных мутантных аллелей ΙΝΏ с достаточным числом копий специфических полностью нокаути­
рованных аллелей ΙΝΏ мутантного и/или дикого типа в одном растении. в частности растении Втаккюа. 
является возможной точная регулировка количества и/или типа полученных функциональных белков 
ΙΝΏ. что. в свою очередь. влияет на свойства растрескивания плода растения. Абсолютное и относитель­
ное количество белков ΙΝΏ можно таким образом регулировать так. чтобы получать растения. продуци­
рующие достаточно белка (белков) ΙΝΏ для обеспечения агрономически релевантной обмолачиваемости 
стручков с семенами. в то же время уменьшая осыпание семян до или во время сбора урожая.

Таким образом. другой вариант осуществления изобретения относится к растению. в частности рас­
тению Вта881са. содержащему по меньшей мере один частично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ. 
который кодирует частично функциональный белок ΙΝΏ. такой как аллели. описанные ниже. например 
1пй-а1-етк01. шй-а1-етк09. шй-а1-етк13. шй-с1-етк04. шй-с1-етк08 или шй-с1-етк09 и т.п.. в то время 
как оставшиеся аллели могут представлять собой аллели ΙΝΏ. частично нокаутированные. полностью 
нокаутированные и/или дикого типа.

В одном аспекте изобретения представлено растение Втаккюа. содержащее по меньшей мере два ге­
на ΙΝΏ. в частности растение Втаккюа парик. содержащее два частично нокаутированных аллеля ίηά и п- 
кратные полностью нокаутированные аллели ίπά двух генов ΙΝΏ в этом растении Втаккюа. в частности 
генов ΙΝΏ-Ά1 и/или ΙΝΏ-Ο1 Втаккюа парик. предпочтительно гена ΙΝΏ-Ο1. при этом п<2 (например. п=0. 
1 или 2). так что по меньшей мере один аллель продуцирует. по меньшей мере. частично функциональ­
ный белок ΙΝΏ.

Следующий аспект изобретения относится к растению вида Втаккюа. гомозиготному по одиночной 
мутации ΙΝΏ (п=2. т.е. гомозиготному по частично нокаутированному мутантному аллелю одного гена 
ΙΝΏ). и/или гомозиготному по двойной мутации ΙΝΏ (п=4. т.е. гомозиготному по полностью и/или час­
тично нокаутированному мутантному аллелю двух генов ΙΝΏ). содержащему по меньшей мере два гена 
ΙΝΏ. в частности. из Втаккюа парик. при этом мутантные аллели представляют собой мутантные аллели 
двух генов ΙΝΏ в этом растении Втаккюа. в частности генов ΙΝΏ-Ά1 и/или ΙΝΏ-Ο1. Такие мутантные рас­
тения можно. согласно этому изобретению. использовать для целей скрещивания.

Таким образом. в одном варианте осуществления изобретения. настоящая заявка относится к расте­
нию Втаккюа парик. гомозиготному по одиночной частично нокаутированной мутации ΙΝΏ. где генотип 
растения можно описать как шй-а1Р/шй-а1Р. ΙΝΏ-Ο1/ΙΝΏ-Ο1. или ΙΝΏ-Ά1/ΙΝΏ-Ά1. шй-с1Р/шй-с1Р. В дру­
гом варианте осуществления изобретения настоящая заявка относится к растению Втаккюа парик. гомози­
готному по двойной частичной мутации ΙΝΏ. где генотип растения можно описать как шй-а1Р/шйа1Р. ίπά- 
с1Р/шй-с1Р. В дополнительном варианте осуществления изобретения настоящая заявка относится к рас­
тению Втаккюа парик. гомозиготному по двойной частичной и полной мутации ΙΝΏ. где генотип растения
можно описать как или шй-аЕ/шй-аЕ. шй-с1Р/шй-с1Р или шй-а1Р/шй-а1Р. тй-с1р/тй-с1р.

Кроме того. настоящая заявка относится к новым последовательностям нуклеиновой кислоты час­
тично нокаутированных мутантных генов/аллелей ΙΝΏ из вида Втаккюа так же. как к частично нокаути­
рованным мутантным белкам ΙΝΏ. Представлены также способы получения и комбинации частично но­
каутированных мутантных аллелей ΙΝΏ в растениях Втаккюа так же. как растения и части растения Вгак- 
кюа. содержащие конкретные комбинации полностью и частично нокаутированных мутантных аллелей 
ΙΝΏ в геноме. при помощи чего осыпание семян уменьшено у этих растений. Применение этих растений 
для переноса частично нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΏ другим растениям также представляет 
собой вариант осуществления изобретения так же. как продукты растений из любого из описанных рас­
тений. Кроме того. представлены наборы и способы для селекции с использованием маркера (МА8) для 
комбинации или детекции генов и/или аллелей ΙΝΏ. Каждый из вариантов осуществления изобретения 
подробно описан ниже.

Растения Втаккюа. описанные в настоящем документе. обладающие уменьшенным или замедлен­
ным осыпанием семян. обладают увеличенным урожаем собранных семян. Однако наблюдали. что не 
только урожай собранных семян от растения Втаккюа. содержащего только аллель шй-с1-09 в гомозигот­
ном состоянии (для которого показали поддающийся наблюдению фенотип уменьшенного или замед­
ленного осыпания семян). но также урожай собранных семян от других растений Втаккюа. содержащих
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только два мутантных аллеля ΙΝΏ в гомозиготном состоянии, т.е. где генотип растения можно описать 
как шй-а1р/шй-а1р, ΙΝΏ-Ο1/ΙΝΏ-Ο1, или ΙΝΏ-Ά1/ΙΝΏ-Λ1, ίηά-α1ρ/ίηά-α1ρ. также являлся значительно уве­
личенным, по сравнению с изогенными растениями Вгакк1са, не содержащими мутантных аллелей ΙΝΏ, 
несмотря на отсутствие поддающегося наблюдению фенотипа уменьшенного или замедленного осыпа­
ния семян в растениях Втаккюа, содержащих мутантные аллели ΙΝΏ. Изобретение, таким образом, отно­
сится также к растениям Втаккюа, содержащим по меньшей мере два гена ΙΝΏ, где по меньшей мере два 
аллеля продуцируют функциональный белок ΙΝΏ, где растения обладают более высоким урожаем семян. 
Понятно, что два мутантных аллеля в локусе ΙΝΏ-Ά или в локусе ΙΝΏ-С могут представлять собой один 
и тот же мутантный аллель или различные мутантные аллели.

Последовательности нуклеиновой кислоты по изобретению.
Представлены частично нокаутированные мутантные последовательности нуклеиновой кислоты 

ίηά, кодирующие частично функциональные белки ΙΝΏ, т.е. белки ΙΝΏ со значительно уменьшенной 
биологической активностью (т.е. последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ, содержащие одну или 
несколько мутаций, которые приводят к значительно уменьшенной биологической активности кодируе­
мого белка ΙΝΏ) генов ΙΝΏ из Вгаккюасеае, в частности из вида Втаккюа, особенно из Втаккюа парик, но 
также из другого сельскохозяйственного вида Втаккюа. Например, вид Втаккюа, содержащий геном А 
и/или С, может содержать аллели генов ΙΝΏ-Ά1 или ΙΝΏ-Ο, которые являются в основном сходными с 
частично нокаутированными мутантными аллелями ΙΝΏ по настоящему изобретению и которые можно 
идентифицировать и комбинировать в отдельном растении по изобретению. Кроме того, способы мута­
генеза можно использовать для получения мутаций в аллелях ΙΝΏ дикого типа, таким образом, получая 
мутантные аллели ίηά, в основном сходные с частично нокаутированными мутантными аллелями ΙΝΏ по 
настоящему изобретению, для применения по изобретению. Поскольку специфические аллели ΙΝΏ пред­
почтительно комбинируют в растении посредством скрещивания и селекции, в одном варианте осущест­
вления последовательности нуклеиновой кислоты ίηά представлены в растении (т.е. эндогенно), напри­
мер растении Втаккюа, предпочтительно растении Втаккюа, которое можно скрещивать с Втаккюа иарик 
или которое можно использовать для получения "синтетического" растения Втаккюа нарик. Гибридизация 
между различными видами Втаккюа описана в данной области, например, как ссылаются в δηο\\άοη 
(2007, СЬтотокоте гекеатсй 15: 85-95). Межвидовую гибридизацию можно, например, использовать для 
переноса генов, например, из генома С в В. иарик (ААСС) в геном С в В. сагта1а (ВВСС), или даже, на­
пример, из генома С в В. иарик (ААСС) в геном В в В. фнюеа (ААВВ) (посредством спорадического со­
бытия незаконной рекомбинации между их геномами С и В). "Ресинтезированные" или "синтетические" 
линии Втаккюа иарик можно получать скрещиванием исходных предков, В. о1егасеа (СС) и В. тара (АА). 
Межвидовые, а также межродовые барьеры несовместимости можно успешно преодолевать при скрещи­
вании между сельскохозяйственными видами Втаккюа и родственными им, например, посредством спо­
собов эмбрионального спасения или слияния протопластов (см., например, 8по^оп, выше).

Однако выделенные последовательности нуклеиновой кислоты ίηά (например, выделенные из рас­
тения клонированием или полученные синтетически синтезом ДНК) так же, как их варианты и фрагмен­
ты любого из них, также представлены в настоящей заявке, как их можно использовать для определения, 
какая последовательность эндогенно присутствует в растении или части растения, кодирует ли последо­
вательность функциональный, частично функциональный, нефункциональный белок или не кодирует 
белка (например, по экспрессии в рекомбинантной клетке-хозяине, как описано ниже), и для отбора и 
переноса специфических аллелей от одного растения в другое, для получения растения с желательной 
комбинацией частично и/или полностью нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΏ.

Новые частично нокаутированные мутантные последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ дико­
го типа ΙΝΩ-Λ1 и ΙΝΩ-ΕΊ выделены из Втаккюа иарик. Последовательности ΙΝΏ дикого типа, как описано 
в ^009/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052), изо­
бражены в 8ЕО ΙΏ Ν0: 1, 8ЕО ΙΏ Ν0: 3, 8ЕО ΙΏ Ν0: 5 и 8ЕО ΙΏ Ν0: 7 из списка последовательностей, в 
то время как новые частично нокаутированные мутантные последовательности ίηά из этих последова­
тельностей, и последовательности, в основном сходные с этими, описаны в настоящем документе ниже и 
в примерах, по отношению к последовательностям ΙΝΏ дикого типа. Геномная ДНК, кодирующая белок 
ΙΝΏ, из Втаккюа иарик не содержит интронов.

"Последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ-АГ' или "последовательности нуклеиновой кисло­
ты вариантов ΙΝΏ-АГ' по изобретению представляют собой последовательности нуклеиновой кислоты, 
кодирующие аминокислотную последовательность, обладающую по меньшей мере 75, по меньшей мере 
80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95, 98, 99 или 100% идентичностью по­
следовательности с 8ЕО ΙΏ Ν0: 2, или последовательности нуклеиновой кислоты, обладающие по мень­
шей мере 80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 99 или 100% 
идентичностью последовательности с 8ЕО ΙΏ Ν0: 1 или 8ЕО ΙΏ Ν0: 5. Эти последовательности нуклеи­
новой кислоты можно обозначить также как являющиеся "в основном сходными" или "по существу, 
идентичными" с последовательностями ΙΝΏ, представленными в списке последовательностей.

"Последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ-СГ' или "последовательности нуклеиновой кисло­
ты вариантов ΙΝΏ-С 1" по изобретению представляют собой последовательности нуклеиновой кислоты,
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кодирующие аминокислотную последовательность, обладающую по меньшей мере 75, по меньшей мере 
80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95, 98, 99 или 100% идентичностью по­
следовательности с 8ЕЦ ΙΌ ΝΟ: 4 (ΙΝΏ-С 1-1опд) или с 8ЕЦ ГО ΝΟ: 4 от аминокислоты в положении 16 
до аминокислоты в положении 210 (ΙΝΏ-Ο1-κΕογΙ), или последовательности нуклеиновой кислоты, обла­
дающие по меньшей мере 80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 
99 или 100% идентичностью последовательности с 8ЕЦ ГО ΝΟ: З (ΙΝΌ-Ο1-1οη§), с 8ЕЦ ГО ΝΟ: З от нук­
леотида в положении 46 до нуклеотида в положении 6ЗЗ (ΙΝΏ-Ο1-κΕογΙ) или с 8ЕЦ ГО ΝΟ: 7. Эти после­
довательности нуклеиновой кислоты можно также обозначить как являющиеся "в основном сходными" 
или "по существу, идентичными" с последовательностями ΙΝΏ представленные в списке последователь­
ностей.

Таким образом, изобретение относится к новым частично нокаутированным мутантным последова­
тельностям нуклеиновой кислоты из последовательностей нуклеиновой кислоты, кодирующих функцио­
нальные белки ΙΝΏ-Ά1 и ΙΝΏ-Ο1 дикого типа, включая их варианты и фрагменты (как определено далее 
ниже), при этом мутация в последовательности нуклеиновой кислоты предпочтительно приводит к 
вставке, делеции или замене одной или нескольких аминокислот по сравнению с белком ΙΝΏ дикого ти­
па, в частности к замене одной или нескольких аминокислот, и при этом биологическая активность белка 
ΙΝΏ является значительно уменьшенной. Значительное уменьшение биологической активности белка 
ΙΝΏ в настоящем документе относится к уменьшению активности связывания ДНК, способности к диме­
ризации и/или активности регуляции транскрипции белка ΙΝΏ, так что устойчивость к растрескиванию 
стручков растения, экспрессирующего мутантный белок ΙΝΏ, является увеличенной по сравнению с рас­
тением, экспрессирующим соответствующий белок ΙΝΏ дикого типа.

Для определения функциональности специфического аллеля ΙΝΏ/белка в растениях, в частности в 
растениях Вгакк1са, уровень устойчивости к растрескиванию стручков в растениях можно определить 
проведением макроскопического, микроскопического и гистологического анализов плодов и цветов рас­
тений, содержащих специфический аллель/белок ΙΝΏ, и соответствующего аналогичного растения дико­
го типа в анализах, проведенных на плодах и цветах ЛгаЫборк1К, как описано в ЫЩедгеп с1 а1. (2004, вы­
ше), или как описано в примерах ниже. Кратко, изменения устойчивости к растрескиванию стручков 
можно оценивать и/или измерять, например, посредством макроскопических тестов, таких как обследо­
вание стручков с семенами невооруженным глазом для оценки, например, присутствия или отсутствия 
границы створок, длины носика стручков и т.д.; ручного испытания на ударную нагрузку (ΜΙΤ) для 
сравнения уровня устойчивости к растрескиванию стручков между различными мутантными линиями 
ΙΝΏ и соответствующими линиями дикого типа, оценкой простоты открытия стручка при мягком скру­
чивании стручков; теста испытания на случайную ударную нагрузку (ΚΙΤ) для сравнения обмолачивае- 
мости стручков с семенами от растений из различных мутантных линий ΙΝΏ и соответствующих линий 
дикого типа соответственно посредством измерения полужизни образцов стручков из этих линий; и/или 
посредством микроскопических тестов для определения, например, влияют ли и как влияют мутации в 
ΙΝΏ на клетки на границах створок и в зоне растрескивания стручков с семенами. После идентификации 
и характеризации партнера по димеризации белка ΙΝΏ (например, самого белка ΙΝΏ в случае, если его 
функционирование зависит от формирования гомодимера, или другого белка в случае, если его функ­
ционирование зависит от формирования гетеродимера), и/или гена(генов), транскрипцию которых регу­
лирует белок ΙΝΏ, функциональность специфического аллеля/белка ΙΝΏ можно альтернативно оцени­
вать способами рекомбинантной ДНК, как известно в данной области, например, посредством совмест­
ной экспрессии обоих партнеров димера в клетке-хозяине (например, бактерии, такой как Е. соП) и оцен­
ки, могут ли еще формироваться димеры, если димеры еще могут связываться с участком связывания 
ЬНЬН регулируемого гена(генов), и/или если транскрипция этого гена(генов) еще регулируется этим свя­
зыванием.

Как эндогенные, так и выделенные последовательности нуклеиновой кислоты представлены в на­
стоящем документе. Представлены также фрагменты последовательности нуклеиновой кислоты мутант­
ных последовательностей ΙΝΏ и мутантных вариантов ΙΝΏ, определенных выше, для применения в каче­
стве праймеров или зондов и в качестве компонентов наборов согласно другому аспекту изобретения 
(см. далее ниже). "Фрагмент" последовательности нуклеиновой кислоты ίπά или его варианта (как опре­
делено) могут обладать различной длиной, например по меньшей мере 10, 12, 15, 18, 20, 50, 100, 200, 500, 
600 последовательных нуклеотидов из последовательности (или варианта последовательности) ΙΝΏ или 
ίηά.

Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие функциональные белки ΙΝΏ.
Последовательности нуклеиновой кислоты, показанные в списке последовательностей, кодируют 

функциональные белки ΙΝΏ дикого типа из Вгакк1са парик. Таким образом, эти последовательности яв­
ляются эндогенными для растений Вгакыса парик, из которых они выделены. Можно проводить скрининг 
других сельскохозяйственных видов, сортов, генеалогических линий или диких образцов Вгакыса по 
другим аллелям ΙΝΏ, кодирующим такие же белки ΙΝΏ или их варианты. Например, способы гибридиза­
ции нуклеиновых кислот (например, анализ Саузерн-блоттингом, с использованием, например, строгих 
условий гибридизации) или способы на основе ПЦР можно использовать для идентификации аллелей
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ΙΝΏ, эндогенных для других растений Вгакк1са, таких как различные сорта, линии или образцы Вгакк1са 
иарик, а также можно проводить скрининг растений, органов и тканей Вгакк1са _)иисеа (особенно аллели 
ΙΝΏ в А-геноме), Вгаккюа саппа1а (особенно аллели ΙΝΌ в С-геноме) и Вгаккюа гара (А-геном) и Вгаккюа 
о1егасеа (С-геном) по другим аллелям ΙΝΏ дикого типа. Для скрининга таких растений, органов или тка­
ней растений по присутствию аллелей ΙΝΏ, можно использовать последовательности нуклеиновой ки­
слоты ΙΝΏ, представленные в списке последовательностей, или варианты или фрагменты любого из это­
го. Например, полные последовательности или фрагменты можно использовать в качестве зондов или 
праймеров. Например, специфические или вырожденные праймеры можно использовать для амплифика­
ции последовательностей нуклеиновой кислоты, кодирующей белки ΙΝΏ, из геномной ДНК растения, 
органа или ткани растения. Эти последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ можно выделять и секве- 
нировать с использованием общепринятых способов молекулярной биологии. Затем можно использовать 
биоинформатический анализ для характеризации аллеля(аллелей), например, чтобы определить, какому 
аллелю ΙΝΏ соответствует последовательность, и какой белок или вариант белка ΙΝΏ кодирует последо­
вательность.

Кодирует ли последовательность нуклеиновой кислоты функциональный белок ΙΝΏ, можно анали­
зировать способами рекомбинантной ДНК, как известно в данной области, например, посредством теста 
генетической комплементации с использованием, например, растения АгаЫборк1К, которое является го­
мозиготным по полностью нокаутированному мутантному аллелю ίηά, или растения Вгаккюа парик, кото­
рое является гомозиготным по полностью нокаутированному мутантному аллелю ίηά обоих генов ΙΝΏ- 
А1 и ΙΝΏ-01.

Кроме того, понятно, что последовательности нуклеиновой кислоты ΙΝΏ и их варианты (или фраг­
менты любой из них) можно идентифицировать ίη кШсо, посредством скрининга баз данных нуклеино­
вой кислоты по в основном сходным последовательностям. Подобным образом, последовательность нук­
леиновой кислоты можно синтезировать химически. Представлены также фрагменты молекул нуклеино­
вой кислоты по изобретению, которые описаны далее ниже. Фрагменты включают в себя последователь­
ности нуклеиновой кислоты, кодирующие только домен ЬНЬН, или более мелкие фрагменты, содержа­
щие часть домена ЬНЬН, такую как основной домен или домен НЬН, и т.д.

Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие мутантные белки ΙΝΏ.
Изобретение относится к последовательностям нуклеиновой кислоты, содержащим одну или не­

сколько делеций, вставок или замен нуклеотидов относительно последовательностей нуклеиновой ки­
слоты ΙΝΏ дикого типа, показанных в ЗЕО ΙΌ ΝΟ: 1, З, 5 и 7 из списка последовательностей, где мута- 
ция(мутации) в последовательности нуклеиновой кислоты приводит к значительно уменьшенной биоло­
гической активности, т.е. частично нокаутированной биологической активности кодируемого белка ΙΝΏ 
относительно белка ΙΝΏ дикого типа, так же, как к фрагментам таких мутантных молекул нуклеиновой 
кислоты. Такие мутантные последовательности нуклеиновой кислоты (обозначаемые последовательно­
сти ίηά1’) можно получать и/или идентифицировать с использованием различных известных способов, как 
описано далее ниже. И в этом случае, такие молекулы нуклеиновой кислоты представлены как в эндо­
генной форме, так и в выделенной форме.

В основном любая мутация в последовательностях нуклеиновой кислоты ΙΝΏ дикого типа, которая 
приводит к белку ΙΝΏ, содержащему по меньшей мере одну вставку, делецию и/или замену аминокисло­
ты относительно белка ΙΝΏ дикого типа, может приводить к значительному уменьшению или отсутст­
вию биологической активности. Однако понятно, что конкретные мутации в белке ΙΝΏ, наиболее веро­
ятно, приводят к полному прекращению биологической активности белка ΙΝΏ, такие как мутации, при 
которых значительные части функциональных доменов, таких как ДНК-связывающий домен ("Ь"), домен 
для димеризации ("НЬН") и/или домены регуляции транскрипции, отсутствуют, или при которых кон­
кретные критические аминокислотные остатки в этих доменах, такие как аминокислоты О1и (О). А1а (А) 
и Агд (К) в положениях 5, 9 и 1З или основные аминокислотные остатки (в частности, остатки Агд (К)) в 
положениях 10 и 12 консенсусной последовательности домена ЬНЬН, определенного Нет е1 а1. (200З, 
Мо1 Вю1 Ενο1 20, 7З5-747; соответствующие положениям 12З, 127 и 1З1 и 128 и 1З0 соответственно в 
ЗЕО ГО ΝΟ: 10, см. табл. 1), отсутствуют или заменены предпочтительно не сходными или не консерва­
тивными аминокислотами, в то время как другие мутации в белке ΙΝΏ, наиболее вероятно, приводят к 
значительному уменьшению биологической активности белка ΙΝΏ, такие как мутации, приводящие к 
заменам конкретных аминокислот, например консервативных аминокислот, указанных в табл. 1, вызы­
вающим менее эффективное связывание ДНК, менее эффективную димеризацию и/или менее эффектив­
ную регуляцию транскрипции без полного прекращения биологической активности кодируемого белка 
ΙΝΏ. В \УО09/068З1З (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 
0702З052) описаны, например, полностью нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ, в частности шб-а1- 
етк01, 1иб-с1-етк01 и шб-с1-етк0З, содержащие нонсенс-мутации, приводящие к продукции усеченных 
белков ΙΝΏ с отсутствием домена ЬНЬН, и полностью нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ, в част­
ности 1иб-а1-етк05, кодирующий мутантный белок ΙΝΏ, в котором консервативный Агд в положении 10 
консенсусного домена ЬНЬН заменен на ароматический Шк, тогда как настоящее изобретение относится 
к частично нокаутированным мутантным аллелям ΙΝΏ, в частности, например, шб-с1-етк09, кодирую­
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щему мутантный белок [N0. в котором консервативный А1а в положении 9 консенсусного домена ЬНЬН 
заменен на ТЬг, и шй-с1-етк04, кодирующему мутантный белок ШЭ, в котором консервативный Агд в 
положении 12 консенсусного домена ЬНЬН заменен на Сук.

Молекулы нуклеиновой кислоты могут содержать одну или нескольких мутаций, таких как
"миссенс-мутация", которая представляет собой изменение в последовательности нуклеиновой ки­

слоты, приводящее к замене аминокислоты на другую аминокислоту;
"нонсенс-мутация" или "СТОП-кодон-мутация", которая представляет собой изменение в последо­

вательности нуклеиновой кислоты, приводящее к введению преждевременного СТОП-кодона и таким 
образом, к терминации трансляции (приводящей к усеченному белку); гены растений содержат СТОП­
кодоны трансляции "ТОА" (ИСА в РНК), "ТАА" (ИАА в РНК) и "ТАО" (ИАС в РНК); таким образом, 
любая замена, вставка, делеция нуклеотида, которая приводит к присутствию одного из этих кодонов в 
зрелой мРНК, подлежащей трансляции (в рамке считывания), может привести к терминации трансляции;

"мутация вставки" одной или нескольких аминокислот из-за добавления одного или нескольких ко­
донов к кодирующей последовательности нуклеиновой кислоты;

"мутация делеции" одной или нескольких аминокислот из-за делеции одного или нескольких кодо­
нов в кодирующей последовательности нуклеиновой кислоты;

"мутация сдвига рамки считывания", приводящая к трансляции последовательности нуклеиновой 
кислоты в другой рамке считывания ниже мутации. Мутация сдвига рамки считывания может иметь раз­
личные причины, такие как вставка, делеция или дупликация одного или нескольких нуклеотидов.

В табл. 1 указана длина белка ГОЭ АгаЬШорк1к в 8ЕЦ ГО N0: 10, кодирующей ДНК ГОЭ АгаЬШорк1к 
в 8ЕЦ ГО N0: 9, и белков IN^-А1 и IN^-С1 Вгакыса парик в 8ЕЦ ГО N0: 2 и 6 и 8ЕЦ ГО N0: 4 и 8 соот­
ветственно; положение доменов ЬНЬН в белках ШЭ-А! и ГОО-С! Вгакыса парик на основании указанно­
го положения домена рГат РР00010, домена ктай 8М00353, домена ргокйе Р850888 и домена кирегГат 
03Ό.4.10.280.10 или 88Р47459 белка ГОЭ АгаЬШорык согласно базе данных ТЬе АгаЬШорык ЕтГоппаИоп 
Кекоигсе (ТАГО) (1Шр://\у\у\у.агаЫ<1орк1к.огд/; локус А!4д00120.1, содержание которой приведено в каче­
стве ссылки; 8Е0 ГО N0: 10); положение доменов ЬНЬН и консервативных аминокислот в белках ГОО- 
А1 и ^0-0 Вгакыса парик на основании указанного положения домена ЬНЬН и консервативных амино­
кислот в белке ГОЭ АгаЬШорык согласно Нет е! а1. (2003, Мо1 Вю1 Еуо1 20, 735-747), согласно То1ейо- 
0Πίζ е! а1. (2003, Р1ап! Се11 15: 1749-1770) и согласно ЫЦедгеп е! а1. (2004, Се11, 116, 843-853), содержание 
которых приведено в настоящем документе в качестве ссылки; как дополнительно описано в 
^009/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052), со­
держание которой приведено в настоящем документе в качестве ссылки.
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Таблица 1
Белки ΙΝΌ - области и положения аминокислот (АК)

ΑΧΙΝΟΙ
(δΕΟ Ю ΝΟ: 
10)

ΑΧΙΝΟΙ
(δΕΟ Ю ΝΟ:
9)

ΒηΙΝΟ-Α1
(δΕΟ Ю ΝΟ: 
2/6)

ΒηΙΝΟ-СЛа/Ъ
(δΕΟ Ю 4/8 
из 16-210/ 
δΕΟ Ю 4/8)

Кодирующая
область

ΤΑΙΚ: 1-198
(198 ΑΑ)

1-594 1-185
(185 ΑΑ)

16-210/1-210 
(195/210 ΑΑ)

РР00010 121-168 361-504 120-167 133-180

5М00353 124-173 370-519 123-172 136-185

Р550888 112-168 334-504 111-167 124-180

030.4.10.280.10 114-196 340-588 - 127-208

55Р47459

иПецгеп βί а1.

114-198

30-198
(169 ΑΑ)

340-594

88-594

127-210

ВИНЕ Нет βί а1. 119-174 355-523 118-173 131-186

Τοίεάο-Οτΐίζ βί αΐ. 115-167 343-501 114-166 127-179

иПсцгсп βί αΐ. 119-167 355-501 118-166 131-179

Ь Нет βί αΐ. 119-131 355-393 118-132 131-145

Τοίεάο-Οτΐίζ βί αϊ. 115-131 343-393 114-132 127-145

ЫЦедгеп βί αϊ. 119-131 355-393 118-132 131-145

Н1 Нет βί αϊ. 132-146 394-438 133-145 146-158

Τοίεάο-Οτΐίζ βί αϊ. 132-146 394-438 133-145 146-158

ЫЦедгеп βί αϊ. 132-145 394-435 133-144 146-157

ь Нет βί αϊ. 147-152 439-456 146-151 159-164

Τοίεάο-Οτΐίζ βί αϊ. 147-152 439-456 146-151 159-164

ЫЦе§геп βί αϊ. 146-152 436-456 145-151 158-164

Н2 Нет βί αϊ. 153-174 457-523 152-173 165-186

Τοίεάο-Οτΐίζ βί αϊ. 153-167 457-501 152-166 165-179

ЫЦедгеп βί αϊ. 153-167 457-501 152-166 165-179
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Консервативные Ν(1τ) 115 343-345 114 127
АК

У(2Т) 116 346-348 115 128

Ω(5Η) 123 367-379 122 135

А (9Η-13Τ) 127 379-381 126 139

К(10н-14т) 128 382-384 127 140

К (12н-16т) 130 388-390 129 142

К(13н) 131 391-393 130 143

I (16н-20т) 134 400-403 133 146

δ (21т) 135 404-406 134 147

I (20н-24т) 138 412-414 137 150

Ь (23н-27т) 141 421-423 140 153

К (28т) 142 424-426 141 154

V (27н) 145 433-435 144 157

К (39т) 150 448-450 149 162

Т (42 т) 153 460-463 152 165

А(36н) 154 460-462 153 166

М (45т) 156 466-468 155 168

Ь (39н-46т) 157 469-471 156 169

А (49т) 160 478-480 159 172

I (43н-50т) 161 481-483 160 173

Υ (52т) 163 487-489 162 175

Т (53 т) 164 490-492 163 176

Ь (49н-56т) 167 499-501 166 179

V (53н) 171 511-513 170 183

Ь(56н) 174 580-582 173 (А) 186

в ίηά ΐηά-5
(\ν 1ЗЗТОР)1

42 124-126 25 41

ίηά-2 (А26>Р8)Ь 55 163-165 - -

ίηά-6® Вставка 
после 61

Вставка 
после 185

- -

ΐηά-4
(063>5ТОР)Ь

92 274-276 91 104

ΐηά-З (К99>Н)Ь 128 382-384 127 140

ΐηά-1 (Ы 12>Р)Ь 141 421-423 140 153

Не1т еί а1., н: Нет еί а1., 2003, Мо1 Вю1 Ενοί 20, 735-747; Το^άο-Οίίίζ еί а1., Τ: То1ебо- 
ΟιΊιζ еί а1., 2003, Р1ап! Се11 15: 1749-1770; Ьфедгеп еί а1., ь: Ьфедгеп еί а1., 2004, Се11, 
116, 843-853; Ш: Ши е1 а1., 2006, Р1апЩ224, 971-979.

Оптимальное выравнивание последовательностей нуклеиновой кислоты (8Ε^ ΙΌ ΝΟ: 9) и амино­
кислот (8Ε^ ΙΌ ΝΟ: 10) ΙΝΌ АгаЫбор818 с последовательностями нуклеиновой кислоты ΙΝΌ, в частности 
с последовательностями нуклеиновой кислоты (8Ε^ ΙΌ ΝΟ: 1 и 3) и аминокислот (8Ε^ ΙΌ ΝΟ: 2 и 4) 
ΙΝΌ Вга881са по настоящему изобретению, позволяет определять положения соответствующих консерва­
тивных доменов и аминокислот в этих последовательностях Вга881са (см. в табл. 1 последовательности 
ΙΝΌ Вга881са из ^ΕΟ ΙΌ ΝΟ: 1-4).

Таким образом, один вариант осуществления относится к частично нокаутированным мутантным 
последовательностям нуклеиновой кислоты ΙΝΌ, содержащим одну или несколько из любых типов му­
таций, описанных выше. Другом вариант осуществления относится к частично нокаутированным после­
довательностям тб, содержащим одну или несколько СТОП-кодон- (нонсенс-) мутаций, одну или не­
сколько миссенс-мутаций и/или одну или несколько мутаций сдвига рамки считывания. Любая из выше­
указанных мутантных последовательностей нуклеиновой кислоты представлена в чистом виде (в выде­
ленной форме), как представлены растения и части растений, эндогенно содержащие такие последова­
тельности. В таблицах в этом документе ниже описаны наиболее предпочтительные аллели тб, и депо­
зиты семян Вга881са пари8, содержащие один или несколько аллелей тб, депонированы, как указано.

Нонсенс-мутация в аллеле ΙΝΌ, как применяют в настоящем документе, представляет собой мута­
цию в аллеле ΙΝΌ, при которой один или несколько СТОП-кодонов трансляции введено в кодирующую 
ДНК и соответствующую последовательность мРНК соответствующего аллеля ΙΝΌ дикого типа. СТОП­
кодоны трансляции представляют собой ТОА (ИОА в мРНК), ТАА (ИАА) и ТАО (ИАО). Таким образом, 
любая мутация (делеция, вставка или замена), приводящая к образованию СТОП-кодона в рамке считы­
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вания в кодирующей последовательности, может приводить к терминации трансляции и усечению ами­
нокислотной цепи. Один вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному 
аллелю ΙΝΌ, содержащему нонсенс-мутацию, где СТОП-кодон в рамке считывания введен в последова­
тельность кодонов ΙΝΌ посредством замены одного нуклеотида, такой как мутация САО до ΤΑΟ, ТОО 
до ТАО, ТОО до ТОА, или САА до ТАА. Другой вариант осуществления относится к частично нокаути­
рованному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему нонсенс-мутацию, где СТОП-кодон в рамке считыва­
ния введен в последовательность кодонов ΙΝΌ посредством двойных замен нуклеотидов, таких как мута­
ция САО до ТАА, ТОО до ТАА, или СОО до ТАО или ТОА. Другой вариант осуществления относится к 
частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему нонсенс-мутацию, где СТОП-кодон 
в рамке считывания введен в последовательность кодонов ΙΝΌ посредством тройных замен нуклеотидов, 
таких как мутация СОО до ТАА. В усеченном белке отсутствуют аминокислоты, кодируемые кодирую­
щей ДНК ниже мутации (т.е. С-концевая часть белка ΙΝΌ), и сохраняются аминокислоты, кодируемые 
кодирующей ДНК выше мутации (т.е. Ν-концевая часть белка ΙΝΌ). Один вариант осуществления отно­
сится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему нонсенс-мутацию, присут­
ствующую где-либо до консервативного остатка Ьеи домена Н2 (в положении 56 в консенсусной после­
довательности домена ЬНЬН, как описано в Не1т е! а1., 2003, см. табл. 1), так что, по меньшей мере, кон­
сервативный остаток Ьеи отсутствует. Чем более усеченным является мутантный белок ΙΝΌ по сравне­
нию с белком ΙΝΌ дикого типа, тем скорее усечение может приводить к значительно уменьшенной ак­
тивности белка ΙΝΌ. Считают, что, чтобы мутантный белок ΙΝΌ сохранял некоторую биологическую 
активность, он должен, по меньшей мере, содержать ДНК-связывающий (Ь) домен. Таким образом, дру­
гой вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержа­
щему нонсенс-мутацию, приводящую к усеченному белку из менее приблизительно 170 аминокислот (с 
отсутствием консервативного Ьеи), менее приблизительно 150 аминокислот (с отсутствием домена Н2), 
менее приблизительно 145 аминокислот (с отсутствием доменов I. и Н2) или менее приблизительно 130 
аминокислот (с отсутствием домена НЬН) (см. табл. 1).

В таблицах ниже описан ряд возможных нонсенс-мутаций в последовательностях ΙΝΌ Вгакыса па­
рик, представленных в настоящем документе.

Таблица 2а
Потенциальные СТОП-кодон-мутации в ШО-А1 (8Е^ ΙΌ Ν0: 1)
Положение

аминокислоты
Положение
нуклеотида

Кодон дикого типа
—> мутантный кодон

Аминокислота дикого
типа —> мутантная

аминокислота

25 74 Ёдд -> Ёад ТРР СТОП

75 Ёдд —> Ёда ТРР -> СТОП

74 + 75 Ёдд —> Ёаа ТРР -> СТОП

57 169 сад -> Сад 0124 -> СТОП

169+171 сад —> Ёаа С124 СТОП

91 271 саа —> Ёаа С124 СТОП

98 292 сад -> Ёад С124 СТОП

292+294 сад —> Ёаа С124 СТОП

122 364 сад —> Ёад С124 -> СТОП

364+366 сад —> Ёаа С124 -> СТОП

128 382+383 сдд Ёад АРС СТОП

382+384 сдд -> Ёда АРС СТОП

382+383+384 сдд —> Ёаа АРС СТОП

138 412+413 сдд —> Ёад АРС -> СТОП

412+414 сдд Ёда АРС -> СТОП

412+413+414 сдд —> Ёаа АРС -> СТОП

168 502+503 сдд -> Ёад АРС СТОП

502+504 сдд Еда АРС СТОП

502+503+504 сдд -> Ёаа АРС СТОП

169 505 сад —> Ёад С124 -> СТОП
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505+507 сад —> Еаа СЬИ -> СТОП

181 542 Едд —> Еад ТЕР СТОП

543 Едд —> Еда ТЕР -> СТОП

542+543 Едд —> Еаа ТЕР СТОП

Таблица 2Ь
Потенциальные СТОП-кодон-мутации в ΙΝΏ-Ο (8Е^ ΙΌ NО: 3)

Положение
аминокислоты

Положение
нуклеотида

Кодон дикого типа
—> мутантный кодон

Аминокислота
дикого типа

мутантная
аминокислота

41 122 Едд —> Еад ТЕР СТОП

123 Едд —> Еда ТЕР -> СТОП

122+123 Едд —> Еаа ТЕР -> СТОП

50 148 саа —> Еаа 0144 СТОП

73 271 сад —> Еад С144 СТОП

271+272 сад —> Еаа С144 СТОП

104 310 саа —> Еаа С144 —> СТОП

111 331 сад —> Еад С144 СТОП

331+333 сад —> Еаа С144 -> СТОП

135 403 сад —> Еад С144 -> СТОП

403+405 сад —> Еаа С144 СТОП

141 421+422 едд —> Еад ЛЕС СТОП

421+423 едд —> Еда ЛЕС -> СТОП

421+422+423 едд —> Еаа ЛЕС -> СТОП

151 451+452 едд —> Еад ЛЕС -> СТОП

451+453 едд —> Еда ЛЕС СТОП

451+452+453 едд —> Еаа ЛЕС -> СТОП

181 541+542 едд —> Еад ЛЕС -> СТОП

541+543 едд —> Еда АКС -> СТОП

541+542+543 едд —> Еаа ЛЕС -> СТОП

182 544 сад —> Еад С144 СТОП

544+546 сад —> Еаа С144 -> СТОП

187 559 сад —> Еад С144 -> СТОП

559+561 сад —> Еаа С144 -> СТОП

191 571 сад —> Еад С144 -> СТОП

571+573 сад -> Еаа С144 СТОП

Очевидно, что мутации не являются ограниченными показанными в вышеуказанных таблицах, и 
понятно, что аналогичные СТОП-мутации могут присутствовать в аллелях тй, отличных от показанных 
в списке последовательностей и со ссылкой на таблицы выше.

Миссенс-мутация в аллеле ΙΝΌ, как применяют в настоящем документе, представляет собой любую 
мутацию (делецию, вставку или замену) в аллеле ΙΝΌ, при которой один или несколько кодонов изменя­
ются в последовательности кодирующей ДНК и соответствующей мРНК соответствующего аллеля ΙΝΌ 
дикого типа, приводя к замене одной или нескольких аминокислот в белке ΙΝΌ дикого типа на одну или 
несколько других аминокислот в мутантном белке ΙΝΌ. Один вариант осуществления относится к час­
тично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему миссенс-мутацию, приводящую к за­
мене остатка валина (Уа1) в положении 124 белка ΙΝΌ в 8Е^ ΙΌ NО: 2, или в последовательности, в ос­
новном сходной с ней, в частности, на остаток метионина (Ме!), например аллель тй-а1-ЕМ806 (табл. 
3 а). Другой вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, 
содержащему миссенс-мутацию, приводящую к замене остатка глицина (О1у) в положении 146 белка
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ΙΝΌ в 8ГС) ΙΌ ΝΟ: 2, или в последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток сери­
на (8ег), например аллель тб-а1-ЕМ809 (табл. 3а). Другой вариант осуществления относится к частично 
нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему миссенс-мутацию, приводящую к замене ос­
татка аланина (А1а) в положении 159 белка ΙΝΌ в 8ГС) ΙΌ ΝΟ: 2, или в последовательности, в основном 
сходной с ней, в частности, на остаток валина (Уа1), например аллель тб-а1-ЕМ813 (табл. 3а). Другой 
вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему 
миссенс-мутацию, приводящую к замене остатка треонина (ТНг) в положении 136 белка ΙΝΌ в 8Е^ ΙΌ 
ΝΟ: 4, или в последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток метионина (Ме!), 
например аллель тб-с1-ЕМ808 (табл. 3Ъ). Следующий вариант осуществления относится к частично но­
каутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, содержащему миссенс-мутацию, приводящую к замене остат­
ка аланина (А1а) в положении 139 белка ΙΝΌ ΐη 8ГС) ΙΌ ΝΟ: 4 или в последовательности, в основном 
сходной с ней, в частности, на остаток треонина (ТНг), например аллель тб-с7-ЕМ809 (табл. 3Ъ). Допол­
нительный вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, 
содержащему миссенс-мутацию, приводящую к замене остатка аргинина (Агд) в положении 142 белка 
ΙΝΌ в 8ГС) ΙΌ ΝΟ: 4, или в последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток цис­
теина (Суз), например аллель тб-с1-ЕМ804 (табл. 3Ъ). Эталонные семена, содержащие аллели тб-а1- 
ЕМ806, 1пб-а1-ЕМ809, тб-а1-ЕМ813, тб-с1-ЕМ808, тб-с1-ЕМ809 и тб-с1-ЕМ804 в гомозиготном со­
стоянии, депонированы в №МВ Ышйеб (Регдизоп ВщНтд, Сга1Ъз!опе Ез!а!е, ВискзЪит, АЪегбееп, 8со!- 
1апб, АВ21 9УА, ИК) 7 июля 2008 г. под инвентарными номерами NСIМВ 41570, NСIМВ 41571, NСIМВ 
41572, ШМВ 41573, ΝΟΜβ 41574 и ЖШВ 41575 соответственно.

Таблица 3 а
Миссенс-мутации в ΙΝΌ-А!

Положение
аминокислоты

8ЕО ГО: 2/6

Положение
нуклеотида

Кодон 
дикого типа

мутантный
кодон

Аминокислота
дикого типа

мутантная
аминокислота

Наименование
аллеля

Номер
депозита

8Εζ) ГО:
1

8Εζ) ГО:
5

124 370 930 01ц а!д УД ί МЕТ шй-а1-ЕМ806 Νί'ΙΜΒ
41570

146 436 996 Оде аде ОЬУ ЗЕК шй-а1-ЕМ809 Νί'ΙΜΒ
41571

159* 476 1036 Осе д!с АЬА -> УАЬ шй-а1-ЕМ813 Νί'ΙΜΒ
41572

Таблица 3Ъ
Миссенс-мутации в ΙΝΡ-Ο (8Е^ ΙΌ ΝΟ: 3)

Положение
аминокислоты

ЗЕ(2 ГО: 4/8

Положение
нуклеотида

Кодон 
дикого типа

мутантный
кодон

Аминокислота
дикого типа

мутантная
аминокислота

Наименование
аллеля

Номер
депозита

ЗЕС ГО: ЗЕС ГО:
7

136 407 903 асд а!д ТНК МЕТ тй-с1-ЕМ308 Νί'ΙΜΒ
41573

139* 415 911 дс! —> ас! АЬА ТНК шй-с1-ЕМ309 Νί'ΙΜΒ
41574

142* 424 920 с§! —> !§! АКО -> СУЗ шй-с1-ЕМ304 Νί'ΙΜΒ
41575

Другой вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, 
содержащему миссенс-мутацию, кодирующему белок ΙΝΌ, где одна или несколько консервативных ами­
нокислот, указанных выше или в табл. 1 заменена/заменены, например, частично нокаутированными му­
тантными аллелями ΙΝΌ тб-а1-ЕМ813, тб-с1-ЕМ804 и тб-с1-ЕМ809 (отмечены * в табл. 3). Как описа­
но в Нет е! а1. (2003, Мо1 Вю1 Еуо1 20, 735-747), ТоЫо-Ογϊιζ е! а1. (2003, Р1ап! Се11 15: 1749-1770), ЬЩе- 
дгеп е! а1. (2004, Се11, 116, 843-853), и ШС)09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской 
патентной заявки ЕР 07023052), некоторые из консервативных аминокислот являются более критически­
ми для биологической активности белка ΙΝΌ, чем другие. Таким образом, например, миссенс-мутации, 
приводящие, например, к замене аминокислот в положениях 5, 9 (например, тб-с1-ЕМ809) и 13 или в 
положениях 10 (например, тб-а1-ЕМ805) и 12 (например, тб-с1-ЕМ804) консенсусной последователь­
ности домена ЪНЬН, определенной Нет е! а1. (выше), более вероятно приводят к значительно умень­
шенной активности из-за сниженной способности белка ΙΝΌ связывать ДНК-мишень. Подобным обра­
зом, миссенс-мутации, приводящие, например, к замене аминокислот в положениях 16, 20, 23, 27 в спи­
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рали 1 или в положениях 36, 39, 43, 49 (например, тй-а1-ЕМ813), 53 и 56 в спирали 2 консенсусной по­
следовательности домена ЬНЬН, определенной Не1т е! а1. (выше), более вероятно приводят к значитель­
но уменьшенной активности из-за сниженной способности белка ΙΝΌ к димеризации.

В другом варианте осуществления частично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΌ, содержащий 
миссенс-мутацию, который можно применять по изобретению, представляет собой аллель ΙΝΌ, содер­
жащий миссенс-мутацию, соответствующую миссенс-мутации в частично нокаутированных аллелях ΐηά- 
1 Α^аЬ^άορ8^8 (Ы^едгеп е! а1., 2004, выше) (см. табл. 1).

Мутация сдвига рамки считывания в аллеле ΙΝΌ, как применяют в настоящем документе, представ­
ляет собой мутацию (делецию, вставку, дупликацию и т.п.) в аллеле ΙΝΌ, которая приводит к трансляции 
последовательности нуклеиновой кислоты в другой рамке считывания ниже мутации.

Аминокислотные последовательности по изобретению.
Представлены частично нокаутированные мутантные аминокислотные последовательности ΙΝΌ 

(т.е. аминокислотные последовательности ΙΝΌ, содержащие одну или несколько мутаций, приводящих к 
значительно уменьшенной биологической активности белка ΙΝΌ) из Вга881сасеае, в частности из вида 
Вга881са, особенно из Вга881са пари8, но также из других сельскохозяйственных видов Вга881са. Например, 
вид Вга881са, содержащий геном А и/или С, может кодировать различные аминокислоты ΙΝΌ-Α1 или 
ΙΝΏ-Ο, которые являются в основном сходными с новыми частично нокаутированными мутантными 
белками ΙΝΌ по настоящему изобретению. Кроме того, способы мутагенеза можно использовать для по­
лучения мутаций в аллелях ΙΝΌ дикого типа, таким образом получая мутантные аллели, которые могут 
кодировать дополнительные мутантные белки ΙΝΌ, в основном сходные с частично нокаутированными 
мутантными белками ΙΝΌ по настоящему изобретению. Один вариант осуществления относится к му­
тантным аминокислотным последовательностям ΙΝΌ в растении Вга881са (т.е. эндогенным). Однако вы­
деленные аминокислотные последовательности ΙΝΌ (например, выделенные из растения или полученные 
синтетически) так же, как их варианты и фрагменты любого из них, также представлены в настоящей 
заявке.

Аминокислотные последовательности, в основном сходные с новыми частично нокаутированными 
мутантными белками ΙΝΌ по настоящему изобретению, можно получать заменой аминокислот в частич­
но нокаутированных аминокислотных последовательностях ΙΝΌ по настоящему изобретению на другие 
аминокислоты, обладающие сходными свойствами (такими как сходная гидрофобность, гидрофильность, 
антигенность, склонность формировать или разрушать структуры α-спирали или структуры β-листа). 
Таблицы консервативных замен хорошо известны в данной области (см., например, СгещЫоп (1984) Рго- 
1еш8. ^.Н. Ргеетап апй Сотрапу и табл. 4 настоящей патентной заявки).

Таблица 4
 Примеры консервативных замен аминокислот

Остаток Консервативные замены Остаток Консервативные замены

А1а Зег Ьеи 11е, Уа1

Агд Ьуз Ьуз Агд, 61п

Азп 61η, ΗΪ3 МеЬ Ьеи, 11е

Азр 61и РЬе МеЬ, Ьеи, Туг

С1п Азп Зег ТЬг, С1у

Суз Зег ТЬг Зег, Уа1

61и Азр Тгр Туг

61у Рго Туг Тгр, РЬе

ΗΪ3 Азп, 61п Уа1 Т1е, Ьеи

Не Ьеи, Уа1

Новые частично нокаутированные мутантные аминокислотные последовательности из белков ΙΝΌ 
дикого типа ΙΝΌ-Α1 и ΙΝΓ)-ί.Ί выделены из Вга881са пари8. Последовательности ΙΝΌ дикого типа, как 
описано в Ш(')09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 
07023052), показаны в 8ЕС) ΙΌ ΝΟ: 2 и 8ЕС) ΙΌ ΝΟ: 4, в то время как новые частично нокаутированные 
мутантные последовательности ΙΝΌ из этих последовательностей, и из последовательностей, в основном 
сходных с этими, описаны в настоящем документе ниже и в примерах, по отношению к последователь­
ностям ΙΝΌ дикого типа. Как описано выше, белки ΙΝΌ дикого типа Вга881са пари8 имеют длину прибли­
зительно 185-210 аминокислот и содержат ряд структурных и функциональных доменов.

"Аминокислотные последовательности ΙΝΌ-Α1" или "аминокислотные последовательности вариан­
тов ΙΝΌ-Α1" по изобретению представляют собой аминокислотные последовательности, обладающие по 
меньшей мере 75, по меньшей мере 80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95,
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98, 99 или 100% идентичностью последовательности с δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 2. Эти аминокислотные последова­
тельности можно обозначать также как "в основном сходные" или "по существу, идентичные" с последо­
вательностями ΙΝΏ, представленными в списке последовательностей.

"Аминокислотные последовательности ΙΝΏ-СГ' или "аминокислотные последовательности вариан­
тов ΙΝΏ-СГ' по изобретению представляют собой аминокислотные последовательности, обладающие по 
меньшей мере 75, по меньшей мере 80, по меньшей мере 85, по меньшей мере 90, по меньшей мере 95, 
96, 97, 98, 99 или 100% идентичностью последовательности с δΕΟ ГО ΝΟ: 4 (ΙΝΏ-Ο-1οη§) или с δΕΟ ГО 
ΝΟ: 4 от аминокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 210 (ΙΝΏ-ΟΊ-δΙιοΠ). Эти амино­
кислотные последовательности можно обозначать также как "в основном сходные" или "по существу, 
идентичные" с последовательностями ΙΝΏ, представленными в списке последовательностей.

Таким образом, изобретение относится к новым, частично нокаутированным мутантным последова­
тельностям из аминокислотных последовательностей дикого типа функциональных белков ΙΝΏ-Α1 и 
ΙΝΏ-Ο, включая их варианты и фрагменты (как определено далее ниже), при этом мутация в аминокис­
лотной последовательности предпочтительно приводит к значительному уменьшению биологической 
активности белка ΙΝΏ по сравнению с биологической активностью соответствующего белка ΙΝΏ дикого 
типа. Значительное уменьшение биологической активности белка ΙΝΏ относится в настоящем документе 
к уменьшению активности связывания ДНК, способности к димеризации и/или активности регуляции 
транскрипции белка ΙΝΏ, так что устойчивость к растрескиванию стручков растения, экспрессирующего 
мутантный белок ΙΝΏ, увеличена по сравнению с растением, экспрессирующим соответствующий белок 
ΙΝΏ дикого типа, по сравнению с устойчивостью к растрескиванию стручков соответствующего расте­
ния дикого типа.

В настоящей заявке представлены как эндогенные, так и выделенные аминокислотные последова­
тельности. Представлены также фрагменты аминокислотной последовательности ΙΝΏ и аминокислотные 
последовательности вариантов ΙΝΏ, определенные выше. "Фрагмент" аминокислотной последовательно­
сти ΙΝΏ или ее варианта (как определено) может иметь различную длину, например по меньшей мере 10, 
12, 15, 18, 20, 50, 100, 150, 175, 180 непрерывных аминокислот из последовательности ΙΝΏ (или из вари­
анта последовательности).

Аминокислотные последовательности функциональных белков ΙΝΏ.
Аминокислотные последовательности, показанные в списке последовательностей, представляют 

собой функциональные белки ΙΝΏ дикого типа из Вгаввюа парив. Таким образом, эти последовательности 
являются эндогенными для растений Вгаввюа парив, из которых они выделены. Можно проводить скри­
нинг других сельскохозяйственных видов, сортов, генеалогических линий или диких образцов Вгаввюа 
по другим функциональным белкам ΙΝΏ с такими же аминокислотными последовательностями или их 
вариантами, как описано выше.

Кроме того, понятно, что аминокислотные последовательности ΙΝΏ и их варианты (или фрагменты 
любого из них) можно идентифицировать ίη 8Ϊ1ϊοο, посредством скрининга баз данных аминокислот в 
основном по сходным последовательностям. Представлены также фрагменты аминокислотных молекул 
по изобретению. Фрагменты включают в себя аминокислотные последовательности домена ЪНЬН или 
более мелкие фрагменты, содержащие часть домена ЪНЬН, такие как основной домен или домен НЬН и 
т.д.

Аминокислотные последовательности мутантных белков ΙΝΏ. Изобретение относится к аминокис­
лотным последовательностям, содержащим одну или несколько делеций, вставок или замен аминокислот 
относительно аминокислотных последовательностей ΙΝΏ дикого типа, показанных в δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 2 и 4 из 
списка последовательностей, где мутация(мутации) в аминокислотной последовательности приводит к 
значительно уменьшенной биологической активности, т. е. частично нокаутированной биологической 
активности, кодируемого белка ΙΝΏ относительно белка дикого типа так же, как к фрагментам таких му­
тантных аминокислотных молекул. Такие мутантные аминокислотные последовательности можно полу­
чать и/или идентифицировать с использованием различных известных способов, как описано выше. И в 
этом случае, такие аминокислотные молекулы представлены как в эндогенной форме, так и в выделен­
ной форме.

Как описано выше, в основном любая мутация в аминокислотных последовательностях ΙΝΏ дикого 
типа, которая приводит к белку ΙΝΏ, содержащему по меньшей мере одну вставку, делецию и/или замену 
аминокислоты относительно белка ΙΝΏ дикого типа, может приводить к значительному уменьшению или 
отсутствию биологической активности. Однако понятно, что конкретные мутации в белке ΙΝΏ более ве­
роятно приводят к полному прекращению биологической активности белка ΙΝΏ, такие как мутации, при­
водящие к усеченным белкам, при которых значительные части функциональных доменов, таких как 
ДНК-связывающий домен ("Ъ"), домен для димеризации ("НЬН"), и/или аминокислоты, которые являют­
ся важными для регуляции транскрипции (см. табл. 1), отсутствуют, или мутации, при которых конкрет­
ные критические аминокислотные остатки в этих доменах, такие как аминокислоты О1п (О). Д1а (А) и 
Лгд (К) в положении 5, 9, и 13 или основные аминокислотные остатки (в частности, остатки Лгд (К)) в 
положениях 10 и 12 консенсусной последовательности домена ЪНЬН, определенного Нет е! а1. (выше; 
соответствующие положениям 123, 127 и 131, и 128 и 130 соответственно в δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 10, см. табл. 1)
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отсутствуют или заменены предпочтительно не сходными или не консервативными аминокислотами, в 
то время как другие мутации в белке, более вероятно, приводят к значительному уменьшению биологи­
ческой активности белка ГОЭ, такие как мутации, приводящие к заменам конкретных аминокислот, на­
пример консервативных аминокислот, указанных в табл. 1, вызывающим менее эффективное связывание 
ДНК, менее эффективную димеризацию и/или менее эффективную регуляцию транскрипции без полного 
прекращения биологической активности кодируемого белка ГОЭ.

Таким образом, один вариант осуществления относится к частично нокаутированным мутантным 
белкам ГОЭ, содержащим одну или несколько мутаций делеции или вставки, при которых деле- 
ция(делеции) или вставка(вставки) приводит(приводят) к мутантному белку, обладающего значительно 
уменьшенной активностью ш νίνο. Такие мутантные белки ГОЭ представляют собой белки ГОЭ, где по 
меньшей мере 1, по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 100, 150, 175, 180 или несколько амино­
кислот делетированы или вставлены по сравнению с белком ГОЭ дикого типа, при этом деле- 
ция(делеции) или вставка(вставки) приводит(приводят) к мутантному белку, обладающему значительно 
уменьшенной активностью ш νίνο.

Другой вариант осуществления относится к частично нокаутированным мутантным белкам ГОЭ, 
которые являются усеченными, при этом усечение приводит к мутантному белку, обладающему значи­
тельно уменьшенной активностью ш νίνο. Такие усеченные белки ГОЭ представляют собой белки ГОЭ, у 
которых отсутствуют функциональные домены в С-концевой части соответствующего белка ГОЭ дикого 
типа и у которых сохраняется ^концевая часть соответствующего белка ГОЭ дикого типа. Таким обра­
зом, один вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, со­
держащему ^концевую часть соответствующего белка ГОЭ дикого типа вплоть до, но не включительно, 
консервативного остатка Ьеи домена Н2 (в положении 56 в консенсусной последовательности домена 
ЬНЬН, как описано в Нет е1 а1., 2003, см. выше). Чем более усеченным является мутантный белок ГОЭ 
по сравнению с белком ГОЭ дикого типа, тем скорее усечение может приводить к значительно умень­
шенной активности белка ГОЭ. Считают, что, чтобы мутантный белок ГОЭ сохранял некоторую биологи­
ческую активность, он должен, по меньшей мере, содержать ДНК-связывающий (Ь) домен. Таким обра­
зом другой вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, со­
держащему ^концевую часть соответствующего белка ГОЭ дикого типа с отсутствием части или всего 
второго домена Н, и/или с отсутствием части или всего домена Ь, и/или с отсутствием части или всего 
первого домена Н (см. табл. 1).

Другой вариант осуществления относится к частично нокаутированным мутантным белкам ГОЭ, 
содержащим одну или несколько мутаций замены, при этом замена(замены) приводит(приводят) к му­
тантному белку, обладающему значительно уменьшенной активностью ш νίνο. Один вариант осуществ­
ления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, содержащему мутацию замены, 
приводящую к замене остатка валина (Уа1) в положении 124 белка ГОЭ в 8ЕО ГО N0: 2 или в последова­
тельности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток метионина (МеЕ), так, как в частично но­
каутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем тй-а1-ЕМ806 (табл. 3а). Другой вариант осу­
ществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, содержащему мутацию 
замены, приводящую к замене остатка глицина (О1у) в положении 146 белка ГОЭ в 8ЕО ГО N0: 2 или в 
последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток серина (8ег), так, как в частично 
нокаутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем шй-а1-ЕМ§09 (табл. 3а). Другой вариант 
осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, содержащему мутацию 
замены, приводящую к замене остатка аланина (А1а) в положении 159 белка ГОЭ в 8Е0 ГО N0: 2 или в 
последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток валина (Уа1), так, как в частично 
нокаутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем шй-а1-ЕМ§13 (табл. 3а). Другой вариант 
осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, содержащему мутацию 
замены, приводящую к замене остатка треонина (ТЬг) в положении 136 белка ГОЭ в 8Е0 ГО N0: 4 или в 
последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток метионина (МеЕ) так, как в час­
тично нокаутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем шй-с1-ЕМ§08 (табл. 3Ь). Следую­
щий вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, содержа­
щему мутацию замены, приводящую к замене остатка аланин (А1а) в положении 139 белка ГОЭ в 8Е0 ГО 
N0: 4, или в последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток треонина (ТЬг) так, 
как в частично нокаутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем шй-с1-ЕМ§09 (табл. 3Ь). 
Дополнительный вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку 
ГОЭ, содержащему мутацию замены, приводящую к замене остатка аргинина (Агд) в положении 142 бел­
ка ГОЭ в 8Е0 ГО N0: 4, или в последовательности, в основном сходной с ней, в частности, на остаток 
цистеина (Сув) так, как в частично нокаутированном мутантном белке ГОЭ, кодируемом аллелем ΐπά-οί- 
ЕМ804 (табл. 3Ь).

Другой вариант осуществления относится к частично нокаутированному мутантному белку ГОЭ, 
содержащему мутацию замены, приводящую к замене консервативных аминокислотных остатков, как 
указано выше или в табл. 1, так, как в частично нокаутированном мутантном белке ΙΜΌ, кодируемом ίπά- 
а1-ЕМ813, шй-с1-ЕМ804 или тй-с1-ЕМ809 (отмечены * в табл. 3).
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Способы по изобретению.
В другом аспекте изобретение относится к способам получения и селекции растений с высвобожде­

нием семян растрескиванием, и их клеток, частей, семян или потомства, содержащих по меньшей мере 
один частично и/или по меньшей мере один полностью нокаутированный аллель ίπά. В частности, пред­
ставлены способы получения и селекции растений Вга881са, содержащих по меньшей мере два гена ΙΝΏ, 
в частности растений Вга881са пари8 и их клеток, частей, семян или потомства, содержащих по меньшей 
мере один частично и/или по меньшей мере один полностью нокаутированный аллель ίΐ'ΐά по меньшей 
мере в одном из по меньшей мере двух различных локусов ΙΝΏ в геноме, например по меньшей мере в 
одном из двух различных локусов генов ΙΝΏ-Α1 и ΙΝΏ-Ο Вга881са, и установления различий между при­
сутствием полностью нокаутированных аллелей ιτιά, частично нокаутированных аллелей ίΐ'ΐά и аллелей 
ΙΝΏ дикого типа в растении с высвобождением семян растрескиванием или в части растения. Таким об­
разом, представлены способы (такие как мутагенез и/или селекция с использованием маркера) получения 
и/или идентификации частично нокаутированных аллелей ίΐ'ΐά и/или полностью нокаутированных алле­
лей ώά, или растений с высвобождением семян растрескиванием, или частей растений, содержащих та­
кие аллели ωά, и комбинации подходящим образом частично нокаутированных аллелей ίΐ'ΐά и/или полно­
стью нокаутированных аллелей ιτιά, и/или различных типов частично нокаутированных аллелей ιτιά, 
и/или полностью нокаутированных аллелей ίπά в одном растении с высвобождением семян растрескива­
нием для изменения свойств растрескивания плода растений, в частности, для уменьшения осыпания 
семян, или замедления осыпания семян до окончания сбора урожая, при сохранении в то же самое время 
агрономически релевантной обмолачиваемости стручков.

Частично и полностью нокаутированные мутантные аллели ίιιά по изобретению можно получать 
(например, индуцировать посредством мутагенеза) и/или идентифицировать с использованием ряда спо­
собов, общепринятых в данной области, например с использованием способов на основе ПЦР для ам­
плификации части или всей геномной ДНК или кДНК ίΐ'ΐά.

После мутагенеза растения выращивают из обработанных семян или регенерируют из обработан­
ных клеток с использованием известных способов. Например, подвергнутые мутагенезу семена можно 
высевать в соответствии с общепринятыми способами выращивания, и после самоопыления на растениях 
образуются семена. Альтернативно, можно выделять двойные гаплоидные проростки из обработанных 
клеток микроспор или пыльцы, чтобы сразу формировать гомозиготные растения, например, как описано 
в Соуепйу е1 а1. (1988, Мапиа1 Гог Мюго8роге СиНиге ТесЬшцие Гог Вга881са пари8. Эер. Сгор 8с1. ТесЬп. 
Ви11. ОΑС РиЬНсайоп 0489. Ищу. оГ Сие1рЬ, Сие1рЬ, Оп1агю, Саηаάа). Дополнительные семена, которые 
образуются в результате такого самоопыления в настоящем или последующем поколении, можно соби­
рать и проводить скрининг по присутствию мутантных аллелей ΙΝΏ, с использованием способов, обще­
принятых в данной области, например способы на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР) (ампли­
фикация аллелей ίπά) или способы на основе гибридизации, например анализ Саузерн-блоттингом, скри­
нинг библиотеки ВАС и т.п., и/или прямое секвенирование аллелей ίτά. Для скрининга по присутствию 
точечных мутаций (так называемых однонуклеотидных полиморфизмов или 8ΝΡ) в мутантных аллелях 
ΙΝΏ, можно использовать способы детекции 8ΝΡ, общепринятые в данной области, например способы 
на основе олиголигирования, способы на основе удлинения одного основания или способы на основе 
различий в участках рестрикции, такие как ΤΙΩυΝΟ.

Как описано выше, мутагенез (спонтанный так же, как и индуцированный) специфического аллеля 
ΙΝΏ приводит к присутствию одного или нескольких делетированных, вставленных или замененных 
нуклеотидов (далее в настоящем документе называемых "область мутации") в полученном мутантном 
аллеле ΙΝΏ. Мутантный аллель ΙΝΏ можно, таким образом, характеризовать по положению и конфигу­
рации одного или нескольких делетированных, вставленных или замененных нуклеотидов в аллеле ΙΝΏ 
дикого типа. Участок в аллеле ΙΝΏ дикого типа, где один или несколько нуклеотидов вставлены, делети- 
рованы или заменены соответственно, в настоящем документе обозначают так же, как "область или по­
следовательность мутации". "5'- или 3'-фланкирующая область или последовательность", как применяют 
в настоящем документе, обозначает область или последовательность ДНК в аллеле ΙΝΏ, мутантном (или 
соответствующем дикого типа), из по меньшей мере 20 п.о., предпочтительно по меньшей мере 50 п.о., 
по меньшей мере 750 п.о., по меньшей мере 1500 п.о. и вплоть до 5000 п.о. ДНК, отличную от ДНК, со­
держащей один или несколько делетированных, вставленных или замененных нуклеотидов, предпочти­
тельно ДНК из аллеля ΙΝΏ, мутантного (или соответствующего дикого типа), локализованную либо не­
посредственно выше и вплотную к ("5'-фланкирующая область или последовательность") или непосред­
ственно ниже и вплотную к ("3'-фланкирующая область или последовательность") области мутации в 
мутантном аллеле ΙΝΏ (или в соответствующем аллеле ΙΝΏ дикого типа). "Область соединения", как 
применяют в настоящем документе, обозначает область ДНК в аллеле ΙΝΏ, мутантном (или соответст­
вующем дикого типа), где область мутации и 5'- или 3'-фланкирующая область соединяются друг с дру­
гом. "Последовательность, перекрывающая область соединения области мутации и 5'- или 3'- 
фланкирующей области", таким образом содержит мутантную последовательность так же, как и фланки­
рующую последовательность, примыкающую к ней.

Средства, разработанные для идентификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ или расте­
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ния, или растительного материала, содержащего специфический мутантный аллель ШЭ, или продуктов, 
содержащих растительный материал, содержащий специфический мутантный аллель ШЭ, основаны на 
специфических геномных характеристиках специфического мутантного аллеля ШЭ по сравнению с ге­
номными характеристиками соответствующего аллеля ШЭ дикого типа, например специфическая рест­
рикционная карта геномной области, содержащей область мутации, молекулярные маркеры или последо­
вательность мутантной и/или фланкирующей области.

После секвенирования мутантного аллеля [N0 можно разработать праймеры и зонды, которые спе­
цифически узнают последовательность в 5'-фланкирующей, 3'-фланкирующей и/или мутантной областях 
мутантного аллеля ШЭ в нуклеиновой кислоте (ДНК или РНК) образца посредством способа молекуляр­
ной биологии. Например, можно разработать способ ПЦР для идентификации мутантного аллеля ШЭ в 
биологических образцах (таких как образцы растений, растительного материала или продуктов, содер­
жащих растительный материал). Такая ПЦР основана по меньшей мере на двух специфических "прайме­
рах": одном, узнающем последовательность внутри 5'- или 3'-фланкирующей области мутантного аллеля 
ШЭ, и другом, узнающем последовательность внутри 3'- или 5'-фланкирующей области мутантного ал­
леля ШЭ соответственно; или одном, узнающем последовательность внутри 5'- или 3'-фланкирующей 
области мутантного аллеля ШЭ, и другом, узнающем последовательность внутри области мутации му­
тантного аллель ШЭ; или одном, узнающем последовательность внутри 5'- или 3'-фланкирующей облас­
ти мутантного аллеля ШЭ, и другом, узнающем последовательность, перекрывающую область соедине­
ния 3'- или 5'-фланкирующей области и области мутации специфического мутантного аллеля ШЭ (как 
описано далее ниже) соответственно.

Праймеры предпочтительно обладают последовательностью между 15 и 35 нуклеотидами, которые 
при оптимизированных условиях ПЦР "специфически узнают" последовательность внутри 5'- или 3'- 
фланкирующей области, последовательность внутри области мутации или последовательность, перекры­
вающую область соединения 3'- или 5'-фланкирующей и мутантной области специфического мутантного 
аллеля ШЭ, так что специфический фрагмент ("специфический фрагмент мутантного ШЭ" или избира­
тельный ампликон) амплифицируют из образца нуклеиновой кислоты, содержащего специфический му­
тантный аллель ШЭ. Это означает, что только мутантный аллель-мишень ШЭ, а не какие-либо другие 
последовательности в геноме растения, амплифицируются в оптимизированных условиях ПЦР.

Праймеры для ПЦР, подходящие по изобретению, могут являться следующими: 
олигонуклеотиды длиной в диапазоне от 17 до приблизительно 200 н., содержащие нуклеотидную

последовательность по меньшей мере из 17 последовательных нуклеотидов, предпочтительно 20 после­
довательных нуклеотидов, выбранных из 5'- или 3'-фланкирующей последовательности специфического 
мутантного аллеля ШЭ или комплементарной ей последовательности (т.е., например, последовательно­
сти, 5'- или 3'-фланкирующей один или несколько нуклеотидов, делетированных, вставленных или заме­
ненных в мутантных аллелях ШЭ по изобретению, такой как последовательности, 5'- или 3'- 
фланкирующей нонсенс-, миссенс-мутации или мутации сдвига рамки считывания, описанные выше, или 
последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей СТОП-кодон-мутации, указанные в таблицах выше или 
мутации замены, указанные выше, или комплементарной ей последовательности) (праймеры, узнающие 
5'-фланкирующие последовательности); или

олигонуклеотиды длиной в диапазоне от 17 до приблизительно 200 н., содержащие нуклеотидную 
последовательность по меньшей мере из 17 последовательных нуклеотидов, предпочтительно 20 нуклео­
тидов, выбранных из последовательности области мутации специфического мутантного аллеля ШЭ или 
комплементарной ей последовательности (т.е., например, последовательности нуклеотидов, вставленных 
или замененных в генах ШЭ по изобретению, или комплементарной ей последовательности) (праймеры, 
узнающие мутантные последовательности).

Праймеры, разумеется, могут быть длиннее упомянутых 17 последовательных нуклеотидов и могут, 
например, иметь длину 18, 19, 20, 21, 30, 35, 50, 75, 100, 150, 200 н. или даже длиннее. Праймеры могут 
полностью состоять из нуклеотидной последовательности, выбранной из упомянутых нуклеотидных по­
следовательностей фланкирующих и мутантных последовательностей. Однако нуклеотидная последова­
тельность праймеров на их 5'-конце (т.е. вне 3'-локализованных 17 последовательных нуклеотидов) явля­
ется менее критической. Таким образом, 5'-последовательность праймеров может состоять из нуклеотид­
ной последовательности, выбранной из фланкирующих или мутантных последовательностей, соответст­
вующим образом, но может содержать несколько (например, 1, 2, 5, 10) неправильно спаривающихся 
оснований. 5'-Последовательность праймеров может полностью состоять из нуклеотидной последова­
тельности, не родственной фланкирующим или мутантным последовательностям, например нуклеотид­
ной последовательности, представляющей участки узнавания рестрикционных ферментов. Такие не род­
ственные фланкирующим последовательностям ДНК последовательности с неправильно спаривающи­
мися основаниями предпочтительно не длиннее 100, более предпочтительно не длиннее 50 или даже 25 
нуклеотидов.

Более того, подходящие праймеры могут содержать нуклеотидную последовательность или состо­
ять из нуклеотидной последовательности, перекрывающей область соединения фланкирующих и му­
тантных последовательностей (т.е., например, область соединения последовательности, 5'- или 3'-
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фланкирующей один или несколько нуклеотидов, делетированных, вставленных или замененных в му­
тантных аллелях ΙΝΏ по изобретению, и последовательности из одного или нескольких нуклеотидов, 
вставленных или замененных, или последовательности, 3'- или 5'-фланкирующей соответственно один 
или несколько делетированных нуклеотидов, такую как область соединения последовательности, 5'- или 
3'-фланкирующей нонсенс-, миссенс-мутации или мутации сдвига рамки считывания в генах ΙΝΏ по изо­
бретению, описанных выше, и последовательности нонсенс-, миссенс-мутаций или мутаций сдвига рам­
ки считывания, или область соединения последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей потенциальные 
СТОП-кодон-мутации, как указано в таблицах выше, или мутации замены, указанные выше, и последо­
вательности потенциальных СТОП-кодон-мутаций или мутаций замены соответственно), при условии, 
что нуклеотидная последовательность не происходит исключительно либо из области мутации, либо из 
фланкирующих областей.

Специалисту в данной области также сразу понятно, что правильно подобранные пары праймеров 
для ПЦР не должны также содержать последовательности, комплементарные друг другу.

Для целей по изобретению, "последовательность, комплементарная нуклеотидной последователь­
ности, представленной в 8Е0 ΙΏ NО: X" представляет собой нуклеотидную последовательность, кото­
рую можно получить из представленной нуклеотидной последовательности посредством замены нуклео­
тидов на комплементарные им нуклеотиды согласно правилам Чаргаффа (ЛюТ; СюС) и считывания 
последовательности в направлении от 5' до 3', т.е. в направлении, обратном представленной нуклеотид­
ной последовательности.

Примеры праймеров, подходящих для идентификации специфических мутантных аллелей ΙΝΏ, 
описаны в примерах.

Как применяют в настоящем документе, "нуклеотидная последовательность из 8Е0 ΙΏ NО: Ζ от по­
ложения X до положения Υ" обозначает нуклеотидную последовательность, включая оба конечных нук­
леотида.

Предпочтительно амплифицированный фрагмент имеет длину между 50 и 1000 нуклеотидами, на­
пример длину между 50 и 500 нуклеотидами, или длину между 100 и 350 нуклеотидами. Специфические 
праймеры могут обладать последовательностью, на 80-100% идентичной последовательности внутри 5'- 
или 3'-фланкирующей области, последовательности внутри области мутации, или последовательности, 
перекрывающей область соединения 3'- или 5'-фланкирующей и мутантной области специфического му­
тантного аллеля ΙΝΏ, при условии, что неправильно спаривающиеся нуклеотиды еще позволяют специ­
фическую идентификацию специфического мутантного аллеля ΙΝΏ с помощью этих праймеров в опти­
мизированных условиях ПЦР. Однако диапазон допустимых неправильно спаривающихся нуклеотидов 
легко можно определить экспериментально, и они известны специалисту в данной области.

Детекция и/или идентификация "специфического фрагмента мутантного ΙΝΏ" может происходить 
различными способами, например посредством оценки размера после электрофореза в геле или капил­
лярного электрофореза или способами детекции на основе флуоресценции. Можно также напрямую сек- 
венировать специфические фрагменты мутантного ΙΝΏ. Другие специфические для последовательности 
способы детекции амплифицированных фрагментов ДНК также известны в данной области.

Стандартные протоколы ПЦР описаны в данной области, например, в "РСК ЛррНсайопк Мапиа1" 
(Косбе Мо1еси1аг Вюсбетюак, 2пб Ебйюп, 1999) и других ссылках. Оптимальные условия для ПЦР, 
включая последовательность специфических праймеров, указана в "протоколе ПЦР-идентификации" для 
каждого специфического мутантного аллеля ΙΝΏ. Однако понятно, что может потребоваться уточнение 
ряда параметров в протоколе ПЦР-идентификации до конкретных лабораторных условий, и их можно 
немного модифицировать для получения сходных результатов. Например, применение другого способа 
получения ДНК может требовать уточнения, например, использованных количества праймеров, полиме­
разы, концентрации МдС12 или условий отжига. Подобным образом, выбор других праймеров может 
диктовать другие оптимальные условия протокола ПЦР-идентификации. Однако эти уточнения очевид­
ны специалисту в данной области, и, более того, подробно описаны в современных руководствах по 
применению ПЦР, таких как процитированное выше.

Примеры протоколов ПЦР-идентификации для идентификации специфических мутантных аллелей 
ΙΝΏ описаны в примерах.

Альтернативно, специфические праймеры можно использовать для амплификации специфического 
фрагмента мутантного ΙΝΏ, который можно использовать в качестве "специфического зонда" для иден­
тификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в биологических образцах. Приведение нуклеиновой 
кислоты биологического образца в контакт с зондом, в условиях, позволяющих гибридизацию зонда с 
соответствующим ему фрагментом в нуклеиновой кислоте, приводит к формированию гибрида нуклеи­
новая кислота/зонд. Формирование этого гибрида можно детектировать (например, мечением нуклеино­
вой кислоты или зонда), при этом формирование этого гибрида указывает на присутствие специфическо­
го мутантного аллеля ΙΝΏ. Такие способы идентификации на основе гибридизации со специфическим 
зондом (либо на твердофазном носителе, либо в растворе) описаны в данной области. Специфический 
зонд предпочтительно обладает последовательностью, которая в оптимизированных условиях специфи­
чески гибридизуется с областью внутри 5'- или 3'-фланкирующей области и/или внутри области мутации
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специфического мутантного аллеля ΙΝΌ (далее в настоящем документе обозначенной "специфическая 
область мутантного ΙΝΏ").

Предпочтительно специфический зонд содержит последовательность из между 10 и 1000 п.о., 50 и 
600 п.о., между 100 и 500 п.о., между 150 и 350 п.о., которая является по меньшей мере на 80%, предпоч­
тительно между 80 и 85%, более предпочтительно между 85 и 90%, особенно предпочтительно между 90 
и 95%, наиболее предпочтительно между 95 и 100% идентичной (или комплементарной) нуклеотидной 
последовательности специфической области. Предпочтительно специфический зонд содержит последо­
вательность от приблизительно 13 до приблизительно 100 последовательных нуклеотидов, идентичных 
(или комплементарных) специфической области специфического мутантного аллеля ΙΝΏ.

Специфические зонды, пригодные по изобретению, могут представлять собой следующие: 
олигонуклеотиды, имеющие длину в диапазоне от 13 до приблизительно 1000 н., содержащие нук­

леотидную последовательность по меньшей мере из 13 последовательных нуклеотидов, выбранных из 5'- 
или 3'-фланкирующей последовательности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ или комплементар­
ной ей последовательности (т.е., например, последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей один или не­
сколько нуклеотидов, делетированных, вставленных или замененных в мутантных аллелях ΙΝΏ по изо­
бретению, такой как последовательность, 5'- или 3'-фланкирующая нонсенс-, миссенс-мутации или мута­
ции сдвига рамки считывания, описанные выше, или последовательность, 5'- или 3'-фланкирующая по­
тенциальные СТОП-кодон-мутации, указанные в таблицах выше, или мутации замены, указанные выше), 
или последовательность, обладающую по меньшей мере 80% идентичностью последовательности с ними 
(зонды, узнающие 5'-фланкирующие последовательности); или

олигонуклеотиды, имеющие длину в диапазоне от 13 до приблизительно 1000 н., содержащие нук­
леотидную последовательность по меньшей мере из 13 последовательных нуклеотидов, выбранных из 
мутантной последовательности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ или комплементарной ей после­
довательности (т.е., например, последовательности нуклеотидов, вставленных или замененных в генах 
ΙΝΏ по изобретению, или комплементарные им последовательности), или последовательность, обла­
дающую по меньшей мере 80% идентичностью последовательности с ними (зонды, узнающие мутантные 
последовательности).

Зонды могут полностью состоять из нуклеотидной последовательности, выбранной из упомянутых 
нуклеотидных последовательностей из фланкирующих и мутантных последовательностей. Однако нук­
леотидная последовательность зондов на 5'- или 3'-концах является менее критической. Таким образом, 
5'- или 3'-последовательности зондов могут состоять из нуклеотидной последовательности, выбранной из 
фланкирующей или мутантной последовательности, соответствующим образом, но могут состоять из 
нуклеотидной последовательности, не родственной фланкирующей или мутантной последовательностям. 
Такие неродственные последовательности предпочтительно должны быть не длиннее 50, более предпоч­
тительно не длиннее 25 или даже не длиннее 20 или 15 нуклеотидов.

Более того, подходящие зонды могут содержать нуклеотидную последовательность или состоять из 
нуклеотидной последовательности, перекрывающей область соединения фланкирующей и мутантной 
последовательностей (т.е., например, области соединения последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей 
один или несколько нуклеотидов, делетированных, вставленных или замененных в мутантных аллелях 
ΙΝΏ по изобретению, и последовательности одного или нескольких нуклеотидов, вставленных или заме­
ненных, или последовательности, 3'- или 5'-фланкирующей соответственно один или несколько делети­
рованных нуклеотидов, такой как область соединения последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей 
нонсенс-, миссенс-мутации или мутации сдвига рамки считывания в генах ΙΝΏ по изобретению, описан­
ные выше, и последовательности нонсенс-, миссенс-мутаций или мутаций сдвига рамки считывания, или 
область соединения последовательности, 5'- или 3'-фланкирующей потенциальную СТОП-кодон­
мутацию, как указано в таблицах выше, или мутации замены, и последовательности потенциальной 
СТОП-кодон-мутации или мутации замены соответственно), при условии, что упомянутая нуклеотидная 
последовательность не происходит исключительно либо из мутантной, либо из фланкирующей областей.

Примеры специфических зондов, подходящих для идентификации специфических мутантных алле­
лей ΙΝΏ, описаны в примерах.

Детекция и/или идентификация "специфической области мутантного ΙΝΏ", гибридизующейся со 
специфическим зондом, может происходить различными способами, например посредством оценки раз­
мера после электрофореза в геле или капиллярного электрофореза или способами детекции на основе 
флуоресценции. Другие специфические для последовательности способы детекции "специфической об­
ласти мутантного ΙΝΏ", гибридизующейся со специфическим зондом, также известны в данной области.

Альтернативно, растения или части растений, содержащие один или несколько мутантных аллелей 
ίηά, можно получать и идентифицировать с использованием других способов, таких как способ "Эе1е1е-а- 
§еηе™", в котором используют ПЦР для скрининга делеционных мутантов, полученных быстрым ней­
тронным мутагенезом (обзор приведен в Ы ;·ιηά Ζΐιηηβ. 2002, ΕιιικΙ Шедг Оеиот1с5 2:254-258), с помощью 
способа ТГБиЫО (направленные индуцированные локальные повреждения в геномах), в котором иден­
тифицируют ЕМ§-индуцированные точечные мутации с использованием денатурирующей высокоэф­
фективной жидкостной хроматографии (ОНРЬС) для детекции изменения пар оснований посредством
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анализа гетеродуплексов (МсСа11ит с1 а1., 2000, ΝαΙ Вю1есН 18:455, и МсСа11ит с1 а1., 2000, Р1аШ Рйукю1. 
123, 439-442) и т.д. Как упомянуто, в ΤΙΕΤΙΝΟ используют высокопроизводительный скрининг мутаций 
(например, с использованием расщепления Се1 1 гетеродуплексов ДНК мутантного-дикого типа и детек­
ции с использованием системы секвенирующего геля). Таким образом, в настоящую заявку включено 
применение ΤΙΤΟΝΟ для идентификации растений или частей растения, содержащих один или несколь­
ко мутантных аллелей ίηά, и способы получения и идентификации таких растений, органов растений, 
тканей и семян. Таким образом, в одном варианте осуществления, способ по изобретению включает в 
себя стадии мутагенеза семян растения (например, ЕМ8-мутагенеза), пулирования отдельных растений 
или ДНК, амплификации ПЦР интересующей области, формирования гетеродуплексов и высокопроиз­
водительной детекции, идентификации мутантных растений, секвенирования мутантного продукта ПЦР. 
Понятно, что другие способы мутагенеза и селекции можно равным образом использовать для получения 
таких мутантных растений.

Вместо индукции мутаций в аллелях ΙΝΏ, природные (спонтанные) мутантные аллели можно иден­
тифицировать способами, известными в данной области. Например, можно использовать ЕСОТГШЫО 
(Нешко£Т е1 а1., 2004, Р1ап1 Рйу5ю1оду 135(2): 630-6) для скрининга множества растений или частей расте­
ния по присутствию природных мутантных аллелей ίηά. Что касается способов мутагенеза выше, пред­
почтительно проводят скрининг видов Вга881са, содержащих геном А и/или С, так чтобы идентифициро­
ванный аллель ίηά можно было затем вводить в другие виды Вгак51са, такие как Вгаккюа парик, посредст­
вом скрещивания (меж- или внутривидового скрещивания) и селекции. В ΕΤΌΤΙΟ-ΙΝΟ проводят скри­
нинг природных полиморфизмов в генеалогических линиях или родственных видах способом ΤΙΕΟΝΟ, 
описанным выше, в котором индивидуальные растения или пулы растений используют для амплифика­
ции ПЦР мишени ίηά, формирования гетеродуплексов и высокопроизводительного анализа. За этим мо­
жет следовать селекция индивидуальных растений, обладающих необходимой мутацией, которые затем 
можно использовать в программе селекции для введения желаемого мутантного аллеля.

Затем идентифицированные мутантные аллели можно секвенировать, и последовательность можно 
сравнивать с аллелем дикого типа для идентификации мутации(мутаций). Необязательно функциональ­
ность можно тестировать, как указано выше. С использованием этого способа можно идентифицировать 
множество мутантных аллелей ίηά (и растений Вгаккюа, содержащих один или несколько из них). Затем 
желательные мутантные аллели можно комбинировать с желательными аллелями дикого типа способами 
скрещивания и селекции, как описано далее ниже. Наконец, получают отдельное растение, содержащее 
желательное число мутантных аллелей ίηά и желательное число аллелей ΙΝΏ дикого типа.

Олигонуклеотиды, пригодные в качестве праймеров для ПЦР или специфических зондов для детек­
ции специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, также можно использовать для разработки способов опре­
деления статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ.

Для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ можно разработать 
анализ на основе ПЦР для определения присутствия мутантного специфического аллеля ΙΝΏ и/или соот­
ветствующего специфического аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ два праймера, специ­
фически узнающие аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, чтобы они были 
направлены друг к другу и обладали областью мутации, локализованной между праймерами. Эти прай­
меры могут представлять собой праймеры, специфически узнающие 5'- и 3'-фланкирующие последова­
тельности соответственно. Этот набор праймеров позволяет одновременную диагностическую амплифи­
кацию ПЦР мутантного аллеля ΙΝΏ так же, как соответствующего аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Альтернативно, для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ два 
праймера, специфически узнающие аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, 
чтобы они были направлены друг к другу, и чтобы один из них специфически узнавал область мутации. 
Эти праймеры могут представлять собой праймеры, специфически узнающие последовательность 5'- или 
3'-фланкирующей области и мутантной области аллеля ΙΝΏ дикого типа соответственно. Этот набор 
праймеров, вместе с третьим праймером, который специфически узнает последовательность области му­
тации в мутантном аллеле ΙΝΏ, позволяет одновременную диагностическую амплификацию ПЦР му­
тантного аллеля ΙΝΏ так же, как соответствующего аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Альтернативно, для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, два 
праймера, специфически узнающие аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, 
чтобы они были направлены друг к другу, и чтобы один из них специфически узнавал область соедине­
ния 5'- или 3'-фланкирующей области и области мутации. Эти праймеры могут представлять собой прай­
меры, специфически узнающие 5'- или 3'-фланкирующую последовательность и область соединения об­
ласти мутации и 3'- или 5'-фланкирующей области аллеля ΙΝΏ дикого типа соответственно. Этот набор 
праймеров вместе с третьим праймером, который специфически узнает область соединения области му­
тации и 3'- или 5'-фланкирующей области мутантного аллеля ΙΝΏ соответственно, позволяет одновре­
менную диагностическую амплификацию ПЦР мутантного гена ΙΝΏ так же, как соответствующего гена 
ΙΝΏ дикого типа.

Альтернативно, статус зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ можно определять с ис­
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пользованием альтернативных наборов праймеров, которые специфически узнают аллели ΙΝΏ мутант­
ный и дикого типа.

Если растение является гомозиготным по мутантному гену ΙΝΏ или соответствующему гену ΙΝΏ 
дикого типа, диагностические анализы ПЦР, описанные выше, приводят к образованию отдельного ти­
пичного продукта ПЦР, предпочтительно типичного по длине, либо для мутантного аллеля ΙΝΏ, либо 
для аллеля ΙΝΏ дикого типа. Если растение является гетерозиготным по мутантному аллелю ΙΝΏ, появ­
ляются два специфических продукта ПЦР, отражающие амплификацию как мутантного аллеля ΙΝΏ, так 
и аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Идентификация продуктов ПЦР, специфических для ΙΝΏ дикого и мутантного типа, может проис­
ходить, например, посредством оценки размера после электрофореза в геле или капиллярного электро­
фореза (например, в случае мутантных аллелей ΙΝΏ, содержащих ряд вставленных или делетированных 
нуклеотидов, что приводит к разнице размеров между фрагментами, амплифицированными из аллеля 
ΙΝΏ дикого и мутантного типа, так что указанные фрагменты можно визуально разделить в геле); по­
средством оценки присутствия или отсутствия двух различных фрагментов после электрофореза в геле 
или капиллярного электрофореза, при этом диагностическую амплификацию ПЦР мутантного аллеля 
ΙΝΏ можно необязательно проводить отдельно от диагностической амплификации ПЦР аллеля ΙΝΏ ди­
кого типа; посредством прямого секвенирования амплифицированных фрагментов; или посредством 
способов детекции на основе флуоресценции.

Примеры праймеров, пригодных для определения зиготности специфических мутантных аллелей 
ΙΝΏ, описаны в примерах.

Альтернативно, для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ мож­
но разработать анализ на основе гибридизации для определения присутствия специфического мутантно­
го аллеля ΙΝΏ и/или соответствующего специфического аллеля ΙΝΏ дикого типа:

Для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ два специфических 
зонда, узнающих аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, чтобы каждый зонд 
специфически узнавал последовательность внутри аллеля ΙΝΏ дикого типа, и чтобы область мутации 
была локализована между последовательностями, узнаваемыми зондами. Эти зонды могут представлять 
собой зонды, специфически узнающие 5'- и 3'-фланкирующие последовательности соответственно. При­
менение одного или предпочтительно обоих из этих зондов позволяет одновременную диагностическую 
гибридизацию мутантного аллеля ΙΝΏ так же, как соответствующего аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Альтернативно, для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ два 
специфических зонда, узнающих аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, чтобы 
каждый зонд специфически узнавал последовательность внутри аллеля ΙΝΏ дикого типа выше или ниже 
области мутации, предпочтительно выше области мутации, и чтобы один из них специфически узнавал 
область мутации. Эти зонды могут представлять собой зонды, специфически узнающие последователь­
ность 5'- или 3'-фланкирующей области, предпочтительно 5'-фланкирующей области, и мутантную об­
ласть аллеля ΙΝΏ дикого типа соответственно. Применение одного или предпочтительно обоих из этих 
зондов, необязательно вместе с третьим зондом, который специфически узнает последовательность об­
ласти мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, позволяет диагностическую гибридизацию гена ΙΝΏ мутантного 
и дикого типа.

Альтернативно, для определения статуса зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ спе­
цифический зонд, узнающий аллель ΙΝΏ дикого типа, можно сконструировать таким образом, чтобы 
зонд специфически узнавал область соединения 5'-или 3'-фланкирующей области, предпочтительно 5'- 
фланкирующей области, и области мутации аллеля ΙΝΏ дикого типа. Этот зонд, необязательно вместе со 
вторым зондом, который специфически узнает область соединения 5'- или 3'-фланкирующей области, 
предпочтительно 5'-фланкирующей области, и области мутации мутантного аллеля ΙΝΏ, позволяет диаг­
ностическую гибридизацию гена ΙΝΏ мутантного и дикого типа.

Альтернативно, статус зиготности специфического мутантного аллеля ΙΝΏ можно определять с ис­
пользованием альтернативного набора зондов, которые специфически узнают аллели ΙΝΏ мутантного и 
дикого типа.

Если растение является гомозиготным по мутантному гену ΙΝΏ или соответствующему гену ΙΝΏ 
дикого типа, диагностические анализы гибридизации, описанные выше, приводят к образованию отдель­
ного специфического типичного продукта гибридизации, такого как один или несколько гибридизую- 
щихся фрагментов (рестрикции) ДНК, типичного, предпочтительно типичного по длине, либо для му­
тантного аллеля ΙΝΏ, либо для аллеля ΙΝΏ дикого типа. Если растение является гетерозиготным по му­
тантному аллелю ΙΝΏ, появляются два специфических продукта гибридизации, отражающие гибридиза­
цию как мутантного аллеля ΙΝΏ, так и аллеля ΙΝΏ дикого типа.

Идентификация продуктов гибридизации, специфических для ΙΝΏ дикого и мутантного типа, мо­
жет происходить, например, посредством оценки размера после электрофореза в геле или капиллярного 
электрофореза (например, в случае мутантных аллелей ΙΝΏ, содержащих ряд вставленных или делетиро­
ванных нуклеотидов, что приводит к разнице размеров между гибридизующимися фрагментами (рест­
рикции) ДНК из аллеля ΙΝΏ дикого и мутантного типа, так что указанные фрагменты можно визуально
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разделить в геле); посредством оценки присутствия или отсутствия двух различных специфических про­
дуктов гибридизации после электрофореза в геле или капиллярного электрофореза, при этом диагности­
ческую гибридизацию мутантного аллеля ΙΝΏ можно необязательно проводить отдельно от диагности­
ческой гибридизации аллеля ΙΝΏ дикого типа; посредством прямого секвенирования гибридизующихся 
фрагментов (рестрикции) ДНК; или посредством способов детекции на основе флуоресценции.

Примеры зондов, пригодных для определения зиготности специфических мутантных аллелей ΙΝΏ, 
описаны в примерах.

Более того, способы детекции, специфические для специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, отли­
чающиеся от способов амплификации на основе ПЦР или гибридизации, можно также разработать с ис­
пользованием специфической информации о последовательности специфического мутантного аллеля 
ΙΝΏ, представленной в настоящем документе. Такие альтернативные способы детекции включают в себя 
способы детекции линейного усиления сигнала на основе инвазивного расщепления конкретных струк­
тур нуклеиновой кислоты, известного также как способ ШуаДег™, (как описано, например, в патентах 
США 5985557 "Бка^уе С1еауаде оГ Ыис1ею Α^κ", 6001567 'Ъе!есБои оГ Ыис1ею Α^ кесщеисек Ьу Ιπ- 
уаДег ЭиесЮД С1еауаде", содержание которых приведено в настоящем документе в качестве ссылки), 
способы детекции на основе ОТ-ПЦР, такие как Тацтаи, или другие способы детекции, такие как 
8МР1ех, удлинение одного основания (8ΒΕ) и т.п. Кратко, в способе ШуаДег™ последовательность мута­
ции - мишень можно, например, гибридизовать с меченым первым олигонуклеотидом нуклеиновой ки­
слоты, содержащим нуклеотидную последовательность из мутантной последовательности или последо­
вательности, перекрывающей область соединения 5'-фланкирующей области и области мутации, и со 
вторым олигонуклеотидом нуклеиновой кислоты, содержащим 3'-фланкирующую последовательность, 
непосредственно ниже мутантной последовательности и вплотную к ней, где первый и второй олигонук­
леотиды перекрываются по меньшей мере на один нуклеотид. Структура дуплекса или триплекса, кото­
рая образуется при этой гибридизации, позволяет избирательное расщепление зонда ферментом 
(С1еауаке®), оставляющим последовательность-мишень интактной. Затем расщепленный меченый зонд 
детектируют потенциально посредством промежуточной стадии, приводящей к дополнительному усиле­
нию сигнала.

"Набор", как применяют в настоящем документе, относится к набору реагентов для целей осущест­
вления способа по изобретению, более конкретно, идентификации специфического мутантного аллеля 
ΙΝΏ в биологических образцах или определения статуса зиготности растительного материала, содержа­
щего специфический мутантный аллель ΙΝΏ. Более конкретно, предпочтительный вариант осуществле­
ния набора по изобретению содержит по меньшей мере два специфических праймера, как описано выше, 
для идентификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, или по меньшей мере два или три специфи­
ческих праймера для определения статуса зиготности. Необязательно набор может дополнительно со­
держать любые другие реагенты, описанные в настоящем документе в протоколе ПЦР-идентификации. 
Альтернативно, согласно другому варианту осуществления этого изобретения, набор может содержать 
по меньшей мере один специфический зонд, который специфически гибридизуется с нуклеиновой кисло­
той из биологических образцов для идентификации присутствия в них специфического мутантного алле­
ля ΙΝΏ, как описано выше, для идентификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, или по меньшей 
мере два или три специфических зонда для определения статуса зиготности. Необязательно набор может 
дополнительно содержать любой другой реагент (такой как, в качестве неограничивающих примеров, 
буфер для гибридизации, метку) для идентификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в биологи­
ческих образцах, с использованием специфического зонда.

Набор по изобретению можно использовать, и его компоненты можно специфически регулировать, 
для целей контроля качества (например, чистоты партий семян), детекции присутствия или отсутствия 
специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в растительном материале или материале, содержащем расти­
тельный материал или полученном из растительного материала, таком как, в качестве неограничиваю­
щих примеров, пищевые или кормовые продукты.

Термин "праймер", как применяют в настоящем документе, относится к любой нуклеиновой кисло­
те способной направлять синтез возникающей нуклеиновой кислоты в зависимом от матрицы процессе, 
таком как ПЦР.

Как правило, праймеры представляют собой олигонуклеотиды от 10 до 30 нуклеотидов, но можно 
применять более длинные последовательности. Праймеры можно предоставлять в двухцепочечной фор­
ме, хотя одноцепочечная форма является предпочтительной. Зонды можно использовать в качестве 
праймеров, но они сконструированы для связывания с ДНК или РНК мишенью, и их необязательно ис­
пользовать в процессе амплификации.

Термин "узнавание", как применяют в настоящем документе по отношению к специфическим 
праймерам, относится к тому факту, что специфические праймеры специфически гибридизуются с по­
следовательностью нуклеиновой кислоты специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в условиях, указанных 
в способе (такие как условия из протокола ПЦР-идентификации), при этом специфичность определяют 
посредством присутствия положительного и отрицательного контролей.
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Термин "гибридизация", как применяют в настоящем документе по отношению к специфическим 
зондам, относится к тому факту, что зонд связывается со специфической областью в последовательности 
нуклеиновой кислоты специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в стандартных условиях строгости. Стан­
дартные условия строгости, как применяют в настоящем документе, относятся к условиям гибридизации, 
описанным в настоящем документе, или к общепринятым условиям гибридизации, как описано в 8ат- 
Ьгоок е! а1., 1989 (Мо1еси1аг С1ошпд: А ЬаЬогаФгу Мапиа1, 8есопй ЕйШоп, Со1й 8ргшд НагЬоиг ЬаЬогаФгу 
Ргекк, ΝΥ), которые, например, могут включать в себя следующие стадии: 1) иммобилизации фрагментов 
геномной ДНК растения или ДНК библиотеки ВАС на фильтре, 2) предгибридизации фильтра в течение 
1-2 ч при 65°С в 6х 88С, 5х реагенте Денхардта, 0,5% 8Ώ8 и 20 мкг/мл денатурированной ДНК-носителя, 
З) добавления зонда для гибридизации, который является меченым, 4) инкубации в течение 16-24 ч, 5) 
отмывки фильтра один раз в течение З0 мин при 68°С в 6х 88С, 0,1% 8Ώ8, 6) отмывки фильтра три раза 
(два раза в течение З0 мин в З0 мл и один раз в течение 10 мин в 500 мл) при 68°С в 2х 88С, 0,1% 8Ώ8, и 
7) экспонирования фильтра в течение 4-48 ч с рентгеновской пленкой при -70°С.

Как применяют в настоящем документе, "биологический образец" представляет собой образец рас­
тения, растительный материал или продукт, содержащий растительный материал. Термин "растение" 
предназначен, чтобы включать ткани растения на любой стадии зрелости так же, как любые клетки, тка­
ни или органы, взятые или полученные из любого такого растения, включая, без ограничения, любые 
семена, листья, стебли, цветы, корни, отдельные клетки, гаметы, культуры клеток, культуры тканей или 
протопласты. "Растительный материал", как применяют в настоящем документе, относится к материалу, 
полученному или происходящему из растения. Продукты, содержащие растительный материал, относят­
ся к пищевым, кормовым или другим продуктам, которые получены с использованием растительного 
материала или могут являться контаминированными растительным материалом. Понятно, что в контек­
сте настоящего изобретения такие биологические образцы тестируют по присутствию нуклеиновых ки­
слот, специфических для специфического мутантного аллеля ΙΝΏ, подразумевая присутствие нуклеино­
вых кислот в образцах. Таким образом, способы, на которые ссылаются в настоящем документе для 
идентификации специфического мутантного аллеля ΙΝΏ в биологических образцах, относятся к иденти­
фикации в биологических образцах нуклеиновых кислот, содержащих специфический мутантный аллель 
ΙΝΏ.

Настоящее изобретение относится также к комбинации специфических аллелей ΙΝΏ в одном расте­
нии, к переносу одного или нескольких специфических мутантных аллеля(аллелей) ΙΝΏ от одного расте­
ния другому растению, к растению, содержащему один или несколько специфических мутантных алле- 
ля(аллелей) ΙΝΏ, потомству, полученному от этих растений, и к клеткам растения, частям растения и 
семенам растения, полученным из этих растений.

Один вариант осуществления относится к способу комбинации подходящим образом частично но­
каутированных аллелей шй и/или полностью нокаутированных аллелей ίπά. и/или различных типов час­
тично нокаутированных аллелей шй, и/или полностью нокаутированных аллелей шй в одном растении с 
высвобождением семян растрескиванием для изменения свойств растрескивания плода растения, в част­
ности для уменьшения осыпания семян или замедления осыпания семян до окончания сбора урожая при 
сохранении в то же время агрономически релевантной обмолачиваемости стручков.

Один аспект относится к способу изменения свойств растрескивания плода, в частности уменьше­
ния осыпания семян или замедления осыпания семян до окончания сбора урожая, при сохранении в то 
же время агрономически релевантной обмолачиваемости стручков растения Вгаккюа, содержащего по 
меньшей мере два гена ΙΝΏ, включающему в себя стадии:

получения и/или селекции растения Вгаккюа, содержащего по меньшей мере два гена ΙΝΏ, где по 
меньшей мере два аллеля по меньшей мере двух генов ΙΝΏ представляют собой частично нокаутирован­
ные аллели шй, как описано выше;

селекции растения с измененными свойствами растрескивания плода, в частности растения, у кото­
рого осыпание семян уменьшено или замедлено до окончания сбора урожая, в то время как стручки со­
храняют в то же самое время агрономически релевантную обмолачиваемость.

В одном варианте осуществления этого аспекта растение Вгаккюа, содержащее по меньшей мере два 
гена ΙΝΏ, представляет собой растение Вгаккюа парик, содержащее гены ΙΝΏ-Α1 и ΙΝΏ-СЬ В конкретном 
аспекте этого варианта осуществления по меньшей мере два частично нокаутированных аллеля шй пред­
ставляют собой частично нокаутированные аллели шй гена ΙΝΩ-С!.

В другом аспекте способ дополнительно включает в себя стадию получения и/или селекции расте­
ния Вгаккюа, содержащего по меньшей мере два гена ΙΝΏ, где по меньшей мере два дополнительных ал­
леля по меньшей мере двух генов ΙΝΏ представляют собой полностью нокаутированные аллели шй, как 
описано выше. В одном варианте осуществления растение Вгаккюа, содержащее по меньшей мере два 
гена ΙΝΏ, представляет собой растение Вгаккюа парик, содержащее гены ΙΝΏ-Α1 и ΙΝΩ-ί'Ί. В конкретном 
аспекте этого варианта осуществления по меньшей мере два частично нокаутированных аллеля шй пред­
ставляют собой частично нокаутированные аллели шй гена ΙΝΏ-Α1, и по меньшей мере два полностью 
нокаутированных аллеля шй представляют собой полностью нокаутированные аллели шй гена ΙΝΩ-ί'Ί.
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Другой вариант осуществления изобретения относится к способу получения гибридного сельскохо­
зяйственного растения или семени Вгаккюа. содержащего по меньшей мере два гена ΙΝΏ. в частности. 
гибридного растения или семени Вгаккюа парик. где свойства растрескивания плода растения или расте­
ния. выращенного из семени. изменены. в частности где осыпание семян уменьшено или замедлено до 
окончания сбора урожая. в то время как стручки сохраняют в то же самое время агрономически реле­
вантную обмолачиваемость. включающему в себя стадии

получения и/или идентификации первого растения. содержащего первый частично нокаутирован­
ный аллель шй в гомозиготном состоянии. и второго растения. содержащего второй частично нокаутиро­
ванный аллель шй в гомозиготном состоянии. как описано выше;

скрещивания первого и второго растения и сбора Р1-гибридных семян после скрещивания. содер­
жащих два частично нокаутированных аллеля шй по меньшей мере двух генов ΙΝΏ.

В следующем варианте осуществления изобретения первое растение. кроме того. содержит первый 
полностью нокаутированный аллель шй в гомозиготном состоянии. и второе растение. кроме того. со­
держит второй полностью нокаутированный аллель шй в гомозиготном состоянии. как описано выше. и 
собирают Р1-гибридные семена. содержащие два частично нокаутированных аллеля шй и два полностью 
нокаутированных аллеля шй по меньшей мере двух генов ΙΝΏ.

Возможность использования родительских растений. содержащих частично и/или полностью но­
каутированный аллель шй в гомозиготном состоянии. для получения гибридных семян. из которых мож­
но выращивать растения. обладающие уменьшенным или замедленным осыпанием семян. при сохране­
нии в то же самое время агрономически релевантной обмолачиваемости стручков. обеспечивает пре­
имущества по сравнению с использованием одного родительского растения. содержащего два полностью 
нокаутированных аллеля шй в гомозиготном состоянии. и одного родительского растения. содержащего 
один аллель шй в полностью нокаутированном состоянии. как описано в \У009/068313 (по которой ис­
прашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052). так как оба родительских растения 
образуют стручки. обладающие агрономически релевантной обмолачиваемостью. в то время как стручки 
родительского растения. содержащего два полностью нокаутированных аллеля тй в гомозиготном со­
стоянии образуют трубкообразные стручки. из которых трудно собирать семена.

В одном аспекте изобретения первый и второй частично нокаутированные аллели шй являются 
одинаковыми. так что Р1-гибридные семена являются гомозиготными по частично нокаутированному 
аллелю шй. В другом аспекте изобретения первый и второй полностью нокаутированные аллели тй яв­
ляются одинаковыми. так что Р1-гибридные семена являются гомозиготными по полностью нокаутиро­
ванному аллелю тй.

Полностью нокаутированные аллели тй (т.е. аллели ΙΝΏ. функциональная экспрессия которых 
полностью прекращена). такие как описанные в \У009/068313 (по которой испрашивается приоритет 
Европейской патентной заявки ЕР 07023052). и/или частично нокаутированные аллели шй (т.е. аллели 
ΙΝΏ. функциональная экспрессия которых частично прекращена) по изобретению можно комбинировать 
согласно общепринятым способам селекции.

Частично и/или полностью нокаутированные аллели тй можно. например. комбинировать в одном 
растении с высвобождением семян растрескиванием посредством:

(a) получения и/или идентификации двух или более растений. каждое из которых содержит один 
или несколько выбранных частично и/или полностью нокаутированных аллелей шй. как описано выше 
для частично нокаутированных аллелей тй и в \У009/068313 (по которой испрашивается приоритет Ев­
ропейской патентной заявки ЕР 07023052) для полностью нокаутированных аллелей шй.

(b) скрещивания первого растения. содержащего один или несколько выбранных частично и/или 
полностью нокаутированных аллелей тй. со вторым растением. содержащим один или несколько других 
выбранных частично и/или полностью нокаутированных аллелей шй. сбора Р1-семян после скрещива­
ния. и необязательно идентификации Р1-растения. содержащего один или несколько выбранных частич­
но и/или полностью нокаутированных аллелей тй из первого растения с одним или несколькими вы­
бранными частично и/или полностью нокаутированными аллелями шй из второго растения. как описано 
выше.

(c) необязательно повторения стадии (Ь) до получения Р1-растения. содержащего все выбранные 
частично и/или полностью нокаутированные аллели шй.

(й) необязательно идентификации Р1-растения. являющегося гомозиготным или гетерозиготным по 
выбранному частично и/или полностью нокаутированному аллелю тй. посредством определения статуса 
зиготности мутантных аллелей ΙΝΏ. как описано выше для частично нокаутированных аллелей шй и в 
\У009/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) для 
полностью нокаутированных аллелей шй. или

получения растений. являющихся гомозиготными по одному или нескольким из выбранных час­
тично и/или полностью нокаутированных аллелей тй посредством осуществления одной из следующих 
стадий:

выделения двойных гаплоидных растений из обработанных клеток микроспор или пыльцы Р1- 
растений. содержащих один или несколько выбранных частично и/или полностью нокаутированных ал­
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лелей шй, как описано выше,
самовоспроизводства Р1-растений, содержащих один или несколько выбранных частично и/или 

полностью нокаутированных аллель(аллелей) шй, в течение одного или нескольких поколений (у), сбора 
Р1 8у-семян после самовоспроизводства и идентификации Р1 8у-растений, являющихся гомозиготными 
по одному или нескольким частично и/или полностью нокаутированным аллелям шй, как описано выше.

Частично и/или полностью нокаутированные аллели шй можно, например, переносить от одного 
растения с высвобождением семян растрескиванием другому посредством:

(a) получения и/или идентификации первого растения, содержащего один или несколько выбран­
ных частично и/или полностью нокаутированных аллелей шй, как описано выше, или получения первого 
растения посредством комбинации одного или нескольких частично и/или полностью нокаутированных 
аллелей шй в одном растении, как описано выше (где первое растение является гомозиготным или гете­
розиготным по одному или нескольким частично и/или полностью нокаутированным аллелям шй),

(b) скрещивания первого растения, содержащего один или несколько частично и/или полностью но­
каутированных аллелей шй, со вторым растением, не содержащим одного или нескольких частично 
и/или полностью нокаутированных аллелей шй, сбора Р1-семян после скрещивания (где семена являются 
гетерозиготными по частично и/или полностью нокаутированному аллелю шй, если первое растение яв­
лялось гомозиготным по этому частично и/или полностью нокаутированному аллелю шй, и где половина 
семян являются гетерозиготными и половина семян являются азиготными по частично и/или полностью 
нокаутированному аллелю шй, т.е. не содержат его, если первое растение являлось гетерозиготным по 
этому частично и/или полностью нокаутированному аллелю шй), и необязательно идентификации Р1- 
растений, содержащих один или несколько выбранных частично и/или полностью нокаутированных ал­
лелей шй, как описано выше,

(c) обратного скрещивания Р1-растений, содержащих один или несколько выбранных частично 
и/или полностью нокаутированных аллелей шй, со вторым растением, не содержащим одного или не­
скольких частично и/или полностью нокаутированных аллелей шй, в течение одного или нескольких по­
колений (х), сбора ВСх-семян после скрещивания, и идентификации в каждом поколении ВСх-растений, 
содержащих один или несколько выбранных частично и/или полностью нокаутированных аллелей шй, 
как описано выше,

(й) необязательно получения ВСх-растений, являющихся гомозиготными по одному или несколь­
ким выбранным частично и/или полностью нокаутированным аллелям шй посредством проведения од­
ной из следующих стадий:

выделения двойных гаплоидных растений из обработанных клеток микроспор или пыльцы ВСх- 
растений, содержащих один или несколько желательных частично и/или полностью нокаутированных 
аллелей(аллель) шй, как описано выше;

самовоспроизводства ВСх-растений, содержащих один или несколько желательных частично и/или 
полностью нокаутированных аллелей(аллель) шй в течение одного или нескольких поколений (у), сбора 
ВСх 8х-семян после самовоспроизводства и идентификации ВСх 8х-растений, являющихся гомозигот­
ными по одному или нескольким желательным частично и/или полностью нокаутированным аллелям шй, 
как описано выше.

Первое и второе растение с высвобождением семян растрескиванием могут представлять собой рас­
тения Вгакшсасеае, в частности растения Вгакыса, особенно растения Вгакыса парик или растения из дру­
гих сельскохозяйственных видов Вгакыса. Альтернативно, первое растение может представлять собой 
растение Вгакысасеае, в частности растение Вгакыса, особенно растение Вгакыса парик или растение из 
других сельскохозяйственных видов Вгакыса, и второе растение может представлять собой растение из 
генеалогической линии Вгакысасеае, в частности из генеалогической линии Втакшса, особенно из генеа­
логической линии Вгакыса парик или из генеалогической линии из других сельскохозяйственных видов 
Вгакыса. "Генеалогическая линия", как применяют в настоящем документе, представляет собой линию 
предпочтительно гомозиготных растений, которую можно отличать от других линий растений по пред­
почтительному генотипу и/или фенотипу, которую используют для получения гибридного потомства.

Последовательности
8Е0 ГО N0: 1: кодирующая ДНК гена ШЭ-АЕ кодирующего белок Щ0-А1 дикого типа из Втакыса 

парик.
8Е0 ГО N0: 2: белок Щ0-А1 дикого типа, кодируемый 8ЕЦ ГО N0: 1.
8Е0 ГО N0: 3: кодирующая ДНК гена ГОО-СЕ кодирующего белок ШЭ-СА дикого типа из Втакыса 

парик.
8Е0 ГО N0: 4: белок ШЭ-СА дикого типа, кодируемый 8ЕЦ ГО N0: 3.
8Е0 ГО N0: 5: геномная ДНК гена ШЭ-АЕ кодирующего белок дикого типа Щ0-А1 из Втакыса па­

рик.
8Е0 ГО N0: 6: белок Щ0-А1 дикого типа, кодируемый 8ЕЦ ГО N0: 5.
8Е0 ГО N0: 7: геномная ДНК гена ГОО-СЕ кодирующего белок ШЭ-СА дикого типа из Втакшса па­

рик.
8Е0 ГО N0: 8: белок ШЭ-СА дикого типа, кодируемый 8ЕЦ ГО N0: 7.
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5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 9: кодирующая ДНК гена ΙΝΌ1 АгаЫйоркк.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 10: белок ΙΝΌ1 АгаЫйорык, кодируемый δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 9.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 11: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Λ1-ΕΜ506 и -УТ.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 12: олигонуклеотид для детекции IN^-А1-ΕΜδ06.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 1З: олигонуклеотид для детекции ГЖ-АЬУТ.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 14: олигонуклеотид для детекции IN^-А1-ΕΜδ09 и -УТ.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 15: олигонуклеотид для детекции IN^-А1-ΕΜδ09.
5>ЕО ΙΌ ΝΟ: 16: олигонуклеотид для детекции ГЖ-АЬУТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 17: олигонуклеотид для детекции ГЖ-АЬЕМЗП и -УТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 18: олигонуклеотид для детекции ГЖ-АЬЕМЗП.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 19: олигонуклеотид для детекции ГЖ-АЬУТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 20: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ04 и -УТ
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 21: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ04.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 22: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-01-УТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 2З: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ08 и -УТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 24: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ08.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 25: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-01-УТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 26: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ09 и -УТ.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 27: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-Ο-ΕΜδ09.
5>Е0 ΙΌ ΝΟ: 28: олигонуклеотид для детекции ΙΝΌ-01-УТ.
Если в примерах не указано иначе, все способы рекомбинантной ДНК осуществляют согласно об­

щепринятым способам молекулярной биологии, как описано в ЗатЬгоок аий Кикке11 (2001) Μο1еси1а^ 
С1ошид: А ЬаЬогаЮгу Μаииа1, ТЫгй ЕйШои, Со1й §ргшд НагЬог ЬаЬогакгу Ргекк, ΝΥ, в томах 1 и 2 АикиЬ- 
е1 е1 а1. (1994) СиггеШ Рго1осо1к ш Μο1еси1а^ Вю1оду, СиггеШ Рго1осо1к, И8А и в томах Ι и ΙΙ Вго^и (1998) 
Уо1еси1аг Вю1оду ЬаЬРах, 8есоий ЕйШои, Асайетю Ргекк (ИК). Общепринятые материалы и методы для 
молекулярных манипуляций с растениями описаны в Р1аШ Уо1еси1аг Вю1о§у ЬаЬГах (199З) Ьу Κ.Ό.Ό. 
Сгоу, совместно опубликованной ВЮ8 Зиеиййс РиЬЬсайоик Όΐά (ИК) и В1аск\уе11 8с1еиййс РиЬНсайоик, 
ИК. Общепринятые материалы и методы для полимеразных цепных реакций можно обнаружить в 01еГ- 
ГеиЬасЬ аий 0\'екк1ег (1995) РСК Рптег: А ЬаЬотакту Μаииа1, Со1й 8рт1ид НагЬог ЬаЬотаЮту Ргекк, и в 
ΜсРЬе^кοи а1 а1. (2000) РСК - Вакюк: Ргот Васкдгоиий Ю ВеисЬ, Нгк1 ЕйШои, §ргшдег Уег1ад, Сегтаиу. 
Общепринятые способы анализа АРЬР описаны в Уок е1 а1. (1995, ЫАК 2З:4407-4414) и в опубликован­
ной ЕР патентной заявке ЕР 5З4858.

Примеры
Пример 1. Получение и выделение частично нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΌ (шф.
Мутации в генах ΙΝΌ, показанные в δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 1 или З и 5 или 7 в списке последовательностей, 

получали и идентифицировали следующим образом.
З0000 семян из генеалогической линии элитного ярового масличного рапса (семена МО) подверга­

ли предварительному набуханию в течение двух часов на влажной фильтровальной бумаге в деионизи­
рованной или дистиллированной воде. Половину семян подвергали воздействию 0,8% ΕΜδ, а половину - 
1% ΕΜδ (δίβίικι: М0880) и инкубировали в течение 4 ч.

Подвергнутые мутагенезу семена (семена Μ1) промывали З раза и высушивали в вытяжном шкафу 
в течение ночи. З0000 растений Μ1 выращивали в почве и подвергали самовоспроизводству для получе­
ния семян М2. Семена М2 собирали для каждого индивидуального растения Μ1.

Два раза выращивали по 4800 растений М2, полученных из растений Μ1, и получали образцы ДНК 
из образцов листьев каждого индивидуального растения М2 согласно способу СТАВ (Ооу1е аий Ооу1е, 
1987, РНуЮсНетМгу Ви11ейи 19:11-15).

Проводили скрининг образцов ДНК по присутствию точечных мутаций в генах ΙΝΌ, вызывающих 
замену аминокислот в белках ΙΝΌ, в частности в домене ЬНЬН белков ΙΝΌ, и посредством прямого сек- 
венирования стандартными способами секвенирования (Адо^а) и анализа последовательностей по при­
сутствию точечных мутаций с использованием программного обеспечения NονοδNР (УВ АиШегр).

Таким образом идентифицировали частично нокаутированные мутантные аллели ΙΝΌ (шф, указан­
ные в табл. З а и Ь выше.

В заключение, в вышеуказанных примерах показано, как можно получать и выделять частично но­
каутированные мутантные аллели ΙΝΌ. Растительный материал, содержащий такие мутантные аллели, 
можно также использовать для комбинации выбранных мутантных аллелей ΙΝΌ в растении, как описано
в следующих примерах.

Пример 2. Идентификация растения Вгаккюа, содержащего частично нокаутированный мутантный 
аллель ΙΝΌ Вгакшек.

Растения Вгаккюа, содержащие мутации в генах ΙΝΌ, идентифицированные в примере 1, идентифи­
цировали следующим образом:

Для каждого мутантного гена ΙΝΌ, идентифицированного в образце ДНК из растения М2, выращи­
вали по меньшей мере 50 растений М2, полученных из того же самого растения Μ1, что и растение М2,
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содержащее мутацию ΙΝΏ, и получали образцы ДНК из образцов листьев каждого индивидуального рас­
тения М2.

Проводили скрининг образцов ДНК по присутствию идентифицированных точечных мутаций ΙΝΏ, 
как описано выше в примере 1.

Гетерозиготные и гомозиготные (как определяли на основании электрофореграмм) растения М2, 
содержащие одну и ту же мутацию, подвергали самовоспроизводству и собирали семена М3.

Пример 3. Анализ свойств растрескивания плода растений Вгаввка, содержащих частично и/или 
полностью нокаутированный мутантный ген ΙΝΏ Вгаввюа.

Для определения корреляции между присутствием частично и/или полностью нокаутированных 
мутантных генов ΙΝΏ в растениях Вгаввка и свойствами растрескивания плода растений Вгаввка, свой­
ства растрескивания плода растений Вгаввка парив, содержащих один частично нокаутированный му­
тантный ген ΙΝΏ в гомозиготном состоянии или оба частично и полностью нокаутированных мутантных 
гена ΙΝΏ в гомозиготном состоянии, анализировали в теплице и в полевых условиях и сравнивали со 
свойствами растрескивания плода растений Вгаввка парив, содержащих 2-4 полностью нокаутированных 
аллеля шй, как описано в \УО09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной 
заявки ΕΡ 07023052), следующим образом:

Для определения, влияет ли и как влияет на границу створок плода и свойства раскрытия стручков с 
семенами присутствие частично и/или полностью нокаутированных мутантных генов ΙΝΏ, плод шй 
сравнивали с плодом дикого типа с использованием следующих макроскопических тестов.

a. Обследование стручков с семенами и растений, как правило, невооруженным глазом для опреде­
ления различий в фенотипе стручков и растений, вызванных присутствием различных частично и/или 
полностью нокаутированных мутантных генов ΙΝΏ. Определение фенотипа стручков. Когда стручки яв­
лялись полностью выросшими и наполненными, непосредственно перед пожелтением, степень четкости 
зоны, разграничивающей створку и носик в зоне, где обе створки больше не соприкасаются (на дисталь­
ном конце стручка), 5 случайно выбранных стручков (от различных растений, если доступно несколько 
растений на линию) оценивали и присваивали баллы от 0 до 10 или от 1 до 5:0 или 1 соответственно в 
случае явной впадины и тонкой отчетливой зоны, разделяющей створку и носик; 1-3 или 2 соответствен­
но в случае некоторой впадины и явной, хотя более расплывчатой, зоны, отделяющей створку от носика; 
4-6 или 3 соответственно в случае створок и носика, которые еще можно хорошо наблюдать в виде двух 
отдельных тканей, но с очень плавным переходом между ними; 7-9 или 4 соответственно в случае ство­
рок и носика, которые едва можно наблюдать в виде отдельных тканей; 10 или 5 соответственно в случае 
полностью размытого перехода между створками и носиком без какой-либо явной разницы между обои­
ми типами тканей, т.е. чем меньше впадина между створкой и носиком на дистальном конце стручков, 
тем выше балл. Балл 0 или 1 соответственно (отчетливая впадина между створками и носиком) соответ­
ствует фенотипу стручков дикого типа, более конкретно, чувствительному к растрескиванию стручков 
фенотипу стручков; балл 1-9 или 2-4 соответственно (более постепенный переход между створкой и но­
сиком) соответствует устойчивому к растрескиванию стручков фенотипу стручков, при котором осыпа­
ние семян является значительно уменьшенным или замедленным при сохранении в то же время агроно­
мически релевантной обмолачиваемости стручков, так что стручки еще можно открыть по зоне растрес­
кивания при приложении ограниченных физических сил; и балл 10 или 5 соответственно (отсутствие 
впадины между створкой и носиком) соответствует устойчивому к растрескиванию стручков фенотипу 
стручков, при котором осыпание семян является уменьшенным или замедленным до такой степени, ко­
торая больше не допускает агрономически релевантной обмолачиваемости стручков, так что стручки 
нельзя открыть по зоне растрескивания при приложении ограниченных физических сил.

b. Ручное испытание на ударную нагрузку (ΜΙΤ) для определения увеличения устойчивости к рас­
трескиванию стручков, вызванного присутствием различных частично и/или полностью нокаутирован­
ных мутантных генов ΙΝΏ.

Уровень устойчивости к растрескиванию стручков линий Вгаввка парив, содержащих один частич­
но нокаутированный мутантный ген ΙΝΏ в гомозиготном состоянии или оба частично и полностью но­
каутированных мутантных гена ΙΝΏ в гомозиготном состоянии и линий Вгаввка, содержащих соответст­
вующие аллели ΙΝΏ дикого типа, сравнивали полуколичественным способом посредством определения 
физических сил, необходимых для раскрытия закрытых зрелых стручков посредством приложения скру­
чивания к стручкам вручную. Устойчивости к растрескиванию стручков для стручков присваивали балл 
от 1 до 5 на основании этой физической силы: 1 в случае стручков, которые полностью раскрываются по 
зоне растрескивания при самом слабом скручивании, 2-4 в случае стручков, которые раскрываются толь­
ко в основании зоны растрескивания и для полного раскрытия которых необходимо более сильное скру­
чивание, и 5 в случае стручков, которые можно только разрушить, а не открыть по зоне растрескивания.

c. Тест испытания на случайную ударную нагрузку (ΚΙΤ) для определения увеличения устойчиво­
сти к растрескиванию стручков вызванного присутствием различных частично и/или полностью нокау­
тированных мутантных генов ΙΝΏ. Уровень устойчивости к растрескиванию стручков линий Вгаввюа 
парив, содержащих один частично нокаутированный мутантный ген ΙΝΏ в гомозиготном состоянии или 
оба частично и полностью нокаутированных мутантных гена ΙΝΏ в гомозиготном состоянии и линий
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Вга881са, содержащих соответствующие аллели ΙΝΏ дикого типа, сравнивали полуколичественным спо­
собом посредством определения времени полужизни образцов стручков из обеих линий согласно Вгисе е1 
а1. (2002, выше). Более конкретно, два повторных образца из 20 интактных зрелых стручков из каждой 
линии подвергали ΚΙΤ. 20 стручков помещали вместе с шестью стальными шарами диаметром 12,5 мм в 
цилиндрический контейнер диаметром 20 см с расположенной вертикально осью. Затем контейнер под­
вергали простому гармоническому движению с частотой 4,98 Гц удара на 51 мм в горизонтальной плос­
кости. Стручки, проверенные на прочность перед тестом, встряхивали в течение суммарных периодов 
времени 10, 20, 40 и, если более 50% стручков оставались интактными, 80 с. Барабан открывали после 
каждого периода, и подсчитывали число закрытых стручков. Стручки обследовали и классифицировали 
как "закрытые", если зона растрескивания обеих створок все еще являлась закрытой. Таким образом, 
стручки классифицировали как "открытые", если одна или обе створки оставались нетронутыми, так, 
чтобы семена высвобождались. Если большинство стручков являлись сломанными или разрушенными 
без раскрытия зоны растрескивания, образец помечали "не пригодным для подсчета" (отмечен * в табл. 
5Ь). Для получения равновзвешенного в каждой точке, данные приводили к расположению с равными 
интервалами по независимой переменной, времени, посредством прибавления 1 и взятия 1о§10. Процент 
открытых стручков р преобразовывали посредством логит-преобразования, т.е. логит р=1оде (р/100-р). 
Затем преобразованные данные времени и процентов подставляли в линейную модель и использовали 
для определения времени полужизни.

б. Тесты в полевых условиях для определения связи между устойчивостью к растрескиванию 
стручков, обмолачиваемостью и урожайностью и присутствием конкретных мутантных аллелей ΙΝΏ в 
растениях. Уровень устойчивости к растрескиванию стручков, обмолачиваемость и урожайность линий 
Вта881са, содержащих мутантные аллели ΙΝΏ, и линий Вта881са, содержащих соответствующие аллели 
ΙΝΏ дикого типа, сравнивали полуколичественным способом посредством определения и сравнения 
уровня осыпания семян (δΗΑΤ), возможности уборки комбайном (СНА1) и обмолачиваемости (СНА2) и 
количественным способом посредством определения и сравнения урожая семян на участок после уборки 
комбайном (ΥΏΏΡ) и урожая семян после обмолачивания соломы (ΥΏΏδ) в полевых условиях между 
участками с растениями шб и участками с растениями дикого типа. Участкам присваивали баллы 1-9 для 
указания уровня осыпания семян на участке до сбора урожая: от балла 1 для указания на то, что практи­
чески все растения на участке осыпались до сбора урожая, до балла 9 для указания на то, что растения на 
участке практически не осыпались. Участкам присваивали баллы 1-5 для указания уровня возможности 
уборки комбайном на участке: баллы от 1, до З или до 5 для указания на то, что является сложным, до 
осуществимого, или до простого, соответственно убирать участок с помощью комбайна. Участкам при­
сваивали баллы 1-5 для указания уровня обмолачиваемости участка: баллы от 1 до З или до 5 для указа­
ния на то, что является сложным, до осуществимого, или до простого, соответственно вручную собрать 
семена, оставшиеся в соломе после уборки комбайном. Урожай семян на участке после уборки комбай­
ном (ΥΏΏΡ; выраженный в граммах на участок) определяли посредством уборки семян на участке с по­
мощью уборочного комбайна и взвешивания семян, и урожай семян после обмолачивания соломы 
(ΥΏΏδ; выраженный в мас.% соломы) определяли посредством ручного сбора семян, оставшихся в со­
ломе после уборки семян с помощью уборочного комбайна.

Для более точного анализа, влияет ли и как влияет на клетки на границах створок стручков с семе­
нами присутствие частично и/или полностью нокаутированных мутантных генов ΙΝΏ, срезы плодов шб 
сравнивали со срезами плодов дикого типа посредством микроскопической оценки стручков с семенами:

Эксплантаты.
Эксплантаты приблизительно по З мм, взятые из центра и дистальных концов стручков на сходной 

стадии развития (приблизительно З5 суток после цветения (ΏΑΑ), стадии развития, близко соответст­
вующей началу видимого пожелтения околоплодника) и сходного размера, отбирали из растений, выра­
щенных в теплице (по три стручка для каждого генотипа). По одной зоне растрескивания вырезали из 
стручков.

Фиксация.
Фиксацию выполняли в 100 мМ К-фосфатном буфере, рН7 с помощью 10% формалина и 0,25% 

глутаральдегида в течение всего 4 ч. Вакуумную инфильтрацию выполняли через 1 и 2 ч в течение 15 
мин. Фиксаж обновляли после каждой вакуумной инфильтрации.

Дегидратация.
Образец промывали 2 раза по З0 мин 100 мМ К-фосфатным буфером рН7. Дегидратацию выполня­

ли техническим этанолом, разведенным 0,85% №С1 в воде: 60 мин (') в 50% этаноле, 90' в 70% этаноле, 
90' в 80% этаноле, 90' в 90% этаноле, 90' в 95% этаноле, 90' в 100% этаноле при комнатной температуре.

Погружение.
Погружение выполняли с помощью наборов для погружения Ьека 7022-З17З1 Н181оте8ш или Ки1/ег 

Н181о-ТесЬшк 7100 (Негаеи8), которые представляют собой трехкомпонентные наборы смолы (основной 
смолы, активатора и отвердителя). Три компонента использовали в соотношениях согласно рекоменда­
циям производителя, следующим образом: образец инкубировали в течение 4 ч в 50% этаноле/50% ос­
новной смоле, в течение ночи в З0% этаноле/70% основной смоле (необязательно: при 4°С), в течение 2-
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4 ч в 100% основной смоле, в течение одних суток в 100% основной смоле после обновления основной 
смолы и проводили вакуумную инфильтрацию в течение 20' (необязательно при 4°С), в течение одних 
суток в основной смоле + активатор (1%) ("среда для инфильтрации") после вакуумной инфильтрации в 
этой среде в течение 20 мин. Образец промывали основной смолой + активатор (1%) + отвердитель (1 мл 
в 15 мл) ("среда для погружения"). Погружение выполняли в плоских модулях для погружения (плоские 
модули для погружения ΑΟΑΚ с полостями приблизительно 300 мкл: длина 14 ммхширина 6 
ммхглубина 4 мм): добавляли 100-125 мкл среды для погружения/полость, среда для погружения поли­
меризовалась при 55°С в течение приблизительно одного часа, ткань помещали в полимеризованную 
среду для погружения (1 эксплантат/полость), полости заполняли средой для погружения, среда для по­
гружения полимеризовалась в течение 3-5 ч при 55°С, модули охлаждали, пластиковые блоки вынимали 
из модулей и сохраняли при комнатной температуре в закрытом контейнере (например, пробирке Эппен- 
дорф).

Получение срезов.
Пластиковые блоки приклеивали плоской стороной на блок из перпекса 1 см3 и обрезали по квадра­

ту вокруг образца. Срезы по 4 мкм (3-4 эксплантата на генотип, приблизительно 25 срезов на эксплантат) 
нарезали стеклянным ножом Ральфа (установленного в положение -1 устройства для гистологического 
ножа КеюНей-Лтд с использованием стеклянных палочек толщиной 6 мм под углом нарезания прибли­
зительно 6°) в микротоме. Срезы прикрепляли к предметным стеклам, обработанным Уес!аЬопб (Уес!ог 
1аЬогаЮпек).

Демонстрация лигнина.
Неокрашенные срезы, погруженные в ЕикШ. обследовали с использованием микроскопа, оборудо­

ванного для флуоресценции (с набором фильтров Ζе^кк 02). Лигнин флуоресцирует светло-голубым.
Оценка гистологии: неокрашенные срезы визуализировали с использованием ПЮ-Могтакк! или ав­

тофлуоресценции (с набором фильтров Ζе^кк 18 - возбуждение ВР390-420; излучение ЬР450).
Растительный материал.
Потомство линии растений, содержащей полностью нокаутированную мутацию в гене ΙΝΏ-Α1 

(обозначенную как шб-а1р), в частности аллель шб-а1-ЕМ801, описанный в \УО09/068313 (по которой 
испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) (обозначенный как шб-а1-01 в 
табл. 5), и частично нокаутированную мутацию в гене ΙΝΏ-ί',Ί (обозначенную как шб-с1Р), в частности 
аллели шб-с1-ЕМ804, -ЕМ808 и ЕМ809, указанные в табл. 3Ь (обозначенные как шб-с1-04, -08, и -09 в 
табл. 5), с генотипом шб-а^/шб-аС шб-с1Р/шб-с1р (т.е. растения с двойной гомозиготной мутацией), 
ΙΝΏ-Α1/ΙΝΏ-Α1, шб-с1Р/шб-с1Р (т.е. растения, гомозиготные по одиночной мутации), и ΙΝΏ-Α1/ΙΝΏ-Α1, 
ΙΝΏ-Ο/ΙΝΏ-Ο (т.е. растения дикого типа).

Потомство линии растений, содержащей частично нокаутированную мутацию в гене ΙΝΏ-Α1 (обо­
значенную как шб-а1Р), в частности аллели шб-а1-ЕМ806, -ЕМ809 и -ЕМ813, указанные в табл. 3а (обо­
значенные как шб-а1-06, -09 и -13 в табл. 5), и полностью нокаутированную мутацию в гене ΙΝΏ-С1 
(обозначенную как шб-с1р), в частности шб-с1-ЕМ801 аллель и аллель шб-с1-ЕМ803, описанные в 
иО09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) (обо­
значенные как 1пб-с1-01 и -03 в табл. 5), с генотипом шб-а1Р/шб-а1Р, шб-сГ/шб-сГ (т.е. растения с двой­
ной гомозиготной мутацией), ΙΝΏ-Α1/ΙΝΏ-Α1, шб-сГ/шб-сЦ (т.е. растения, гомозиготные по одиночной 
мутации), и ΙΝΏ-Α1/ΙΝΏ-Α1, ΙΝΏ-ί'.Ί/ΙΝΏ-ί'.Ί (т.е. растения дикого типа).

Макроскопическая оценка.
а) Обследование стручков с семенами и растений невооруженным глазом.
Стручки от гомозиготных растений-сибсов с двойной мутацией ΙΝΏ с генотипом 1пб-а1р/1пб-а1р, 

шб-с1Р/шб-с1Р или шб-а1Р/шб-а1Р, 1пб-с1р/1пб-с1р обладали фенотипом, сходным со стручками от расте­
ний, содержащих один полностью нокаутированный аллель шб в гомозиготном состоянии и один полно­
стью нокаутированный аллель шб в гетерозиготном состоянии, описанных в \УО09/068313 (по которой 
испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) (генотип: 1пб-а1р/1пб-а1р, ΙΝΏ- 
С1/шб-с1р или IN^-Α1/^пб-а1ρ, 1пб-с1р/1пб-с1р, где шб-а1р представляет собой полностью нокаутирован­
ный аллель шб-а1, в частности аллель шб-а1-ЕМ801 или шб-а1-ЕМ805, описанный в \УО09/068313 (по 
которой испрашивается приоритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052), и где шб-с1р представ­
ляет собой полностью нокаутированный аллель шб-с1, в частности аллель шб-с1-ЕМ801 или шб-с1- 
ЕМ803, описанный в \УО09/068313 (по которой испрашивается приоритет Европейской патентной заяв­
ки ЕР 07023052)). Более конкретно, границы створок стручков этих растений-сибсов с мутантным ΙΝΏ 
являлись, как правило, лучше определенными, чем в растениях-сибсах, гомозиготных по двойному пол­
ностью нокаутированному мутантному ΙΝΏ, описанных в \УО09/068313 (по которой испрашивается при­
оритет Европейской патентной заявки ЕР 07023052) (для которых показано отсутствие точного опреде­
ления границ створки, в частности, различимых как на проксимальном, так и на дистальном конце плода, 
по сравнению с стручками от растений-сибсов с ΙΝΏ дикого типа), но четкая впадина между створкой и 
носиком на дистальном конце стручков в растениях-сибсах дикого типа еще в значительной мере отсут­
ствовала в этих мутантных растениях, как в растениях-сибсах, гомозиготных по двойному полностью
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нокаутированному шб, которые обладают также более плавным переходом между тканями створки и 
носика (см. также баллы визуальной оценки в табл. 5а для выращенных в теплице растений и в табл. 5Ь 
для выращенных в полевых условиях растений).

Стручки от растений-сибсов, гомозиготных по одиночной мутации ШЭ (генотип: ШО-А1/ШЭ-АЕ 
шб-с1р/шб-с1р или шб-а1р/шб-а1р, ^Ю-С1 /^О-СП), обладают морфологией стручка, сходной со струч­
ками от растений-сибсов с ШЭ дикого типа, за исключением стручков от растений-сибсов, гомозиготных 
по одиночной мутации ШЭ, с генотипом IN^-А1-ΕМδ01/IN^-А1-ΕМδ01. ^ηб-с1-ΕМδ09/^ηб-с1-ΕМδ09, 
которые обладают измененной морфологией стручков, сходной со стручками от растений-сибсов, гомо­
зиготных по двойной мутации ШЭ с генотипом шб-аЬ/шб-аЬ, шб-сЬ/шб-сЬ или шб-а1р/шб-а1р, шб- 
сЬ/шб-сЬ (см. также баллы визуальной оценки в табл. 5а для выращенных в теплице растений и в табл. 
5Ь для выращенных в полевых условиях растений). Кроме того, наблюдали, что присутствие аллеля шб- 
с1-ΕМδ09 в гетерозиготном состоянии в растениях (генотип: ШЭ-А1/ШЭ-АЕ IN^-С1/^ηб-с1-ΕМδ09) 
являлось достаточным, чтобы вызвать измененную морфологию стручка, сходную со стручками от рас- 
тений-сибсов, гомозиготных по двойной мутации ШЭ, с генотипом шб-аЬ/шб-аЬ, шб-с1р/шб-с1р или 
шб-а1р/шб-а1р, шб-сЬ/шб-сЬ. Считают, что аллель ^ηб-с1-ΕМδ09, содержащий мутацию замены консер­
вативной аминокислоты основного ДНК-связывающего домена, может приводить к доминантно нега­
тивному белку ШЭ, еще способному к формированию димеров, но не способному к связыванию с участ­
ком связывания ЬНЬН регулируемого гена(генов).

Ь) Тест испытания на случайную ударную нагрузку. В табл. 5 показано, что величина ЬО50, как 
правило, является более высокой для стручков от растений, содержащих полностью нокаутированный 
аллель шб-с1 в гомозиготном состоянии и частично нокаутированный аллель шб-а1 в гомозиготном со­
стоянии, чем для стручков от растений, содержащих полностью нокаутированный аллель шб-а1 в гомо­
зиготном состоянии и частично нокаутированный аллель шб-с1 в гомозиготном состоянии, указывая на 
то, что мутации в аллеле ШЭ-С1 могут оказывать более сильный эффект на устойчивость к растрескива­
нию стручков, чем мутации в аллеле ШЭ-А1.
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Таблица 5 а

Генотип
Баллы 

визуальной 
оценки (0-10)

1ГО50
(сек)

Корректи
рованное
нижнее

95%

Корректи
рованное
верхнее

95%

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 0 8,06 3,1 1,78

ΐηά-α1-06/ΐηά-α1-06, ΙΝΏ-С 1-01/ΙΝΏ-С 1-01 0 9,05 2,83 2,15

ΐηά-α1-06/ΐηά-α1-06, ίηά-сΙ-ΟΙ/ίηά-с 1-01 7 26,31 4,83 7,64

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, 1№/-С1-03/ВЮ-С1-03 0 8,86 * *

ίηά-α1-06/ίηά-α1-06, ΙΝΏ-С 1-03/ΙΝΏ-С 1-03 0 5,74 4,2 2,06

ΐηά-α1-06/ΐηά-α1-06, ίηά-с 1-03/ίηά-ε 1-03 7 29,38 3,8 5,18

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 0 9,36 2,6 1,7

ίηά-α1-09/ίηά-α1-09, ΙΝΏ-С 1-01/ΙΝΏ-С 1-01 1 9,05 2,83 2,15

ίηά-α1-09/ίηά-α1 -09, ίηά-с!-ΟΙ/ίηά-с!-01 8 52,03 8,96 14,03

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ПЮ-С1-03/Ш)-С1-03 0 8,44 2,74 2,26

ίηά-α1-09/ίηά-α1-09, П/Ю-С1-03/1Ш)-С1-03 0 9,05 2,83 2,15

ίηά-α1-09/ίηά-α1-09, ίηά-ΰ1-03/ίηά-ΰ1-03 8,5 85,57 23,34 64,64

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ΙΝΏ-Μ-ΟΙ/ΙΝΏ-Μ-ΟΙ 3 12,91 2,4 2,46

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ΙΝΏ-С 1-01/ΙΝΏ-С 1-01 2 14,2 2,2 2,59

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ΐηά-с 1-01/ΐηά-с!-01 7 61,21 9,6 15,18

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ПЮ-С1-03/ПЮ-С1-03 0 8,86 * *

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ΙΝΏ-С 1-03/ΙΝΏ-С 1-03 0 7,74 3,98 1,54

ίηά-αΐ-ΐ3/ίηά-α1-13, ΐηά-с 1-03/ΐηά-с 1-03 9 56,68 8,9 13,6

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-04/ПЮ-С1-04 0 7,89 2,88 2

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ίηά-с!-04/ίηά-ΰ1 -04 0 10,91 2,5 2

ίηά-α1-01/ίηά-α1 -01, ίηά-с!-04/ίηά-α! -04 9 37,8 5,77 8,4

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-08/ПЮ-С1-08 0 8,94 2,78 2,38

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, М-с1-08/та-с1-08 0 9,8 2,8 2,1

ίηά-α1-01/ίηά-α1 -01, ίηά-с!-08/ίηά-αΙ-08 8,5 31,81 6,66 10,45

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-09/ПЮ-С1-09 0 7,22 3,56 1,82

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ίηά-ΰ1-09/ίηά-ΰ1-09 8,5 46,6 7,82 11,48

ίηά-α1-01/ίηά-α1-01, ίηά-ΰ1-09/ίηά-ΰ1-09 9 90,11 * *
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Таблица 5Ь

Генотип
Баллы 

визуальной 
оценки (1-5)

Баллы на основании 
физической силы, 
необходимой для 

раскрытия 
закрытых зрелых 

стручков (1-5)

ΙΏ50 (сек)

поле 1 поле 2

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 1 1 9,7 7,2

ίηά-αΙ-06/ίηά-αΙ-Οό, ΙΝΏ-С!-01 /ΙΝΏ-С!-01 1 1 6,2 8,3

ΐηά-α1-06/ΐηά-α1-06, ίηά-сΙ-ΟΙ/ίηά-с 1-01 2 2 17,0 16,6

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, ПЮ-С1-03/ПЮ-С1-03 1 1 6,5 6,6

ίηά-α1-06/ίηά-α1-06, ПЮ-С1-03/ПЮ-С1-03 1 1 7,4 5,3

ΐηά-α1-06/ΐηά-α1-06, ίηά-ο1-03/ίηά-ο1-03 3 2 15,3 12,4

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 1 1 7,5 6,9

ίηά-α1-09/ίηά-α1-09, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 1 1 5,4 7,2

ίηά-α1-09/ίηά-α1 -09, ίηά-εΐ-Οΐ/ίηά-εΐ-01 3 4 60,1 77,0

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ПЮ-С1-03/Ш)-С1-03 1 1 6,6 6,2

ίηά-α1-09/ίηά-α1-09, ПЮ-С1-03/ПЮ-С1-03 1 1 7,7 7,0

ίηά-α1-09/ίηά-α1 -09, ίηά-εΐ-03/тА-с1 -03 3 4 49,8 63,0

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 1 1 П,7 10,7

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ПЮ-С1-01/ПЮ-С1-01 1 1 10,7 7,9

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ίηά-с!-Οΐ/ίηά-βΐ-01 3 3 19,1 22,9

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ПЮ-С1-03/Ш)-С1-03 1 1 5,4 5,7

ίηά-α1-13/ίηά-α1-13, ПЮ-С1-03/ПЮ-С1-03 1 1 9,2 8,3

ίηά-αΐ-ΐ3/ίηά-α1-13, ίηά-ο1-03/ίηά-ο1-03 3 3 10,2 38,6

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-04/ПЮ-С1-04 1 1 6,5 7,4

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ΐηά-ΰ1-04/ΐηά-ΰ1-04 1 2 9,5 7,2

ίηά-α1-01/ίηά-α1-01, ίηά-β1-04/ίηά-β1-04 3 5 87,7 126,6

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-08/ПЮ-С1-08 1 1 9,7 8,3

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ίηά-β1-08/ίηά-β1-08 1 1 4,9 9,0

ίηά-α1-01/ίηά-α1-01, ίηά-β1-08/ίηά-β1-08 3 3 14,9 23,7

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-09/Ш)-С1-09 1 1 9,1 8,3

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ίηά-ο1-09/ίηά-ο1-09 3 2 7,9 8,3

ίηά-α1-01/ίηά-α1 -01, ίηά-с!-09/ίηά-ΰ1 -09 5 5 * *

с) Тесты в полевых условиях.
В табл. 5с показан уровень осыпания семян (8НАТ), возможность уборки комбайном (СНА1), об- 

молачиваемость (СНА2), урожай семян на участок после уборки комбайном (УЬЭР) и урожай семян по­
сле обмолачивания соломы (УБЭЗ), определенные, как описано выше, для участков поля с растениями 
ίηά и растениями дикого типа, как указано. Значение Урожайность ШТ Сег% представляет УРОР в виде 
процента от сегреганта дикого типа в пределах одной сегрегирующей популяции.
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Таблица 5 с

Генотип 8НАТ
(1-9)

СНА1
(1-5)

СНА2
(1-5)

ΥΙΏΡ
(в

граммах
на

участок)

Урожай­
ность
λ¥Τ

Сег%

ΥΙΏ5 
(в %
масс.

соломы)

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 8,3 5,0 5,0 2263,3 100 0,4

ίηά-α1-06/ίηά-α1-06, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 8,4 4,6 5,0 2274,9 101 о,з

ίηά-α1-06/ίηά-α1 -06, ίηά-εΐ-Οΐ/ίηά-εΐ-01 8,7 4,4 4,9 2525,1 112 1,1

ΙΝΏ-Α1-06/ΙΝΏ-Α1-06, ΙΝΏ-(Α1-03/ΙΝΏ-(:ΐ-03 8,6 4,6 4,9 2102,0 100 0,5

ίηά-α1-06/ίηά-α1-06, ПЮ-С1-03/11Ю-С1-03 8,7 4,8 5,0 2292,7 109 0,4

ίηά-α1-06/ίηά-α1 -06, ίηά-εΐ-03/тА-с1 -03 8,8 4,1 4,6 2276,2 108 1,3

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 8,3 5,0 4,9 1964,2 100 о,з

ΐηά-α1-09/ΐηά-α1-09, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 8,0 4,7 5,0 1872,0 95 0,4

ίηά-α1-09/ίηά-α1 -09, ίηά-εΐ-Οΐ/ίηά-εΐ-01 9,0 2,7 3,8 2323,3 118 5,7

ΙΝΏ-Α1-09/ΙΝΏ-Α1-09, ΙΝΏ-α-03/ΙΝΏ-α-03 8,6 4,8 5,0 2168,9 100 0,5

ΐηά-α1-09/ΐηά-α1-09, ΙΝΏ-α-03/ΙΝΏ-α-03 8,3 4,7 5,0 1985,6 92 0,4

ΐηά-α1-09/ΐηά-α1-09, М-с1-03/М-с1-03 9,0 1,9 3,6 1726,7 80 13,6

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ΙΝΏ-α-01/ΙΝΏ-α-01 8,3 4,8 5,0 1977,1 100 0,4

ΐηά-α1-13/ΐηά-α1-13, ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ/ΙΝΏ-ΟΙ-ΟΙ 8,4 4,2 4,9 1929,3 98 0,5

ΐηά-α1-13/ΐηά-α1-13, ίηά-βΐ-Οΐ/ίηά-βΐ-01 8,9 3,6 4,7 2445,6 124 2,0

ΙΝΏ-Α1-13/ΙΝΏ-Α1-13, ΙΝΏ-α-03/ΙΝΏ-α-03 8,3 4,2 5,0 1885,1 100 0,4

ΐηά-α1-13/ΐηά-α1-13, ΙΝΏ-(Α1-03/ΙΝΏ-(:ΐ-03 8,3 4,8 5,0 2137,8 113 0,6

ΐηά-αΐ-ΐ3/ΐηά-α1-13, М-с1-03/М-с1-03 8,9 2,8 3,9 2120,9 113 4,8

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-04/ПЮ-С1-04 8,8 4,9 4,8 2120,4 100 0,6

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, тА-с1-04/тА-с1-04 8,6 4,8 5,0 2136,4 101 0,6

ΐηά-α1-01/ΐηά-α1-01, тА-с1-04/тА-с1-04 9,0 1,8 2,8 1437,0 68 19,1

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, ПЮ-С1-08/ПЮ-С1-08 8,0 4,8 5,0 2250,4 100 0,6

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, М-с1-08/тА-с1-08 8,3 4,3 4,9 2131,3 95 0,5

ίηά-αΙ-01/ίηά-αΙ-01, тА-с1 -08/тА-с1 -08 8,9 з,о 4,1 2385,1 106 2,5

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, Ш0-С1-09/Ш0-С1-09 8,7 4,9 5,0 2080,0 100 0,4

ΙΝΏ-Α1-01/ΙΝΏ-Α1-01, тА-с1-09/тА-с1-09 8,7 4,6 4,6 2447,8 118 1,0

ΐηά-α1-01/ΐηά-α1-01, тА-с1-09/тА-с1-09 9,0 1,1 1,8 589,6 28 28,4

Микроскопическая оценка.
Стручки от растений-сибсов, гомозиготных по двойной мутации ΙΝΌ, с генотипом тб-а1р/тб-а1р, 

шб-с1Р/шб-с1Р или тб-а1Р/тб-а1Р, тб-с1р/тб-с1р, и стручки от растений-сибсов, гомозиготных по оди­
ночной мутации ΙΝΌ с генотипом ШП-А1-ЕМ801/Ш0-А1-ЕМ801, тб-с1-ЕМ809/тб-с1-ЕМ809, выра­
щенных в условиях теплицы, обладали лигнифицикацией на дистальных концах на всем протяжении 
зоны растрескивания и слабой дифференцировкой клеток, принадлежащих к зоне растрескивания, от 
соседних типов клеток, таких как клетки тканей сосудов и лигнифицированный слой клеток, в норме 
обнаруженный на внутренней стенке стручка (т.е. клетки эндокарпия Ь). В центре стручков лигнифика- 
ция не происходила на всем протяжении зоны растрескивания, но вместо этого стручки обладали только 
несколькими дополнительными слоями лигнифицированных клеток, где внутренняя стенка стручка при­
соединена к перегородке.

Стручки от растений-сибсов, гомозиготных по двойной мутации ΙΝΌ, с генотипом тб-а1- 
ЕМ801/тб-аА1-ЕМ801, тб-с1-ЕМ809/тб-с1-ЕМ809, обладали как на дистальных концах, так и в центре 
стручков лигнификацией на всем протяжении зоны растрескивания и слабой дифференцировкой клеток, 
принадлежащих к зоне растрескивания, от соседних типов клеток, таких как клетки тканей сосудов и 
лигнифицированный слой клеток, в норме обнаруженный на внутренней стенке стручка (т.е. клетки эн-
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докарпия Ь).
Пример 4. Детекция мутантных генов ΙΝΏ в (элитных) линиях ΒιοίδΐοΗ и/или перенос мутантных 

генов ΙΝΏ в (элитные) линии Βγηκκϊοη.
Мутантные гены ΙΝΏ переносили в (элитные) генеалогические линии Βκ·ικκ^;·ι следующим спосо­

бом. Растение, содержащее мутантный ген ΙΝΏ (донорное растение), скрещивают с (элитной) линией 
Βγη88Ϊοη (элитный родитель/рекуррентный родитель) или с сортом без мутантного гена ΙΝΏ. Используют 
следующую схему интрогрессии (мутантный ген ΙΝΏ обозначают как шД, в то время как дикий тип обо­
значают как ΙΝΏ).

Начальное скрещивание: шД/шД (донорное растение)хГЖ/ГЖ (элитный родитель),
Р1-растение: ΙΝΏ/шД.
ВС1 скрещивание: ΙΝΏ/шД χΙΝΏ/ΙΝΏ (рекуррентный родитель),
ВС1-растения: 50% ΙΝΏ/шД и 50% ΙΝΏ/ΙΝΏ,
50% ΙΝΏ/шД отбирают с использованием молекулярных маркеров (например, ΑР^Р, ПЦР, 

ШуаДег™, и т.п.; см. также ниже) для мутантного аллеля ΙΝΏ (шД).
ВС2 скрещивание: ΙΝΏ/шД (Βί'Ί растение)хГЖ/Г^ (рекуррентный родитель),
ВС2-растения: 50% ΙΝΏ/шД и 50% ΙΝΏ/ΙΝΏ,
50% ΙΝΏ/шД отбирают с использованием молекулярных маркеров для мутантного аллеля ΙΝΏ (шД).
Обратное скрещивание повторяют от ВС3 до ВС6,
ВС3-6-растения: 50% ΙΝΏ/шД и 50% ΙΝΏ/ΙΝΏ,
50% ΙΝΏ/шД отбирают с использованием молекулярных маркеров для мутантного аллеля ΙΝΏ (шД). 

Для уменьшения числа обратных скрещиваний (например, до ВС3 вместо ВС6), можно использовать 
молекулярные маркеры, специфические для генетического фона элитного родителя.

ВС3-6 81 скрещивание: ГЖ/шДхГЖ/шД,
ВС3-6 81-растения: 25% ΙΝΏ/ΙΝΏ и 50% ΙΝΏ/шД и 25% шД/шД.
Растения, содержащие шД, отбирают с использованием молекулярных маркеров для мутантного ал­

леля ΙΝΏ (шД). Индивидуальные растения ВС3-6 81, являющиеся гомозиготными по мутантному аллелю 
ΙΝΏ (шД/шД), отбирают с использованием молекулярных маркеров для аллелей ΙΝΏ мутантного и дикого 
типа. Эти растения затем используют для получения семян.

Для отбора растений, содержащих точечную мутацию в аллеле ΙΝΏ, можно использовать прямое 
секвенирование посредством общепринятых способов секвенирования, известных в данной области, та­
кие как способы, описанные в примере 1.

Альтернативно, можно разработать анализы ПЦР, чтобы отличать растения, содержащие специфи­
ческую точечную мутацию в аллеле ΙΝΏ, от растений, не содержащих эту специфическую точечную му­
тацию. Следующие дискриминирующие анализы ПЦР можно разработать таким образом, чтобы детек­
тировать присутствие или отсутствие и статус зиготности мутантных аллелей, идентифицированных в 
примере 1 (см. табл. 3а и 3Ь).

ДНК-матрица:
геномная ДНК, выделенная из материала листа гомозиготных или гетерозиготных мутантных рас­

тений Βι^ϊοη (содержащих мутантный/аллель ΙΝΏ, далее в настоящем документе называемый "ΙΝΏ-Χχ- 
ΕΜ8XX");

контрольная ДНК дикого типа: геномная ДНК, выделенная из материала листа растений Βι^ϊοη 
дикого типа (содержащих эквивалент дикого типа для мутантного аллеля ΙΝΏ, далее в настоящем доку­
менте называемый "ΙΝΏ-Χχ-νΤ");

положительный контроль ДНК: геномная ДНК, выделенная из материала листа гомозиготных му­
тантных растений Βηκ^η, как известно, содержащих IN^-Xχ-ΕΜ8XX.

Как правило, каждый набор праймеров состоит из одного праймера, специфического для гена- 
мишени, как мутантного, так и дикого типа (например, праймера, специфического для обоих аллелей 
IN^-Α1-ΕΜ806 и ΙΝΏ-Α1-νΤ), и одного праймера, специфического для отличающегося нуклеотида (на­
пример, праймера, специфического либо для аллеля IN^-Α1-ΕΜ806, либо для аллеля ΙΝΏ-Α1-νΤ). Как 
правило, последний нуклеотид последнего праймера совпадает с отличающимся нуклеотидом, но один 
(или несколько) дополнительных специфических для мишени нуклеотидов(нуклеотид) можно добавлять 
для улучшения гибридизации между праймером и его последовательностью-мишенью.

Смесь для ПЦР: 2,5 мкл 10х буфера для ПЦР (15 мМ МдС12), 0,25 мкл ДЭТР (20 мМ), 1 мкл прямого 
праймера (10 мкМ), 1 мкл обратного праймера (10 мкМ), 0,25 мкл Τа^-полимеразы (5 Ед./мкл), 19,5 мкл 
Мйй-О Н2О, 0,5 мкл ДНК (20-50 нг/мкл) = общий объем 25 мкл.

Профиль термоциклирования: 4 мин при 95°С; 30х[1 мин при 95°С (денатурация) и 1 мин при тем­
пературе гибридизации и 2 мин при 72°С (элонгация)]; 5 мин при 72°С; охлаждение до 4°С. Оптималь­
ную температуру гибридизации можно определять посредством ПЦР с градиентом температур, где тем­
пературу гибридизации можно изменять, например, от 57 до 70°С в термоциклере М1 Кекеагсй РТС-200 
(Β^γιη). Оптимальная температура гибридизации для праймеров, специфических для ΙΝΏ дикого типа, 
представляет собой температуру, при которой можно детектировать четкий ПЦР-фрагмент ожидаемого
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размера (как описано ниже) для образца ДНК от растения Вга881са дикого типа, а не для образца ДНК от 
мутантного растения Вга881са. Оптимальная температура гибридизации для праймеров, специфических 
для мутантного ΙΝΏ, представляет собой температуру, при которой можно детектировать четкий ПЦР- 
фрагмент ожидаемого размера (как описано ниже) для образца ДНК от мутантного растения Вга881са, а 
не для образца ДНК от растения Вга881са дикого типа.

После амплификации 5 мкл красителя для нанесения (оранжевый краситель) добавляют к 15 мкл 
образцов после ПЦР и образцы наносят в 1,5% агарозный гель.

Характер полос, полученных после амплификации геномной ДНК мутантных растений Вга881са, 
оценивают следующим образом.

Данные для образцов ДНК, выделенных из материала листа мутантных растений Вга881са в преде­
лах одного проведения ПЦР и одной смеси для ПЦР, не следует принимать без того, чтобы для кон­
трольной ДНК дикого типа был показан ПЦР-фрагмент ожидаемого размера в случае специфического 
для ΙΝΏ-Χχ-ΨΤ анализа ПЦР и отсутствие ПЦР-фрагментов ожидаемого размера в случае специфиче­
ского для ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ анализа ПЦР, для ДНК - положительного контроля был показан ПЦР- 
фрагмент ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ анализа ПЦР и отсутствие 
ПЦР-фрагментов ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΨΤ анализа ПЦР.

Дорожки без продукта ПЦР ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΨΤ анализа 
ПЦР и с ПЦР-фрагментом ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ анализа 
ПЦР указывают на то, что соответствующее растение, из которого получена геномная ДНК-матрица, 
является гомозиготным по мутации ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ.

Дорожки с ПЦР-фрагментом ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΨΤ анали­
за ПЦР и специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ анализа ПЦР, указывают на то, что соответствующее рас­
тение, из которого получена геномная ДНК-матрица, является гетерозиготным по мутации ΙΝΏ-Χχ- 
ΕΜ8ΧΧ.

Дорожки с ПЦР-фрагментом ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΨΤ анали­
за ПЦР и без продукта ПЦР ожидаемого размера в случае специфического для ΙΝΏ-Χχ-ΕΜ8ΧΧ анализа 
ПЦР, указывают на то, что соответствующее растение, из которого получена геномная ДНК-матрица, 
представляет собой растение дикого типа.

Альтернативно, можно использовать также способ Пт^ег™ (ΤΗΐΓά Ψаνе Α^ώ), чтобы отличать 
растения, содержащие специфическую точечную мутацию в аллеле ΙΝΏ, от растений, не содержащих эту 
специфическую точечную мутацию. Следующие дискриминирующие зонды для Елзиег1™ были разрабо­
таны таким образом для детекции присутствия или отсутствия и статуса зиготности мутантных аллелей, 
идентифицированных в примере 4 (см. табл. 6).

Зонды, специфические для гена-мишени ΙΝΏ, мутантного или соответствующего дикого типа (обо­
значенные как "5' и "5' соответственно) и "инвазивные" зонды, которые можно исполь­
зовать в комбинации с ними, указаны в табл. 6. В общем, каждый набор проб состоит из одного зонда, 
специфического для гена-мишени мутантного или дикого типа, в котором первый нуклеотид после 5'- 
Г1ар-последовательности совпадает с отличающимся нуклеотидом (подчеркнутый нуклеотид в табл. 6) 
(так называемый "первичный зонд"; например зонд с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 12 является специфическим для ΙΝΏ- 
Α1-ΕΜ806, и зонд с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 13 является специфическим для ΙΝΏ-Α1-ΨΤ), и одного зонда, специфи­
ческого для нуклеотидов выше отличающегося нуклеотида (так называемый "олигонуклеотид ипзиег®"; 
например зонд с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 11 является специфическим для нуклеотидов выше нуклеотида, отличаю­
щегося в ΙΝΏ-Α1-ΕΜ806 и ΙΝΏ-Α1-ΨΤ). Последний нуклеотид последнего праймера может совпадать с 
отличающимся нуклеотидом у мутанта (как показано жирным шрифтом для нуклеотидов в табл. 6), но 
можно с тем же успехом использовать другие нуклеотиды для этого последнего нуклеотида, пока пер­
вичный зонд и олигонуклеотид ^ηνаάе^® еще способны формировать перекрывание одного нуклеотида 
при гибридизации с ДНК-мишенью для образования специфической инвазивной структуры, узнаваемой 
ферментами С1еауа8е® (ΤΗίΓά Ψаνе ЛдЬю).

Способ анализа Еиз^ег1™ и интерпретацию данных осуществляют, как предписано производителем 
(ΤΗίΓά Ψаνе Α^ώ). Кратко, нуклеотидные последовательности, обозначенные как "Г1ар1" и "Г1ар2" в 
табл. 6, представляют собой последовательности 5'-"выступающих концов", которые отщепляются от 
первичных зондов на начальной стадии анализа Низиег1™ и которые являются комплементарными по­
следовательностям в кассете ΡΚΕΤ™ 1 и 2 соответственно и не являются комплементарными последова­
тельностям-мишеням мутантного или дикого типа. Если первичные зонды расщепляются на начальной 
стадии и Г1ар1-зонд и/или Г1ар2-зонд гибридизуются с кассетой ΡΚΕΤ™ 1 и 2 соответственно на второй 
стадии, образуется сигнал, показательный для присутствия в образце гена-мишени ΙΝΏ, мутантного или 
соответствующего дикого типа соответственно.
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Таблица 6
№ аллеля Зонды

ΙΝϋ-Α1-ΕΜ506 5’ СОТААОООТААОСОАСОАСССТСАОАСОТ 3’ (5Εζ)ΙΟΝΟ: 11)

5’ Пар1-АТООТООСТСОТСО 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 12)

ΙΝϋ-ΑΙ-λνΤ 5’ СОТААОООТААОСОАСОАСССТСАОАСОТ 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 11)

5’ £1ар2-ОТООТООСТСОТС 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 13)

ΙΝϋ-Α1-ΕΜ509 5’ ООАООСАОТОТССАТСТТТОСАССОСА 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 14)

5’ £1ар1-ТТООСАССАТССТСТ 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 15)

ΙΝϋ-ΑΙ-λνΤ 5’ ООАООСАОТОТССАТСТТТОСАССОСА 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 14)

5’ £1ар2-СТООСАССАТССТСТ 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 16)

ΙΝϋ-Α1-ΕΜδ13 5’ ССТОССОТТТСААОААСТТООТОТАОСООАТОТ 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 17)

5’ £1ар1-АСТТСОТСОАОСАТО 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 18)

ΙΝϋ-ΑΙ-λνΤ 5’ ООАООСАОТОТССАТСТТТОСАССОСА 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 17)

5’ £1ар2-ОСТТСОТСОАОСАТО 3’ (5Εζ)Π3ΝΟ: 19)

Е\ГО-С1-ЕМ504
5 ’ САТССТСТТСААТАТССООАТСТТСТСОСТТАТСС

ТТТСТСТАСТ 3’
(8Ε(5 ГО ΝΟ: 20)

5’ £1ар1-АССОАСОАОССАС 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 21)

ΙΝϋ-ϋΙ-λνΤ
5 ’ С АТССТСТТСААТ АТССООАТСТТСТСОСТТ АТСС

ТТТСТСТАСТ 3’
(8Ε(5 ГО ΝΟ: 20)

5’ £1ар2-ОССОАСОАОССАС 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 22)

ΙΝϋ-σΐ-ΕΜδΟδ 5’ СОТААОООТААОСОАООАСССССАОА 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 23)

5’ £1ар1-ТООТООТООСТСО 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 24)

ΐΝϋ-σι-λντ 5’ СОТААОООТААОСОАООАСССССАОА 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 23)

5’ £1ар2-СООТООТООСТСО 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 25)

Е\ГО-С1-ЕМ509 5’ СОАООАСССССАОАСООТООТОТ 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 26)

5’ £1ар1-АСТСОТСООСОТАО 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 27)

ΐΝϋ-σι-λντ 5’ СОАООАСССССАОАСООТООТОТ 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 26)

5’ £1ар2-ОСТСОТСООСОТ 3’ (8Ε(5 ГО ΝΟ: 28)
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СПИСОК ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ

<110> Вауег ВюЗйепсе Ν.ν.
Ьада, Вещатш 
άеη Воег, ВагХ 
ЬатЬегХ, Вай

<120> Растение ВКАЗЗЮА, содержащее мутантный аллель ГИЭЕШЗСЕЭТ

<130> ВСЗ 08-2010

<160> 28

<170> РаХепНп уегкюп 3.3

<210> 1
<211> 558
<212> ДНК
<213> Кодирующая последовательность ΙΝΏ-Ά1 дикого типа Вгакыса парик

<220>
<221> СИЗ
<222> (1)..(555)

<400> 1
аХд 1с1 ддс 1са ааа дса да1 дса дсс а1а дсс сса а1а д1с аХд а1д 48 
Ме1 Зег О1у Зег Ьук А1а Акр А1а А1а Не А1а Рго Не Vа1 Ме1 Ме1 
1 5 10 15

дад са1 са1 са1 с1с сХХ аХд аа1Хдд аас ааа сс1 ай даХ с1с ай 96
О1и Ηίκ Ηίκ Ηίκ Ьеи Ьеи Ме1 Акп Тгр Акп Ьук Рго Не Акр Ьеи Не

20 25 30

аса даа даа аас 1с11И аас сас аа1 сс1 са1 йс а1а дХа даХ сса 144 
ТЬг О1и О1и Акп Зег РЬе Акп Шк Акп Рго Шк РЬе Не Vа1 Акр Рго

35 40 45

сс11сс даа асс с1а адс сас йс сад ссс ссд ссд аса а1с йс 1сс 192
Рго Зег О1и ТЬг Ьеи Зег Шк РЬе Ο1η Рго Рго Рго ТЬг Не РЬе Зег

50 55 60

да1 сас дда дда дда дад даа дса даа даа даа даа даа даа даа дда 240 
Акр Шк О1у О1у О1у О1и О1и А1а О1и О1и О1и О1и О1и О1и О1и О1у 
65 70 75 80

дад даа дад аХд даХ ссд аХд аад аад аХд саа 1ас дсд ай дсХ дсс 288 
О1и О1и О1и Ме1 Акр Рго Ме1 Ьук Ьук Ме1 Ο1η Туг А1а Не А1а А1а

85 90 95

аХд сад ссс дХа дас сХс даХ сса дсс асс дй ссХ аад ссд аас сдс 336 
МеХ Ο1η Рго Vа1 Акр Ьеи Акр Рго А1а ТЬг Vа1 Рго Ьук Рго Акп Агд

100 105 110

сдХ аас дХа адд дХа адс дас дас ссХ сад асд дХд дХд дсХ сдХ сдд 384 
Агд Акп Vа1 Агд Vа1 Зег Акр Акр Рго Ο1η ТЬг Vа1 Vа1 А1а Агд Агд

115 120 125

сдХ ада даа адд аХа адс дад аад аХс сдд аХа ХХд аад адд аХд дХд 432 
Агд Агд О1и Агд Не Зег О1и Ьук Не Агд Не Ьеи Ьук Агд МеХ Vа1

130 135 140
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сса ддс дд! дса аад а!д дас ас! дсс !сс а!д с!с дас даа дсс а!с 480 
Рго С1у С1у Л1а Ьу8 Ме! Α8р ТЬг Л1а §ег Ме! Ьеи Α8р С1и Л1а Не
145 150 155 160

сдс !ас асс аад !!с !!д ааа сдд сад д!д адд с!а дс! !с! !са дсс 528 
Αι-д Туг ТЬг Ьу8 РЬе Ьеи Ьу8 Αγ§ С1п Уа1 Αι-д Ьеи ΑΓ 8ег §ег ΑΓ

165 170 175

!са сас !са дс! !дд адс !сс !а! д!с !да 
8ег Н18 8ег ΑΓ Тгр §ег §ег Туг Уа1

558

180 185

<210> 2
<211> 185
<212> РКТ
<213> Кодирующая последовательность ΙΝΏ-Α1 дикого типа Вга881са пари8

<400> 2

Ме! 8ег С1у 8ег Ьу8 ΑΓ Α8р ΑΓ ΑΓ Не ΑΓ Рго Не Уа1 Ме! Ме!
1 5 10 15

С1и Н18 Н18 Н18 Ьеи Ьеи Ме! Α8η Тгр Α8η Ьу8 Рго Не Α8р Ьеи Не 
20 25 30

ТЬг С1и С1и Α8η §ег РЬе Α8η Н18 Α8η Рго Н18 РЬе Не Уа1 Α8μ Рго 
35 40 45

Рго 8ег С1и ТЬг Ьеи 8ег Н18 РЬе С1п Рго Рго Рго ТЬг Не РЬе 8ег 
50 55 60

Α8Γ Н18 С1у С1у С1у С1и С1и Α1ι С1и С1и С1и С1и С1и С1и С1и С1у
65 70 75 80

С1и С1и С1и Ме! Α8μ Рго Ме! Ьу8 Ьу8 Ме! С1п Туг Α1ι Не Α1ι Α1ι 
85 90 95

Ме! С1п Рго Уа1 Α8μ Ьеи Α8μ Рго Α1ι ТЬг Уа1 Рго Ьу8 Рго Α8η Αγ§ 
100 105 110

Αι-д Α8η Уа1 Αγ§ Уа1 8ег Α8μ Α8μ Рго С1п ТЬг Уа1 Уа1 Α1ι Αγ§ Αγ§ 
115 120 125

Αι-д Αι-д С1и Αγ§ Не 8ег С1и Ьу8 Не Αι-д Не Ьеи Ьу8 Αι-д Ме! Уа1 
130 135 140

Рго С1у С1у Α1ι Ьу8 Ме! Α8μ ТЬг Α1ι §ег Ме! Ьеи Α8μ С1и Α1ι Не 
145 150 155 160

Αι-д Туг ТЬг Ьу8 РЬе Ьеи Ьу8 Αγ§ С1п Уа1 Αι-д Ьеи Α1ι §ег §ег Α1ι 
165 170 175
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8ег Ню 8ег А1а Тгр 8ег 8ег Туг Уа1 
180 185

<210> З
<211> 6ЗЗ
<212> ДНК
<21З> Кодирующая последовательность ΙΝΏ-^ дикого типа Вгаккюа парик

<220>
<221> СЭ8
<222> (1)..(6З0)

<400> З
а1д 1а1 ааа ада аад д!с 1а1 дсд 1с1 с!а д!с саа ааа с!с 1а1 а1д 48 
Ме! Туг Ьук Агд Ьук Уа1 Туг А1а 8ег Ьеи Уа1 01п Ьук Ьеи Туг Ме!
1 5 10 15

1с1 дд! !са ааа дса да! дса дса дсс а!а дсс сса а!а д!с а!д а!д 96 
8ег 01у 8ег Ьук А1а Акр А1а А1а А1а Не А1а Рго Не Уа1 Ме! Ме!

20 25 З0

дад сс! са! са! с!с с!! а!д аас !дд аас ааа сс! а!! да! с!с а!! 144
01и Рго Ню Ню Ьеи Ьеи Ме! Акп Тгр Акп Ьук Рго Не Акр Ьеи Не

З5 40 45

аса саа даа аас !с! !!! аас сас аа! сс! са! !!с а!д д!а да! сса 192 
ТЬг 01п 01и Акп 8ег РНе Акп Ню Акп Рго Ню РНе Ме! Уа1 Акр Рго

50 55 60

сс! !сс даа асс с!а адс сас !!с сад ссс ссд ссд аса д!с !!с !сс 240 
Рго 8ег О1и ТЬг Ьеи 8ег Ню РЬе О1п Рго Рго Рго ТЬг Уа1 РЬе 8ег 
65 70 75 80

да! ссс дда дда дда дад даа дса даа дас даа даа дда дад даа дад 288
Акр Рго О1у С1у С1у С1и С1и А1а С1и Акр С1и С1и С1у С1и С1и С1и

85 90 95

а!а да! дад а!д аад дад а!д саа !ас дсд а!! дс! дсс а!д сад ссс ЗЗ6 
Не Акр О1и Ме! Ьук О1и Ме! О1п Туг А1а Не А1а А1а Ме! О1п Рго

100 105 110

д!а дас а!с да! сса дсс асс д!! сс! аад ссд аас сдс сд! аас д!а З84 
Уа1 Акр Не Акр Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьук Рго Акп Агд Агд Акп Уа1

115 120 125

адд д!а адс дад дас ссс сад асд д!д д!д дс! сд! сдд сд! ада даа 4З2 
Агд Уа1 8ег О1и Акр Рго О1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд Агд Агд Агд О1и

1З0 1З5 140

адд а!а адс дад аад а!с сдд а!а !!д аад адд а!д д!д сса ддс дд! 480 
Агд Не 8ег О1и Ьук Не Агд Не Ьеи Ьук Агд Ме! Уа1 Рго О1у О1у 
145 150 155 160

дса аад а!д дас ас! дсс !сс а!д с!! дас даа дсс а!с сдс !ас асс 528 
А1а Ьук Ме! Акр ТЬг А1а 8ег Ме! Ьеи Акр О1и А1а Не Агд Туг ТЬг

165 170 175

аад !!с !!д ааа сдд сад д!д адд с!! с!! сад сс! сас ас! сад с!! 576

- 5З -



029333

Ьук РЬе Ьеи Ьук Агд 01п Уа1 Агд Ьеи Ьеи 01п Рго Шк ТЬг О1п Ьеи 
180 185 190

ддд дс1 сс1 а1д 1с1 дас сс11с1 сдс сП 1д11а1 1ас сас аас 1сд 624 
О1у А1а Рго Ме1 8ег Акр Рго 8ег Агд Ьеи Сук Туг Туг Шк Акп 8ег

195 200 205

да1 асс 1аа 633
Акр ТЬг 

210

<210> 4
<211> 210
<212> РКТ
<213> Кодирующая последовательность ΙΝΏ-Ο дикого типа Вгаккюа парик

<400> 4

Ме1 Туг Ьук Агд Ьук Уа1 Туг А1а 8ег Ьеи Уа1 С1п Ьук Ьеи Туг Ме1
1 5 10 15

8ег С1у 8ег Ьук А1а Акр А1а А1а А1а Не А1а Рго Не Уа1 Ме1 Ме1 
20 25 30

С1и Рго Шк Шк Ьеи Ьеи Ме1 Акп Тгр Акп Ьук Рго Не Акр Ьеи Не 
35 40 45

ТЬг С1п С1и Акп 8ег РЬе Акп Шк Акп Рго Шк РЬе Ме1 Уа1 Акр Рго 
50 55 60

Рго 8ег С1и ТЬг Ьеи 8ег Шк РЬе С1п Рго Рго Рго ТЬг Уа1 РЬе 8ег 
65 70 75 80

Акр Рго С1у С1у С1у С1и С1и А1а С1и Акр С1и С1и С1у С1и С1и С1и
85 90 95

Не Акр С1и Ме1 Ьук С1и Ме1 С1п Туг А1а Не А1а А1а Ме1 С1п Рго 
100 105 110

Уа1 Акр Не Акр Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьук Рго Акп Агд Агд Акп Уа1 
115 120 125

Агд Уа1 8ег С1и Акр Рго С1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд Агд Агд Агд С1и 
130 135 140

Агд Не 8ег С1и Ьук Не Агд Не Ьеи Ьук Агд Ме1 Уа1 Рго С1у С1у 
145 150 155 160

А1а Ьук Ме1 Акр ТЬг А1а 8ег Ме1 Ьеи Акр С1и А1а Не Агд Туг ТЬг 
165 170 175

- 54 -



029333

Ьув РЬе Ьеи Ьув Агд 01п Уа1 Агд Ьеи Ьеи 01п Рго Шв ТЬг О1п Ьеи 
180 185 190

О1у А1а Рго МеЕ 8ег Авр Рго 8ег Агд Ьеи Сув Туг Туг Шв Авп 8ег 
195 200 205

Авр ТЬг 
210

<210> 5
<211> 1622
<212> ДНК
<213> Геномная последовательность ШЭ-А1 дикого типа Вгаввюа парив

<220>
<221> СЭ8
<222> (561)..(1118)

<400> 5
!!!дасаа!с 1аса1аса1а ассаасаааа ад1адаа1ас сПдааааЮ !аааасссаа 60

аа1а1да1д1 аааас!саад с!!дд!ссад адса!ааааа аа!!ааадсс а!сдс!!!дд 120

1а1саса1а1 НааасдЮа дййййИ Ейййддд дддддддддд дддд1аа1а1 180

ааааа!а!аа Наасааааа аааа!!а!да аасаайадс а1д1ааааса с1аа1с1Ш 240

дд!!д!даса ааасдННс асааа!д!!с 1а1ааа1ааа !!саад!дса Ш1а1с1дс 300

аааа1а1а1а сй!сас!са 1аааа1аада дсд!йаааа са!!са!аса сдсас1аса1 360

1даса1даса ааадааа!сс дсааа!асас а1да1д1а1д !сдааааааа саааааа!ас 420

аса1да1д1а 1а1а1адада дда1ад1а1с 1аддааа1аа дас!а!а!!а 1а1а1а1ааа 480

даааа!адад аааада!ааа аа!а!ааа!! дд1а1д1а1а ааадааадд! с1а1дсд1с1 540

с1ад1ссааа аас1с1а1а1 а!д 1с1 ддс 1са ааа дса да! дса дсс а!а дсс 593 
МеЕ 8ег О1у 8ег Ьув А1а Авр А1а А1а Не А1а 
1 5 10

сса а!а д!с а!д а!д дад са! са! са! с!с сП а!д аа! 1дд аас ааа 641 
Рго Не Уа1 Ме! Ме! О1и Шв Шв Шв Ьеи Ьеи Ме! Авп Тгр Авп Ьув

15 20 25

сс! а!! да! с!с а!! аса даа даа аас !с! !!! аас сас аа! сс! са! 689 
Рго Не Авр Ьеи Не ТЬг О1и О1и Авп 8ег РЬе Авп Шв Авп Рго Шв

30 35 40

!!с а!а д!а да! сса сс! !сс даа асс с!а адс сас !!с сад ссс ссд 737 
РЬе Не Уа1 Авр Рго Рго 8ег О1и ТЬг Ьеи 8ег Шв РЬе О1п Рго Рго

45 50 55

ссд аса а!с !!с !сс да! сас дда дда дда дад даа дса даа даа даа 785
Рго ТЬг Не РЬе 8ег Авр Шв О1у С1у О1у С1и С1и А1а С1и С1и С1и
60 65 70 75
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даа даа даа даа дда дад даа дад а!д да! ссд а!д аад аад а!д саа 833 
01и 01и 01и 01и 01у 01и 01и 01и Ме! Αβр Рго Ме! Ьув Ьув Ме! 01п

80 85 90

!ас дсд а!! дс! дсс а!д сад ссс д!а дас с!с да! сса дсс асс д!! 881
Туг Α1;·ι Не Α1;·ι Α1;·ι Ме! О1п Рго Уа1 Αвр Ьеи Αвр Рго Α1;·ι ТЬг Уа1

95 100 105

сс! аад ссд аас сдс сд! аас д!а адд д!а адс дас дас сс! сад асд 929 
Рго Ьув Рго Αвη Αγ§ Αγ§ Αвη Уа1 Αγ§ Уа1 δе^ Αвр Αвр Рго О1п ТЬг

110 115 120

д!д д!д дс! сд! сдд сд! ада даа адд а!а адс дад аад а!с сдд а!а 977 
Уа1 Уа1 Α1;·ι Αγ§ Αγ§ Αγ§ Αγ§ О1и Αγ§ Не δе^ О1и Ьув Не Αγ§ Не

125 130 135

!!д аад адд а!д д!д сса ддс дд! дса аад а!д дас ас! дсс !сс а!д 1025 
Ьеи Ьув Αι-д Ме! Уа1 Рго О1у О1у Α1;·ι Ьув Ме! Αвр ТЬг Α1;·ι δе^ Ме! 
140 145 150 155

с!с дас даа дсс а!с сдс !ас асс аад !!с !!д ааа сдд сад д!д адд 1073 
Ьеи Αвр О1и Α1;·ι Не Αγ§ Туг ТЬг Ьув РЬе Ьеи Ьув Αγ§ О1п Уа1 Αγ§

160 165 170

с!а дс! !с! !са дсс !са сас !са дс! !дд адс !сс !а! д!с !да 1118 
Ьеи ΑΗ δе^ δе^ ΑΏ δе^ Шв δе^ ΑΗ Тгр δе^ δе^ Туг Уа1

175 180 185

ссс!!с!!дс с!!!д!!а!! ассасаас!с дда!асс!аа !!а!аа!!с! а!сасдсд!! 1178

!са!д!!да! а!а!а!ада! ааа!дд!сда а!аадда!!! сда!сдаада !!д!а!д!ас 1238

аа!ааа!да! д!д!д!а!!! саа!!аа!д! а!да!а!а!а !а!а!а!а!д !а!дсад!а! 1298

дса!!!а!а! !с!а!!с!с! а!ааддаддс ааса!!дссд да!!адддс! !!да!с!!а! 1358

дсаад!!!!с сдассааааа !а!дааа!ас !!д!!!дда! а!ааса!а!д аа!сдда!аа 1418

д!д!!ас!ад !!а!а!аас! ддаааасааа !д!с!ддаа! аадаа!!ссс дддадаасса 1478

адсс!!!с!с !аа!ссс!аа да!!а!адс! ас!дааасаа !дааасаа!д аадаа!сад! 1538

!дддса!!ад !ааааааааа адаа!сад!! ддд!!дс!!а !аааа!!!!д !!а!аааа!! 1598

!а!д!сд!а! д!д!д!!адс сд!а 1622

<210> 6
<211> 185
<212> РКТ
<213> Геномная последовательность ΙΝΏ-Α1 дикого типа Вгаввка парив

<400> 6

Ме! δе^ О1у δе^ Ьув ΑΏ Αвр ΑΗ ΑΏ Не ΑΏ Рго Не Уа1 Ме! Ме!
1 5 10 15

О1и Н1в Н1в Н1в Ьеи Ьеи Ме! Αвη Тгр Αвη Ьув Рго Не Αвр Ьеи Не 
20 25 30
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ТЬг О1и О1и А8п §ег РЬе А8п Ηΐ8 А8п Рго Ηΐ8 РЬе Не Уа1 А8р Рго 
35 40 45

Рго 8ег О1и ТЬг Ьеи 8ег Ηΐ8 РЬе О1п Рго Рго Рго ТЬг Не РЬе 8ег 
50 55 60

А8р Ηΐ8 О1у О1у О1у О1и О1и А1а О1и О1и О1и О1и О1и О1и О1и О1у
65 70 75 80

О1и О1и О1и Ме1 А8р Рго Ме1 Ьу8 Ьу8 Ме1 О1п Туг А1а Не А1а А1а 
85 90 95

Ме1 О1п Рго Уа1 А8р Ьеи А8р Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьу8 Рго А8п Агд 
100 105 110

Агд А8п Уа1 Агд Уа1 8ег А8р А8р Рго О1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд Агд 
115 120 125

Агд Агд О1и Агд Не 8ег О1и Ьу8 Не Агд Не Ьеи Ьу8 Агд Ме1 Уа1 
130 135 140

Рго О1у О1у А1а Ьу8 Ме1 А8р ТЬг А1а 8ег Ме1 Ьеи А8р О1и А1а Не 
145 150 155 160

Агд Туг ТЬг Ьу8 РЬе Ьеи Ьу8 Агд О1п Уа1 Агд Ьеи А1а 8ег §ег А1а 
165 170 175

8ег ΗΪ8 8ег А1а Тгр §ег §ег Туг Уа1 
180 185

<210> 7
<211> 1593
<212> ДНК
<213> Геномная последовательность ΙΝΩ-ί'Ί дикого типа Вга881са пари8

<220>
<221> СЭ8
<222> (497)..(1126)

<400> 7
1дсса1аса1 аассасдда! саίадίсдас асс!саасд! даадсаааН 1дасаа1с1а 60

саίасаίаас саасааааад 1адаа1ассд 1даааасс1а аасссаааа! а!да!д!ааа 120

ас!саадс11 ддКсададс а!ааааааа! 1ааадсса1с дсίйддίаί сасаίайίа 180

аасд!садй ййШддд даад1аа1а1 аааааίаίаа йаасаадаа аай!а!даа 240

а!аайадса 1д1аааасас ίадίсййд дйд!дасаа аасдййса сааа!дйс! 300

а!ааа!ааа! 1саадсаса1 1йа1с1дса ааа!а!а!ас 1йсас1са1 аааа!аадад 360
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сд1йаааас а11са1а1ас дсас1аса11 даса1дасаа аадааа1ссд сааа1асааа 420

са!а1Над1 1сдда!а!а1 с!аддааа!а адас!а1а11 а1а1а1а1аа адааа11ада 480

аааааадааа а11дд1 а1д 1а1 ааа ада аад д1с 1а1 дсд 1с1 с1а д!с саа 5З2 
Ме1 Туг Ьу8 Агд Ьу8 Уа1 Туг А1а δе^ Ьеи Уа1 О1п 
1 5 10

ааа с1с 1а1 а1д 1с1 дд1 1са ааа дса да1 дса дса дсс а1а дсс сса 580 
Ьу8 Ьеи Туг Ме1 δе^ О1у δе^ Ьу8 А1а А8р А1а А1а А1а Не А1а Рго

15 20 25

а1а д1с а1д а1д дад сс1 са1 са1 с1с с11 а1д аас 1дд аас ааа сс1 628 
Не Уа1 Ме1 Ме1 О1и Рго Н18 Н18 Ьеи Ьеи Ме1 А8п Тгр А8п Ьу8 Рго

З0 З5 40

а11 да1 с1с а11 аса саа даа аас 1с1 111 аас сас аа1 сс1 са1 11с 676
Не А8р Ьеи Не ТЬг О1п О1и А8п δе^ РЬе А8п Н18 А8п Рго Н18 РЬе 
45 50 55 60

а1д д1а да1 сса сс1 1сс даа асс с1а адс сас 11с сад ссс ссд ссд 724 
Ме1 Уа1 А8р Рго Рго δе^ О1и ТЬг Ьеи δе^ Н18 РЬе О1п Рго Рго Рго

65 70 75

аса д1с 11с 1сс да1 ссс дда дда дда дад даа дса даа дас даа даа 772
ТЬг Уа1 РЬе δ^'Γ А8р Рго О1у С1у О1у С1и С1и А1а С1и А8р С1и С1и

80 85 90

дда дад даа дад а1а да1 дад а1д аад дад а1д саа 1ас дсд а11 дс1 820 
О1у О1и О1и О1и Не А8р О1и Ме1 Ьу8 О1и Ме1 О1п Туг А1а Не А1а

95 100 105

дсс а1д сад ссс д1а дас а1с да1 сса дсс асс д11 сс1 аад ссд аас 868 
А1а Ме1 О1п Рго Уа1 А8р Не А8р Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьу8 Рго А8п

110 115 120

сдс сд1 аас д1а адд д1а адс дад дас ссс сад асд д1д д1д дс1 сд1 916 
Агд Агд А8п Уа1 Агд Уа1 δе^ О1и А8р Рго О1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд 
125 1З0 1З5 140

сдд сд1 ада даа адд а1а адс дад аад а1с сдд а1а 11д аад адд а1д 964 
Агд Агд Агд О1и Агд Не δе^ О1и Ьу8 Не Агд Не Ьеи Ьу8 Агд Ме1

145 150 155

д1д сса ддс дд1 дса аад а1д дас ас1 дсс 1сс а1д с11 дас даа дсс 1012 
Уа1 Рго О1у О1у А1а Ьу8 Ме1 А8р ТЬг А1а δе^ Ме1 Ьеи А8р О1и А1а

160 165 170

а1с сдс 1ас асс аад 11с 11д ааа сдд сад д1д адд с11 с11 сад сс1 1060 
Не Агд Туг ТЬг Ьу8 РЬе Ьеи Ьу8 Агд О1п Уа1 Агд Ьеи Ьеи О1п Рго

175 180 185

сас ас1 сад с11 ддд дс1 сс1 а1д 1с1 дас сс1 1с1 сдс с11 1д1 1а1 1108
Н18 ТЬг О1п Ьеи О1у А1а Рго Ме1 δе^ А8р Рго δе^ Агд Ьеи Су8 Туг

190 195 200

1ас сас аас 1сд да1 асс 1аа11а1аа1 1с1а1сасдс д111са1д11 1156
Туг Н18 А8п δе^ А8р ТЬг 
205 210

да1а1а1а1а да1ааа1дд1 1даа1аадда 111сда1сда ада11д1а1д дс1а11да11 1216
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асайа1а1а 11д1асаа1а аа1да1д1д1 д1а1йс1а1 1аа1д1а1а1 а1да1а1а1а 1276

1с1дй1дса д1а1дса1й а1а11с1аИ сй1а1аддд аддсааса1д ссддайадд 1336

дсй1да1сд 1а1дсаад11 йссдассаа ааа1а1дааа 1асйдй1д да1а!ааса1 1396

а1даа1сдда 1аад1дйас 1адйа1а1а ас1ддааааа айд1йдд1 а1аадаа11с 1456

ссдддадаас саадссЮс 1с1аа1ссс1 аада1са1ад с!ас1дааа1 аа1даааааа 1516

аасааааааа ааасаа1даа даа1сад11д ддсайадЪ: сааааааааа ааадаа1сад 1576

йддайдс1 1а1аааа 1593

<210> 8
<211> 210
<212> рКТ
<213> Геномная последовательность ШО-С1 дикого типа Вга881са пари8

<400> 8

Ме1 Туг Ьу8 Агд Ьу8 Уа1 Туг А1а 8ег Ьеи Уа1 С1п Ьу8 Ьеи Туг Ме1 
1 5 10 15

8ег С1у 8ег Ьу8 А1а А8р А1а А1а А1а Не А1а рго Не Уа1 Ме1 Ме1 
20 25 30

С1и рго Ηΐ8 ΗΪ8 Ьеи Ьеи Ме1 А8п Тгр А8п Ьу8 рго Не А8р Ьеи Не 
35 40 45

ТЬг С1п С1и А8п §ег рйе А8п Ηΐ8 А8п рго Ηΐ8 рйе Ме1 Уа1 А8р рго 
50 55 60

рго 8ег С1и ТЬг Ьеи 8ег Ηΐ8 рЬе С1п рго рго рго ТЬг Уа1 рЬе 8ег 
65 70 75 80

А8р рго С1у С1у С1у С1и С1и А1а С1и А8р С1и С1и С1у С1и С1и С1и
85 90 95

Не А8р С1и Ме1 Ьу8 С1и Ме1 С1п Туг А1а Не А1а А1а Ме1 С1п рго 
100 105 110

Уа1 А8р Не А8р рго А1а ТЬг Уа1 рго Ьу8 рго А8п Агд Агд А8п Уа1 
115 120 125

Агд Уа1 8ег С1и А8р рго С1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд Агд Агд Агд С1и 
130 135 140

Агд Не 8ег С1и Ьу8 Не Агд Не Ьеи Ьу8 Агд Ме1 Уа1 рго С1у С1у 
145 150 155 160
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А1а Ьук Ме! Акр ТЬг А1а 8ег Ме! Ьеи Акр С1и А1а Не Агд Туг ТЬг 
165 170 175

Ьук РЬе Ьеи Ьук Агд С1п Уа1 Агд Ьеи Ьеи С1п Рго Шк ТЬг С1п Ьеи 
180 185 190

С1у А1а Рго Ме! 8ег Акр Рго 8ег Агд Ьеи Сук Туг Туг Шк Акп 8ег 
195 200 205

Акр ТЬг 
210

<210> 9
<211> 597
<212> ДНК
<213> АгаЫйорык !ЬаЪапа ЩО1

<220>
<221> С1)8
<222> (1)..(594)

<400> 9
а!д даа аа! дд! а!д !а! ааа аад ааа дда д!д !дс дас !с! !д! д!с 48 
Ме! С1и Акп С1у Ме! Туг Ьук Ьук Ьук С1у Уа1 Сук Акр 8ег Сук Уа1 
1 5 10 15

!сд !сс ааа адс ада !сс аас сас адс ссс ааа ада адс а!д а!д дад 96 
8ег 8ег Ьук 8ег Агд 8ег Акп Шк 8ег Рго Ьук Агд 8ег Ме! Ме! С1и

20 25 30

сс! сад сс! сас са! с!с с!с а!д да! !дд аас ааа дс! аа! да! с!! 144
Рго С1п Рго Шк Шк Ьеи Ьеи Ме! Акр Тгр Акп Ьук А1а Акп Акр Ьеи

35 40 45

с!с аса саа даа сас дса дс! !!! с!с аа! да! сс! сас са! с!с а!д 192 
Ьеи ТЬг С1п С1и Шк А1а А1а РЬе Ьеи Акп Акр Рго Шк Шк Ьеи Ме!

50 55 60

!!а да! сса сс! ссс даа асс с!а а!! сас !!д дас даа дас даа дад 240 
Ьеи Акр Рго Рго Рго С1и ТЬг Ьеи Не Шк Ьеи Акр С1и Акр С1и С1и 
65 70 75 80

!ас да! даа дас а!д да! дсд а!д аад дад а!д сад !ас а!д а!с дсс 288 
Туг Акр С1и Акр Ме! Акр А1а Ме! Ьук С1и Ме! С1п Туг Ме! Не А1а

85 90 95

д!с а!д сад ссс д!а дас а!с дас сс! дсс асд д!с сс! аад ссд аас 336 
Уа1 Ме! С1п Рго Уа1 Акр Не Акр Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьук Рго Акп

100 105 110

сдс сд! аас д!а адд а!а адс дас да! сс! сад асд д!д д!! дс! сд! 384 
Агд Агд Акп Уа1 Агд Не 8ег Акр Акр Рго С1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд

115 120 125

сдд сд! сдд даа адд а!с адс дад аад а!с сда а!! с!с аад адд а!с 432 
Агд Агд Агд С1и Агд Не 8ег С1и Ьук Не Агд Не Ьеи Ьук Агд Не
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130 135 140

д!д сс! дд! дд! дсд аад а!д дас аса дс! !сс а!д с!с дас даа дсс 480 
Уа1 Рго О1у О1у А1а Ьуз Ме! Азр ТЬг А1а 8ег Ме! Ьеи Азр О1и А1а 
145 150 155 160

а!а сд! !ас асс аад !!с !!д ааа сдд сад д!д адд а!! с!! сад сс! 528 
Не Агд Туг ТЬг Ьуз РЬе Ьеи Ьуз Агд О1п Уа1 Агд Не Ьеи О1п Рго

165 170 175

сас !с! сад а!! дда дс! сс! а!д дс! аас ссс !с! !ас с!! !д! !а! 576
Н1з 8ег О1п Не О1у А1а Рго Ме! А1а Азп Рго 8ег Туг Ьеи Суз Туг

180 185 190

!ас сас аас !сс саа ссс !да 597
Туг Н1з Азп 8ег О1п Рго 

195

<210> 10
<211> 198
<212> РКТ
<213> АгаЫйорз1з !ЬаНапа ΙΝΏ1

<400> 10

Ме! О1и Азп О1у Ме! Туг Ьуз Ьуз Ьуз О1у Уа1 Суз Азр 8ег Суз Уа1 
1 5 10 15

8ег 8ег Ьуз 8ег Агд 8ег Азп Н1з 8ег Рго Ьуз Агд 8ег Ме! Ме! О1и 
20 25 30

Рго О1п Рго Н1з Н1з Ьеи Ьеи Ме! Азр Тгр Азп Ьуз А1а Азп Азр Ьеи 
35 40 45

Ьеи ТЬг О1п О1и Н1з А1а А1а РЬе Ьеи Азп Азр Рго Н1з Н1з Ьеи Ме! 
50 55 60

Ьеи Азр Рго Рго Рго О1и ТЬг Ьеи Не Н1з Ьеи Азр О1и Азр О1и О1и 
65 70 75 80

Туг Азр О1и Азр Ме! Азр А1а Ме! Ьуз О1и Ме! О1п Туг Ме! Не А1а 
85 90 95

Уа1 Ме! О1п Рго Уа1 Азр Не Азр Рго А1а ТЬг Уа1 Рго Ьуз Рго Азп 
100 105 110

Агд Агд Азп Уа1 Агд Не 8ег Азр Азр Рго О1п ТЬг Уа1 Уа1 А1а Агд 
115 120 125

Агд Агд Агд О1и Агд Не 8ег О1и Ьуз Не Агд Не Ьеи Ьуз Агд Не 
130 135 140
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Уа1 Рго О1у О1у А1а Ьук Ме! Акр ТЬг А1а 8ег Ме! Ьеи Акр О1и А1а 
145 150 155 160

Не Агд Туг ТЬг Ьук РЬе Ьеи Ьук Агд О1п Уа1 Агд Не Ьеи О1п Рго 
165 170 175

Ню 8ег О1п Не О1у А1а Рго Ме! А1а Акп Рго 8ег Туг Ьеи Сук Туг 
180 185 190

Туг Ню Акп 8ег О1п Рго 
195

<210> 11
<211> 29
<212> ДНК
<21З> Искусственная

<220>
<22З> олигонуклеотид для детекции ШО-А1-ЕМ806 и -^Т

<400> 11
сд!ааддд!а адсдасдасс с!садасд! 29

<210> 12
<211> 14
<212> ДНК
<21З> Искусственная

<220>
<22З> олигонуклеотид для детекции ШО-А1-ЕМ806

<400> 12
а!дд!ддс!с д!сд 14

<210> 1З
<211> 1З
<212> ДНК
<21З> Искусственная

<220>
<22З> олигонуклеотид для детекции ШО-А1-\УТ

<400> 1З
д!дд!ддс!с д!с 1З

<210> 14
<211> 27
<212> ДНК
<21З> Искусственная

<220>
<22З> олигонуклеотид для детекции ШО-А1-ЕМ809 и -^Т

<400> 14
ддаддсад!д !сса!с!!!д сассдса 27
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<210> 15
<211> 15
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции IN^-Л1-ΕΜ809

<400> 15
!!ддсасса! сс!с! 15

<210> 16
<211> 15
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΏ-Α1-νΤ

<400> 16
с!ддсасса! сс!с! 15

<210> 17
<211> 33
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции IN^-Л1-ΕΜ813 и -νΤ

<400> 17
сс!дссд!!! саадаас!!д д!д!адсдда !д! 33

<210> 18
<211> 15
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции IN^-Α1-ΕΜ813

<400> 18
ас!!сд!сда дса!д 15

<210> 19
<211> 15
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΏ-Α1-νΤ

<400> 19
дс!!сд!сда дса!д 15
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<210> 20
<211> 45
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции Е№Э-С1-ЕМ804 и -^Т

<400> 20
са1сс1с11с ааЮесдда 1с11с1сдс11а1сс111с1 с1ас1 45

<210> 21
<211> 13
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции Е№Э-С1-ЕМ804

<400> 21
ассдасдадс сас 13

<210> 22
<211> 13
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ШЭ-СИ-ХУТ

<400> 22
дссдасдадс сас 13

<210> 23
<211> 26
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции Е№Э-С1-ЕМ808 и -^Т

<400> 23
сд!ааддд1а адсдаддасс сссада 26

<210> 24
<211> 13
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции IN^-С1-ЕМ808

<400> 24
1дд1дд1ддс 1сд 13

<210> 25 
<211> 13
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<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΩ-Ε1-ΨΤ

<400> 25
сдд1дд1ддс 1сд 13

<210> 26
<211> 23
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΩ-Ε1-ΕΜ809 и -ΨΤ

<400> 26
сдаддасссс садасддХдд ΙμΙ 23

<210> 27
<211> 14
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΩ-Ε1-ΕΜ809

<400> 27
асХсдХсддс д1ад 14

<210> 28
<211> 12
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> олигонуклеотид для детекции ΙΝΩ-Ε1-ΨΤ

<400> 28
дсХсдХсддс дХ 12

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Частично нокаутированный мутантный аллель гена ΙΝΏ дикого типа, где ген ΙΝΩΕΗΙ8ί'.ΈΝΤ 
(ΙΝΏ) дикого типа содержит молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, состоящей из:

(a) молекулы нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность, по меньшей мере на 
90% идентичную 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 1, 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 3 с нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положении 
633, 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 3, 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 5 или 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 7; и

(b) молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, которая 
содержит последовательность, по меньшей мере на 90% идентичную 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 4 с ами­
нокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 210 или 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 4,

где указанный частично нокаутированный мутантный аллель содержит мутацию в последователь­
ностях нуклеиновой кислоты ΙΝΏ дикого типа, которая приводит к образованию белка ΙΝΏ, содержаще­
го метионин в положении 124 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, вместо валина; серин в положении 146 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, вме­
сто глицина; валин в положении 159 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, вместо аланина; метионин в положении 136 8ΕΟ ΙΏ 
ΝΟ: 4, вместо треонина; треонин в положении 139 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 4, вместо аланина; или цистеин в поло­
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жении 142 8ЕЦ ΙΌ N0: 4, вместо аргинина, и
где наличие белка ШЭ, кодируемого указанным частично нокаутированным мутантным аллелем, в 

растении приводит к увеличению устойчивости к растрескиванию стручков по сравнению с растением, 
содержащим соответствующий белок ШЭ дикого типа.

2. Мутантный аллель по п.1, который выбран из группы, состоящей из:
(a) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 1, в которой д в положении 370 заменен на а;
(b) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 5, в которой д в положении 930 заменен на а;
(c) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 2, в котором валин в положении 124 за­

менен на метионин;
(й) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 1, в которой д в положении 436 заменен на а;
(е) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 5, в которой д в положении 996 заменен на а;
(Г) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 2, в котором глицин в положении 146 

заменен на серин;
(д) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 1, в которой с в положении 476 заменен на !;
(Ь) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 5, в которой с в положении 1036 заменен на !;
(ί) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 2, в котором аланин в положении 159 

заменен на валин;
(ί) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 3, в которой с в положении 407 заменен на !;
(k) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 7, в которой с в положении 903 заменен на !;
(l) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 4, в котором треонин в положении 136 

заменен на метионин;
(т) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 3, в которой д в положении 415 заменен на а;
(п) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 7, в которой д в положении 911 заменен на а;
(о) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 4, в котором аланин в положении 139 

заменен на треонин;
(р) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 3, в которой с в положении 424 заменен на !;
(ц) нуклеиновой кислоты с 8ЕЦ ΙΌ N0: 7, в которой с в положении 920 заменен на !; и
(г) нуклеиновой кислоты, кодирующей белок с 8ЕЦ ΙΌ N0: 4, в котором аргинин в положении 142 

заменен на цистеин.
3. Мутантный аллель по п.1 или 2, который получен из растения вида Вгаккюа.
4. Растение Вгаккюа, содержащее по меньшей мере два гена ШЭ, отличающееся тем, что оно со­

держит по меньшей мере два частично нокаутированных мутантных аллеля ШЭ по любому из пп.1-3 в 
своем геноме, где указанное растение обладает увеличенной устойчивостью к растрескиванию стручков 
по сравнению с устойчивостью к растрескиванию стручков растения, не содержащего мутантных алле­
лей ШЭ.

5. Растение по п.4, где гены ШЭ содержат молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, 
состоящей из:

(a) молекулы нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность, по меньшей мере на 
90% идентичную 8ЕЦ ΙΌ N0: 1, 8ЕЦ ΙΌ N0: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положе­
нии 633, 81 У) ΙΌ N0: 3, 81 У) ΙΌ N0: 5 или 81 У) ΙΌ N0: 7; и

(b) молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, которая 
содержит последовательность, по меньшей мере на 90% идентичную 8ЕЦ ΙΌ N0: 2, 8ЕЦ ΙΌ N0: 4 от 
аминокислоты в положении 16 до аминокислоты в положении 210 или 8ЕЦ ΙΌ N0: 4.

6. Растение по п.5, где частично нокаутированные мутантные аллели ШЭ представляют собой му­
тантные аллели ШЭ гена ШЭ, содержащего молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из группы, со­
стоящей из:

(a) молекулы нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность, по меньшей мере на 
90% идентичную 8ЕЦ ΙΌ N0: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положении 633, 8ЕЦ ΙΌ 
N0: 3 или 81 У) ΙΌ N0: 7; и

(b) молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, которая 
содержит последовательность, по меньшей мере на 90% идентичную 8ЕЦ ΙΌ N0: 4 от аминокислоты в 
положении 16 до аминокислоты в положении 210 или 8ЕЦ ΙΌ N0: 4.

7. Растение по любому из пп.4-6, где частично нокаутированные мутантные аллели ШЭ выбраны из 
группы аллелей, перечисленных в п.2.

8. Растение по любому из пп.4-7, которое дополнительно содержит по меньшей мере один полно­
стью нокаутированный мутантный аллель ШЭ в своем геноме, где указанный полностью нокаутирован­
ный мутантный аллель ШЭ выбран из группы, состоящей из:

(a) полностью нокаутированного мутантного аллеля ИНО, который не кодирует белок ШЭ;
(b) полностью нокаутированного мутантного аллеля ШЭ, содержащего нонсенс-мутацию в поло­

жении выше положения 355 8ЕЦ ΙΌ N0: 9, приводящую к продукции усеченных белков ШЭ с отсутст­
вием домена спираль-петля-спираль; и

(с) полностью нокаутированного мутантного аллеля ШЭ, кодирующего мутантный белок ШЭ, в
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котором консервативный Αι^ в положении 128 δΕΟ ΙΌ ΝΟ: 10 заменен на ароматический Шв.
9. Растение по любому из пп.4-8, которое является гомозиготным по частично и/или по полностью 

нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ.
10. Растение по любому из пп.4-9, которое продуцирует количество функционального белка ΙΝΌ, 

которое по меньшей мере на 30% меньше, чем количество функционального белка ΙΝΌ, продуцируемого 
соответствующим растением, не содержащим мутантных аллелей ΙΝΌ.

11. Растение по любому из пп.4-10, у которого время, необходимое для открытия стручков в тесте 
на случайную ударную нагрузку, выполняемом путем размещения 20 стручков вместе с шестью сталь­
ными шарами диаметром 12,5 мм в цилиндрическом контейнере и подвергания контейнера простому 
гармоническому движению с частотой 4,98 Гц удара на 51 мм в горизонтальной плоскости, составляет от 
10 до 80 с.

12. Растение по п.11, у которого время, необходимое для открытия стручков в тесте на случайную 
ударную нагрузку, выполняемом путем размещения 20 стручков вместе с шестью стальными шарами 
диаметром 12,5 мм в цилиндрическом контейнере и подвергания контейнера простому гармоническому 
движению с частотой 4,98 Гц удара на 51 мм в горизонтальной плоскости, составляет от 20 до 60 с.

13. Растение по любому из пп.4-12, которое представляет собой растение сельскохозяйственных ви­
дов Вгавв1са.

14. Растение по п.13, которое представляет собой Вгаввюа парив, Вгаввюа .щпсеа, Вгаввюа саппа!а, 
Вгаввюа гара или Вгаввюа ο1е^асеа.

15. Растение по п.13 или 14, которое представляет собой растение масличных видов Вгаввюа.
16. Стручок с семенами, полученный из растения по любому из пп.4-15.
17. Мутантный белок ΙΝΌ, кодируемый мутантным аллелем по любому из пп.1-3, где наличие ука­

занного мутантного белка ΙΝΌ в растении приводит к увеличению устойчивости к растрескиванию 
стручков по сравнению с растением, содержащим соответствующий белок ΙΝΌ дикого типа.

18. Способ комбинирования по меньшей мере двух частично нокаутированных мутантных аллелей 
ΙΝΌ по любому из пп.1-3 в одном растении, включающий стадии:

(a) идентификации по меньшей мере двух растений, каждое из которых содержит по меньшей мере 
один частично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΌ;

(b) скрещивания по меньшей мере двух растений и сбора Р1-гибридных семян по меньшей мере по­
сле одного скрещивания;

(c) идентификации Р1-растення, содержащего по меньшей мере два частично нокаутированных му­
тантных аллеля ΙΝΌ.

19. Способ по п.18, дополнительно включающий в себя стадию идентификации Р1-растення, яв­
ляющегося гомозиготным или гетерозиготным по частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, 
посредством определения статуса зиготности выбранного мутантного аллеля ΙΝΌ.

20. Способ получения растения по любому из пп.4-15, включающий:
a) перенос по меньшей мере одного частично нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΌ от одного 

растения в другое растение, включающий стадии:
ί) идентификации первого растения, содержащего по меньшей мере один частично нокаутирован­

ный мутантный аллель ΙΝΌ, или получения первого растения, содержащего по меньшей мере два час­
тично нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΌ по п.18;

ίί) скрещивания первого растения со вторым растением, не содержащим по меньшей мере одного 
частично нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΌ, и сбора Р1-семян после скрещивания;

ίίί) идентификации Р1-растений, содержащих по меньшей мере один частично нокаутированный 
мутантный аллель ΙΝΌ;

ίν) обратного скрещивания Р1-растений, содержащих по меньшей мере один частично нокаутиро­
ванный мутантный аллель ΙΝΌ, со вторым растением, не содержащим по меньшей мере одного частично 
нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΌ, в течение по меньшей мере одного поколения х и сбора семян 
обратного скрещивания поколения х (ВСх) после скрещивания;

ν) идентификации в каждом поколении ВСх растений, содержащих по меньшей мере один частично 
нокаутированный мутантный аллель ΙΝΌ; и

b) комбинирование двух частично нокаутированных мутантных аллелей ΙΝΌ по любому из пп.1-3 в 
одном растении, включающее стадии:

ί) скрещивания по меньшей мере одного растения ВСх, содержащего по меньшей мере один час­
тично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΌ с другим растением, содержащим по меньшей мере один 
частично нокаутированный мутантный аллель ΙΝΌ, и сбора Р1-гибридных семян по меньшей мере из 
одного гибрида;

ίί) идентификации Р1-растения, содержащего по меньшей мере два частично нокаутированных му­
тантных аллеля ΙΝΌ.

21. Способ по п.20, дополнительно включающий стадию идентификации ВСх-растения, являюще­
гося гомозиготным или гетерозиготным по частично нокаутированному мутантному аллелю ΙΝΌ, по­
средством определения статуса зиготности частично нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΌ.
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22. Способ по п.20, дополнительно включающий комбинирование и/или перенос частично нокаути­
рованных мутантных аллелей ΙΝΏ по любому из пп.1-3 в одно растение с полностью нокаутированными 
мутантными аллелями ΙΝΏ и/или в одно растение, содержащее полностью нокаутированные мутантные 
аллели ΙΝΏ, где указанный полностью нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ выбран из группы, со­
стоящей из:

a) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, который не кодирует белок ΙΝΏ;
b) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, содержащего нонсенс-мутацию в положе­

нии выше положения 355 8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 9, приводящую к продукции усеченных белков ΙΝΏ с отсутствием 
домена спираль-петля-спираль; и

c) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, кодирующего мутантный белок ΙΝΏ, в ко­
тором консервативный Αι^ в положении 128 8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 10 заменен на ароматический Шк.

23. Способ получения гибридного семени Βηικκχπ по любому из пп.4-15, включающий стадии:
(a) идентификации первого растения, содержащего первый частично нокаутированный мутантный 

аллель ΙΝΏ в гомозиготном состоянии, и второго растения, содержащего второй частично нокаутирован­
ный мутантный аллель ΙΝΏ в гомозиготном состоянии;

(b) скрещивания первого и второго растения и сбора Р1-гибридных семян после скрещивания и
(c) идентификации Р1-семени, содержащего по меньшей мере два частично нокаутированных му­

тантных аллеля ΙΝΏ.
24. Способ по п.23, где первый и второй частично нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ являют­

ся одинаковыми.
25. Способ по п.23 или 24, где первое растение дополнительно содержит первый полностью нокау­

тированный мутантный аллель ΙΝΏ в гомозиготном состоянии и второе растение содержит второй пол­
ностью нокаутированный мутантный аллель ΙΝΏ в гомозиготном состоянии, где указанные полностью 
нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ выбраны из группы, состоящей из:

(a) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, который не кодирует белок ΙΝΏ;
(b) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, содержащего нонсенс-мутацию в поло­

жении выше положения, соответствующего положению 355 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 9, приводящую к продукции 
усеченных белков ΙΝΏ с отсутствием домена спираль-петля-спираль; и

(c) полностью нокаутированного мутантного аллеля ΙΝΏ, кодирующего мутантный белок ΙΝΏ, в 
котором консервативный Αι^ в положении 128 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 10 заменен на ароматический Шк.

26. Способ по п.25, где первая и вторая полностью нокаутированные мутантные аллели ΙΝΏ явля­
ются одинаковыми.

27. Растение Βπ-ικκΚη по любому из пп.7-15, полученное путем скрещивания или размножения рас­
тений другого сорта с растением Βηκ^η, выращенным из семени, содержащего частично нокаутирован­
ный аллель шД, выбранного из группы, состоящей из семени, содержащего нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ 
ΙΏ ΝΟ: 1, в которой д в положении 370 заменен на а, нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 5, в которой д в 
положении 930 заменен на а, или нуклеиновую кислоту, кодирующую белок с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, в которой 
валин в положении 124 заменен на метионин, депонированного в ЫСГМ^ под инвентарным номером 
NСIΜΒ 41570, семени, содержащего нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 1, в которой д в положении 436 
заменен на а, нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 5, в которой д в положении 996 заменен на а, или нук­
леиновую кислоту, кодирующую белок с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 2, в которой глицин в положении 146 заменен на 
серин, депонированного в NСIΜΒ под инвентарным номером NСIΜΒ 41571, семени, содержащего нук­
леиновую кислоту с 8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 1, в которой с в положении 476 заменен на !, нуклеиновую кислоту с 
8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 5, в которой с в положении 1036 заменен на !, или нуклеиновую кислоту, кодирующую бе­
лок с 8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 2, в которой аланин в положении 159 заменен на валин, депонированного в ЫСГМ^ 
под инвентарным номером ЫСГМ^ 41572, семени, содержащего нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 3, в 
которой с в положении 424 заменен на !, нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 7, в которой с в положении 
920 заменен на !, или нуклеиновую кислоту, кодирующую белок с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 4, в которой аргинин в 
положении 142 заменен на цистеин, депонированного в ЫСГМ^ под инвентарным номером ЫСГМ^ 
41575, семени, содержащего нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 3, в которой с в положении 407 заменен 
на !, нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 7, в которой с в положении 903 заменен на !, или нуклеиновую 
кислоту, кодирующую белок с 8ΕΟ ΙΏ ΝΟ: 4, в которой треонин в положении 136 заменен на метионин, 
депонированного в ЫСГМ^ под инвентарным номером ЫСГМ^ 41573, семени, содержащего нуклеино­
вую кислоту с 8Ε0 ΙΏ ΝΟ: 3, в которой д в положении 415 заменен на а, нуклеиновую кислоту с 8ΕΟ ΙΏ 
ΝΟ: 7, в которой д в положении 911 заменен на а, или нуклеиновую кислоту, кодирующую белок с 8ΕΟ 
ΙΏ ΝΟ: 4, в которой аланин в положении 139 заменен на треонин, депонированного в ЫСГМ^ под инвен­
тарным номером NСIΜΒ 41574, и его производных.

28. Растение Β^аκκ^са, содержащее по меньшей мере два гена ΙΝΏ в двух локусах, отличающееся 
тем, что оно содержит два частично нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ по п.1 или 2 в одном локу­
се в своем геноме.

29. Растение по п.28, где указанные два частично нокаутированных мутантных аллеля ΙΝΏ являют­
ся гомозиготными.

- 68 -



029333

30. Растение по п.28 или 29, где гены ΙΝΏ содержат молекулу нуклеиновой кислоты, выбранную из 
группы, состоящей из:

(a) молекулы нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность, по меньшей мере на 
90% идентичную ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 1, ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 3 от нуклеотида в положении 46 до нуклеотида в положе­
нии 633, ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 3, ЗЕО Ш ΝΟ: 5 или ЗЕО Ш ΝΟ: 7; и

(b) молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, по мень­
шей мере на 90% идентичную ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 2, ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 4 от аминокислоты в положении 16 до амино­
кислоты в положении 210 или ЗЕО ΙΏ ΝΟ: 4.

31. Растение по любому из пп.28-30, которое продуцирует количество функционального белка ΙΝΏ, 
которое по меньшей мере на 34% меньше, чем количество функционального белка ΙΝΏ, продуцируемого 
соответствующим растением, не содержащим мутантных аллелей ΙΝΏ.

32. Растение по любому из пп.28-31, в котором урожай семян растения является увеличенным по 
меньшей мере на 101% в сравнении с урожаем семян соответствующего растения, не содержащего му­
тантных аллелей ΙΝΏ.

33. Растение по любому из пп.28-32, представляющее собой растение сельскохозяйственных видов 
Вгаккюа.

34. Растение по п.33, которое представляет собой Вгаккюа парик, Вгаккюа .щпсеа, Вгаккюа саппаХа, 
Вгаккюа гара или Вгаккюа о1егасеа.

35. Растение по п.33 или 34, представляющее собой растение масличных видов Вгаккюа.
36. Способ увеличения урожайности растения Вгаккюа, содержащего по меньшей мере два гена 

ΙΝΏ, включающий введение двух мутантных гомозиготных аллелей ΙΝΏ по п.1 или 2 в его геном.
37. Применение двух мутантных аллелей ΙΝΏ по любому из пп.1-3 для увеличения урожая семян 

растения Вгаккюа.
38. Применение двух мутантных аллелей ΙΝΏ по любому из пп.1-3 для увеличения устойчивости к 

растрескиванию стручков у растения Вгаккюа.
39. Семя из растений по любому из пп.4-15 и 27-35, где указанное семя содержит мутантные аллели 

ΙΝΏ, как описано в любом из пп.4-15 и 27-35.

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2
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