
 

УКРАЇНА 
(19) UA         (11) 120246        (13) C2 

(51) МПК (2019.01)  
A01H 1/00 
C12N 15/82 (2006.01) 
A01N 57/00  

 
МІНІСТЕРСТВО РОЗВИТКУ 
ЕКОНОМІКИ, ТОРГІВЛІ ТА 

СІЛЬСЬКОГО ГОСПОДАРСТВА 
УКРАЇНИ 

 

 

 

 
 

 

U
A

  
 1

2
0

2
4

6
  

 C
2

 

 

(12) ОПИС ДО ПАТЕНТУ НА ВИНАХІД 

(54) МОЛЕКУЛА РЕКОМБІНАНТНОЇ ДНК, ЯКА ВКАЗУЄ НА ПРИСУТНІСТЬ ОБ'ЄКТА КУКУРУДЗИ MON 
87411 ТА СПОСІБ ЇЇ ВИЯВЛЕННЯ  

 

(57) Реферат: 

Винахід стосується молекули рекомбінантної ДНК, яка вказує на присутність трансгенного 
об'єкта MON 87411. Винахід також стосується праймерів, зондів та способів виявлення 
вищезазначеної молекули. Крім того винахід стосується рослини кукурудзи, яка містить 
вищезазначену молекулу і є стійкою до гліфосату та інсектицидною проти комах роду 
Diabrotica, її насіння, неживого рослинного матеріалу, способу одержання та вирощування.  

(21) Номер заявки: a 2014 13078 

(22) Дата подання заявки: 08.05.2013 

(24) Дата, з якої є чинними 
права на винахід: 

11.11.2019 

(31) Номер попередньої 
заявки відповідно до 
Паризької конвенції: 

61/644,368 

(32) Дата подання 
попередньої заявки 
відповідно до 
Паризької конвенції: 

08.05.2012 

(33) Код держави-учасниці 
Паризької конвенції, 
до якої подано 
попередню заявку: 

US 

(41) Публікація відомостей 
про заявку: 

25.05.2015, Бюл.№ 10 

(46) Публікація відомостей 
про видачу патенту: 

11.11.2019, Бюл.№ 21 

(86) Номер та дата 
подання міжнародної 
заявки, поданої 
відповідно до 
Договору PCT 

PCT/US2013/040173, 
08.05.2013 

 

(72) Винахідник(и): 
Бернс Вен К. (US), 
Чай Кетрін А. (US), 
Клонінгер Черіл Л. (US), 
Ден Мінці (US), 
Фласінскій Станіслав (US), 
Ву Куншенг (US) 

(73) Власник(и): 
МОНСАНТО ТЕКНОЛОДЖИ ЛЛС, 

800 North Lindbergh Blvd., St. Louis, MO 
63167, United States of America (US) 

(74) Представник: 
Бочаров Максим Анатолійович, реєстр. 
№367 

(56) Перелік документів, взятих до уваги 
експертизою: 
WO 2005/059103 A2, 30.06.2005 
US 2008/028482 A1, 30.01.2008 
WO 2009/075860 A2, 18.06.2009 
US 2006/127889 A1, 15.06.2006 
EP 2281447 A2, 09.02.2011 
Baum James A et al, "Control of coleopteran 
insect pests through RNA interference", 
Nature Biotechnology, Nature Publishing 
Group, US, 01.11.2007, vol. 25, no. 11, P. 
1322 - 1326 

 



UA   120246   C2 

 

 



UA   120246   C2 

1 

ПОСИЛАННЯ НА СПОРІДНЕНІ ЗАЯВКИ 
Дана заявка претендує на пріоритет попередньої заявки Сполучених Штатів Америки № 

61/644368, поданої 8 травня 2012 року, яка включена в даний винахід шляхом посилання у всій 
повноті. 

ВКЛЮЧЕННЯ ПЕРЕЛІКУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 5 

Перелік послідовностей, що знаходиться в файлі під найменуванням 
"MONS308WO_ST25.txt", створеному 6 травня 2013 року, розмір якого становить 230 кілобайт 

(розмір виміряний згідно з Microsoft Windows), в даному винаході представлений в 
електронному вигляді і включений в нього шляхом посилання. 

ГАЛУЗЬ ВИНАХОДУ 10 

Винахід стосується трансгенного об'єкта Zea mays MON 87411. Об'єкт має два механізми 
дії, що являють собою стійкість до ураження злаковими кореневими черв'яками і толерантність 
до гербіциду гліфосату. Даний винахід також стосується рослин, частин рослин, насіння 
рослин, клітин рослин, сільськогосподарських продуктів і способів, пов'язаних з об'єктом MON 
87411, і розглядає одержання нуклеотидних молекул, які є унікальними для згаданого об'єкта і 15 

були створені шляхом вставки трансгенної ДНК в геном рослини Zea mays. 
РІВЕНЬ ВИНАХОДУ 
У багатьох регіонах світу кукурудза (Zea mays) є важливою культурою, яку піддають 

біотехнологічним розробкам з метою одержання зерна з бажаними ознаками. Експресія в 
рослині трансгена стійкості до комах або толерантності до гербіцидів може надавати рослині 20 

бажані ознаки стійкості до комах і/або толерантності до гербіцидів, але на експресію таких 
трансгенів може впливати множина різних факторів, які включають в себе орієнтацію і 
композицію касет, що запускають експресію окремих генів, які переносяться в хромосому 
рослини, і хромосомну локалізацію і геномний результат вставки трансгена. Наприклад, окремі 
об'єкти можуть мати варіанти по рівню і характеру експресії трансгена, які в інших відношеннях 25 

ідентичні, за винятком сайта хромосомної вставки трансгена. Деякі об'єкти також можуть мати 
небажані фенотипічні або агрономічні відмінності. Тому часто доводиться одержувати і 
аналізувати велику кількість окремих трансформаційних об'єктів рослин з метою вибору об'єкта, 
що має поліпшені властивості відносно бажаної ознаки і оптимальні фенотипічні і 
сільськогосподарські характеристики, необхідні для придатності об'єкта для комерційних цілей. 30 

Для такої селекції часто потрібне всебічне визначення молекулярних характеристик, а також 
дослідження численних об'єктів в тепличних і польових умовах протягом ряду років, в декількох 
місцеположеннях і при різних умовах, щоб одержати можливість зібрати значну кількість 
агрономічних, фенотипічних і молекулярних даних. Одержані дані і спостереження повинні бути 
проаналізовані колективом вчених і агрономів з метою селекції придатного в комерційному 35 

відношенні об'єкта. Після селекції такий об'єкт можна використовувати для інтрогресії бажаної 
ознаки в інші генетичні середовища за допомогою способів селекції рослин, і, таким чином, 
одержувати ряд різних сортів рослин, які містять бажану ознаку і відповідним чином адаптовані 
до конкретних місцевих умов росту. 

Для створення трансгенної рослини, що містить один об'єкт трансформації, частину 40 

конструкції рекомбінантної ДНК переносять в геном клітини кукурудзи, і потім вирощують цю 
клітину кукурудзи до рослини. Клітину кукурудзи, в яку спочатку переноситься об'єкт, піддають 
регенерації для одержання покоління R0. Рослини R0 і потомство рослин від рослини R0 можна 
тестувати відносно будь-якої бажаної ознаки (ознак), але на ефективність об'єкта можуть 
впливати фактори цис- і/або транс-орієнтації, що стосуються сайта інтеграції у випадку 45 

трансформації. На фенотип, що надається об'єктом, також може впливати розмір і дизайн ДНК-
конструкції, які можна варіювати шляхом комбінації генетичних елементів в експресійній касеті, 
кількості трансгенів, кількості касет експресії і конфігурації таких елементів і таких касет. 
Ідентифікація об'єкта з бажаними ознаками може додатково ускладнюватися такими 
факторами, як параметри трансгенної експресії в ході розвитку рослини, залежно від часу доби, 50 

тривалості або місцеположення; або зовнішніми факторами, такими як умови навколишнього 
середовища для росту рослин, забезпеченість водою, наявність азоту, тепла або стресу. Таким 
чином, неможливо легко прогнозувати одержання об'єкта, що надає бажаний набір 
фенотипічних ознак. 

СУТЬ ВИНАХОДУ 55 

Автори винаходу ідентифікували трансгенний об'єкт кукурудзи MON 87411, що виявляє 
чудові властивості і продуктивність, в порівнянні з наявними на даний час трансгенними 
рослинами кукурудзи і зі створеними паралельно новими об'єктами. об'єкт кукурудзи MON 
87411 містить три зв'язаних касети експресії, які в сукупності надають ознаки стійкості до 
злакових кореневих черв'яків і толерантність до гербіциду гліфосату в клітинах кукурудзи, 60 
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тканинах кукурудзи, насінні кукурудзи і рослинах кукурудзи, що містять трансгенний об'єкт MON 
87411. Об'єкт кукурудзи MON 87411 має два механізми дії проти видів шкідників кукурудзи - 
злакових кореневих черв'яків (що включають в себе види Diabrotica, зокрема шкідників, які 
являють собою Diabrotica virgifera virgifera (блішка довговуса західна, WCR), Diabrotica barbery 
(блішка довговуса північна, NCR), Diabrotica virgifera zeae (блішка довговуса мексиканська, 5 

MCR), Diabrotica balteata (блішка довговуса бразильська (BZR) або комплекс блішок довговусих 
бразильських (BCR), що складається з Diabrotica viridula і Diabrotica speciosa) і Diabrotica 
undecimpunctata howardii (блішка довговуса південна, SCR)). Подвійний механізм дії забезпечує 
надмірність і значно знижує імовірність розвитку резистентності до ознак боротьби зі 
шкідниками. 10 

Об'єкт MON 87411 характеризується специфічними унікальними сегментами ДНК, які є 
корисними для виявлення присутності об'єкта в зразку. Вважається, що зразок належить або до 
композиції, яка по суті не містить ДНК кукурудзи, або до композиції, яка містить ДНК кукурудзи. 
У будь-якому випадку, зразок являє собою біологічний зразок, тобто цей зразок містить 
біологічні матеріали, що включають в себе, без обмеження, ДНК, яка одержана або походить, 15 

прямим або опосередкованим способом, з геному об'єкта кукурудзи MON 87411. "Прямий 
спосіб" стосується того, що фахівець в даній галузі може одержувати ДНК безпосередньо з 
геному кукурудзи шляхом руйнування клітин кукурудзи (або шляхом одержання зразків 
кукурудзи, які містять зруйновані клітини кукурудзи) і проводити детекцію геномної ДНК. 
"Опосередкований спосіб" стосується того, що фахівець в даній галузі може одержувати в 20 

конкретному зразку цільову ДНК або специфічну референс-ДНК, тобто новий і унікальний 
з'єднувальний сегмент, призначений, згідно з винаходом, для діагностики наявності об'єкта 
MON 87411, способами, відмінними від прямого способу, шляхом руйнування клітин кукурудзи 
або одержання зразка кукурудзи, що містить зруйновані клітини кукурудзи. Такі опосередковані 
способи включають в себе, без обмеження, ампліфікацію сегмента ДНК, що містить 25 

послідовність ДНК-мішені для конкретного зонда, призначеного для специфічного зв'язування з 
послідовністю-мішенню, або ампліфікацію сегмента ДНК, який можна виміряти і описати його 
характеристики, тобто виміряти шляхом відділення від інших сегментів ДНК за допомогою якої-
небудь ефективної матриці, наприклад агарозного або акриламідного гелю або подібної 
матриці, або описати його характеристики шляхом аналізу прямого секвенування амплікону або 30 

клонування амплікону у вектор і прямого секвенування вставленого амплікону, розташованого 
в межах такого вектора. Альтернативно, можна клонувати різними способами сегмент ДНК, 
відповідний положенню всередині хромосоми кукурудзи, в який була вбудована трансгенна 
ДНК в хромосому кукурудзи і який можна використовувати для визначення об'єкта MON 87411, 
а також ідентифікувати і описувати його присутність в конкретному зразку або в конкретному 35 

геномі кукурудзи. Такі сегменти ДНК називають з'єднувальними сегментами або 
послідовностями, і вони можуть мати будь-яку довжину вставленої ДНК і прилеглої 
(фланкуючої) хромосомної ДНК кукурудзи, за умови, що точка з'єднання між вставленою ДНК і 
геномом кукурудзи входить в цей сегмент. Прикладами таких сегментів є SEQ ID NO:12 і SEQ 
ID NO:21 і їх зворотно комплементарні послідовності. 40 

Конкретні послідовності, ідентифіковані у винаході, можуть однозначно бути присутніми в 
об'єкті MON 87411, або в конструкції, що містить цей об'єкт, і визначення цих послідовностей, як 
за допомогою прямого аналізу послідовностей, шляхом виявлення зондів, зв'язаних з цими 
послідовностями, так і шляхом встановлення розміру і, можливо, композиції конкретних 
ампліконів, описаних у винаході, якщо вони присутні в конкретній зародковій плазмі кукурудзи 45 

або в геномі і/або присутні в конкретному біологічному зразку, що містить ДНК кукурудзи, є 
діагностичним на наявність в такому зразку об'єкта MON 87411 або конструкції, що містить цей 
об'єкт. Відомо, що фланкуючі геномні сегменти (тобто геномні сегменти послідовності ДНК 
кукурудзи, суміжні відносно вставленої трансгенної ДНК) піддаються невеликій мінливості, і, 
таким чином, існує обмеження ідентичності щонайменше 99% або більше відносно таких 50 

аномалій або поліморфізму від одного геному кукурудзи до іншого геному кукурудзи. У обсяг 
даного винаходу входять нуклеотидні сегменти, які є повністю комплементарними по всій їх 
довжині, при порівнянні з конкретними діагностичними послідовностями, згаданими в даному 
винаході. 

Положення нуклеотидних сегментів за даним винаходом одного відносно одного і в геномі 55 

кукурудзи представлені на фіг. 3, і нуклеотидна послідовність кожного з них показана в SEQ ID 
NO:1. Нуклеотидні сегменти, які характеризують об'єкт MON 87411 і які є діагностичними на 
присутність в зразку об'єкта MON 87411 або конструкції, що містить цей об'єкт, включають в 
себе SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID 
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, 60 
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SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ 
ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID 
NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 або SEQ ID NO:52. Якщо згаданий зразок 
містить тканини кукурудзи і, отже, ДНК кукурудзи, то наявність однієї або двох, або декількох з 
цих нуклеотидних послідовностей в зразку є діагностичною на присутність об'єкта MON 87411 5 

або конструкції, що містить цей об'єкт. 
Використання поняття "який походить від" передбачає, що конкретна молекула ДНК 

знаходиться в геномі рослини кукурудзи або може бути виявлена в ДНК рослини кукурудзи. 
"Можливий для виявлення" стосується можливості ампліфікації конкретного сегмента ДНК і 
визначення або з'ясування характеристик його розміру і послідовності шляхом аналізу 10 

послідовності ДНК, і може також стосуватися здатності зонда до специфічного зв'язування з 
конкретним сегментом ДНК, тобто з цільовим сегментом ДНК, і подальшої здатності виявляти 
зв'язування зонда з цією мішенню. Конкретний сегмент ДНК або цільовий сегмент ДНК за даним 
винаходом присутній в кукурудзі, яка містить вставку - об'єкт MON 87411. 

Відносно кукурудзи передбачається, що клітини кукурудзи, насіння кукурудзи, частини 15 

рослин кукурудзи і рослини кукурудзи входять в обсяг даного винаходу, за умови, що кожний їх 
варіант здійснення містить визначувану кількість ДНК, відповідну якому-небудь з одного, двох 
або декількох сегментів, які описані в даному винаході як діагностичні на присутність ДНК 
об'єкта кукурудзи MON 87411. Частини рослин кукурудзи включають в себе клітини, пилок, 
насінний зачаток, квітки і частини квіток, такі як качани, нитки і волоті, тканину кореня, тканину 20 

стебла і тканину листа. У обсяг даного винаходу входять товарні продукти, вироблені з 
кукурудзи, яка має кількість сегментів ДНК, що піддається виявленню, описаних у винаході як 
діагностичні на присутність об'єкта MON 87411. Такі товарні продукти можуть включати в себе 
цільне або оброблене насіння кукурудзи, корми для тварин, що містять зерно кукурудзи або 
побічні кукурудзяні продукти, кукурудзяну олію, розмолоту кукурудзу, кукурудзяне борошно, 25 

кукурудзяний крохмаль, кукурудзяні пластівці, кукурудзяні висівки, кукурудзяну біомасу і солому, 
і паливні продукти і вторинні паливні продукти, вироблені з кукурудзяного зерна або рослин і 
частин рослин кукурудзи. 

Звичайно ДНК з об'єкта кукурудзи MON 87411 присутня в кожній клітині і в кожній хромосомі 
рослини кукурудзи, насіння кукурудзи і тканин кукурудзи, що містять згаданий об'єкт. Геном 30 

кукурудзи передається потомству згідно з менделевськими принципами, тому, якщо рослини 
кукурудзи були гомозиготними, в потомстві кожна рослина і клітина кукурудзи буде містити цей 
об'єкт ДНК в кожній з батьківських хромосом, успадкованих від батька (батьків). При цьому, 
якщо геном кукурудзи, що містить ДНК об'єкта MON 87411, належить гетерозиготним або 
гібридним батькам, то тільки п'ятдесят процентів пилка і п'ятдесят процентів яйцеклітин, що 35 

беруть участь в спаровуванні від гібридних батьків, будуть нести ДНК об'єкта кукурудзи MON 
87411, внаслідок чого буде одержана змішана популяція потомства, що несе ДНК об'єкта MON 
87411, і процент цього потомства, виникаючого в результаті таких схрещувань з гібридами, 
може варіюватися від п'ятдесяти до сімдесяти п'яти процентів, що несуть ДНК об'єкта MON 
87411, яка було передана такому потомству. 40 

Молекули ДНК згідно з даним винаходом можуть бути унікальними для вставленої ДНК в 
об'єкті кукурудзи MON 87411 або для двох з'єднань між трансгенною вставкою ДНК і геномною 
ДНК кукурудзи, яка прилягає до якого-небудь з кінців вставленої ДНК. Якщо такі молекули 
присутні в конкретному зразку, який аналізують за допомогою описаних у винаході способів з 
використанням зондів, праймерів і, в деяких випадках, за допомогою аналізу послідовності ДНК, 45 

то вони можуть бути діагностичними на присутність в цьому зразку деякої кількості об'єкта 
кукурудзи MON 87411. Такі молекули ДНК, унікальні для ДНК об'єкта кукурудза MON 87411, 
можуть бути ідентифіковані і охарактеризовані декількома способами, в тому числі з 
використанням молекул нуклеїнових кислот, сконструйованих для специфічного зв'язування з 
молекулами унікальних ДНК, з подальшим виявленням зв'язування таких зондів з унікальною 50 

ДНК, і за допомогою способів термічної ампліфікації, в яких використовують щонайменше дві 
різні молекули ДНК, що діють як зонди, при цьому послідовність таких молекул може бути трохи 
менше, ніж описані вище зонди. Фахівцю в даній галузі техніки буде очевидно, що 
контактування специфічної цільової ДНК з зондом або праймером при придатних умовах 
гібридизації приведе до зв'язування цього зонда або праймера з цільовим сегментом ДНК. 55 

Молекули ДНК за даним винаходом, які являють собою цільові сегменти ДНК, здатні до 
ампліфікації і, якщо вони визначені як один або декілька ампліконів представленої довжини, 
одержаних шляхом ампліфікації конкретного зразка, ці молекули можуть бути діагностичними 
на присутність в такому зразку об'єкта MON 87411 або конструкції, що його містить. Такі 
молекули ДНК або полінуклеотидні сегменти мають нуклеотидні послідовності, вказані в кожній 60 
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з послідовностей SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID 
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, 
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ 
ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52, і 
додатково описані в даному розділі і в прикладах нижче. Праймерні молекули і/або зонди 5 

можуть бути представлені у вигляді комплекту разом з необхідними реагентами, що включають 
в себе контрольні реагенти, і упаковані разом з інструкцією по застосуванню. 

Молекули рекомбінантних ДНК за даним винаходом вважаються такими, що входять в обсяг 
даного винаходу, якщо вони знаходяться в мікроорганізмі або одержані з мікроорганізму. 
Мікроорганізм повинен включати в себе будь-яку мікроскопічну клітину, прокаріотичну або 10 

еукаріотичну, або клітину іншого типу, яка містить ДНК в геномі або хромосомі, або в 
екстрахромосомній структурі ДНК, частіше називаній плазмідою або вектором. Мікроскопічні 
організми включають в себе бактерії (прокаріоти) і клітини, що належать до вищих форм життя 
(еукаріоти), розмір яких нижче візуального рівня середньої людини, звичайно менше п'ятдесяти 
кубічних мікрон і частіше менше десяти кубічних мікрон. Бактерії є поширеними мікроскопічними 15 

мікроорганізмами, які, ймовірно, не можуть містити вектор або плазміду, що несе один або 
декілька, або всі з нових сегментів ДНК за даним винаходом, в тому числі кожну з відповідних 
касет експресії, присутніх, як указано в SEQ ID NO:1. Рослинні клітини і, зокрема, клітини 
рослин кукурудзи входять в обсяг даного винаходу, якщо вони містять який-небудь з одного, 
двох або декількох нових сегментів ДНК або всі з нових сегментів ДНК за даним винаходом. 20 

Зонди, використовувані в даному винаході, звичайно являють собою молекули ДНК або 
полінуклеотидні сегменти достатньої довжини для функціонування в жорстких умовах 
гібридизації, згідно з винаходом, щоб зв'язуватися з конкретним цільовим сегментом ДНК, тобто 
з унікальним сегментом ДНК, присутнім в ДНК об'єкта MON 87741, і служити для діагностики 
присутності ДНК об'єкта MON 87741 в зразку. Такий зонд може бути призначений для 25 

зв'язування тільки з єдиним з'єднанням або з іншою новою послідовністю, присутньою тільки в 
ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411, або з двома або декількома такими одиничними 
з'єднувальними сегментами. Виявлення в якому-небудь об'єкті зв'язування такого зонда з 
молекулою ДНК в конкретному зразку, що передбачувано містить ДНК кукурудзи, є 
діагностичним на присутність в цьому зразку об'єкта кукурудзи MON 87411. 30 

Праймери звичайно представлені у вигляді пар різних олігонуклеотидів або 
полінуклеотидних сегментів для використання в реакції термічної ампліфікації, за допомогою 
якої ампліфікується конкретний цільовий сегмент ДНК. Кожний праймер в парі призначений для 
зв'язування з досить специфічним сегментом ДНК в межах або поблизу сегмента ДНК, що 
представляє інтерес для ампліфікації. Праймери зв'язуються таким чином, що потім вони діють 35 

як локалізовані області полімеризації послідовностей нуклеїнових кислот, внаслідок чого 
одержують один або декілька ампліконів (ампліфіковані цільові сегменти ДНК). У даному 
винаході застосування праймерів, сконструйованих для зв'язування з унікальними сегментами 
ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411 в конкретному біологічному зразку, і згадана ампліфікація 
конкретних ампліконів, що несуть один або декілька з'єднувальних сегментів, описаних у 40 

винаході, і детекція і визначення характеристик цих ампліконів після завершення або 
припинення полімеразної реакції, є діагностичною ознакою наявності об'єкта кукурудзи MON 
87411 в конкретному зразку. Фахівцю в даній галузі добре відомий цей спосіб ампліфікації, і 
немає необхідності наводити посилання про подробиці ампліфікації в даному винаході. 

Рослини кукурудзи, клітини рослин кукурудзи, тканини рослин кукурудзи і насіння кукурудзи 45 

є нечутливими до обробок гербіцидом гліфосатом завдяки експресії CP4 EPSPS - ферменту 
нечутливості до гліфосату з промотору Rcc3 рису в експресійній касеті на дистальному 3'-кінці, 
як показано в SEQ ID NO:1. Таке насіння можна висівати в полі. Через декілька днів після 
проростання і появи сходів можна застосовувати ефективну для контролю бур'янів кількість 
гербіциду гліфосату, що знищить по суті всі бур'яни в полі, але дозволить продовжити ріст і 50 

розвиток рослин кукурудзи, які містять ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. Рослини також стійкі 
до ураження злаковими кореневими черв'яками всіх відомих видів кореневих черв'яків 
Diabrotica, що включають в себе, без обмеження, Diabrotica virgifera virgifera (блішка довговуса 
західна, WCR), Diabrotica barbery (блішка довговуса північна, NCR), Diabrotica virgifera zeae 
(блішка довговуса мексиканська, MCR), Diabrotica balteata (блішка довговуса бразильська (BZR) 55 

або комплекс блішок довговусих бразильських (BCR), що складається з Diabrotica viridula і 
Diabrotica speciosa) і Diabrotica undecimpunctata howardii (блішка довговуса південна, SCR). 
Стійкість до видів Diabrotica виникає в зв'язку з експресією двох різних сегментів ДНК, які 
функціонально і ковалентно зв'язані в межах вставленої трансгенної ДНК: дволанцюжкова РНК 
(длРНК) транскрибується з касети експресії на проксимальному 5'-кінці вставленої трансгенної 60 
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ДНК, як показано в SEQ ID NO:1 і проілюстровано на фіг. 1 в позиції [G] в SEQ ID NO:12, і 
націлює супресію життєво важливого гена у злакових кореневих черв'яків; і білок Cry3Bb, 
токсичний для твердокрилих комах, експресується з касети експресії (приблизно в центрі в SEQ 
ID NO:1, як показано на фіг. 1 в позиції [Н] в SEQ ID NO:14) по центру між касетою, 
експресуючою длРНК [G], і касетою на дистальному 3'-кінці вставленої трансгенної ДНК, 5 

показаної в SEQ ID NO:1 (касета експресії толерантності до гліфосату, показана на фіг. 1, 
позиція [I] в SEQ ID NO:16). длРНК націлює супресію ортологічного гена дріжджів під 
найменуванням Snf7 і експресується з промотору CАMV e35S, а білок Cry3Bb експресується з 
промотору PIIG Zea mays. Згадані длРНК і білок Cry3Bb є токсичними агентами для видів 
злакових кореневих черв'яків. 10 

Промотори, що запускають експресію токсичних агентів длРНК і Cry3Bb, розташовані 
дивергентно, таким чином, що експресія кожного з промоторів відповідного токсичного агента 
відбувається далеко від точки, що знаходиться в центрі між двома промоторами, тобто 
транскрипція кожної касети експресії протікає в протилежних напрямах, без конвергенції. 
Касета експресії CP4 EPSPS толерантності до гліфосату розташована нижче по ходу 15 

транскрипції, тобто проксимальніше 3'-кінця, як показано в SEQ ID NO:1, і дистальніше 3'-кінця 
відносно касети, що запускає експресію білка Cry3Bb. Касети, що запускають експресію Cry3Bb і 
EPSPS, продукують відповідні білки за допомогою тандемної орієнтації транскрипції, Cry3Bb 
розташований вище по ходу транскрипції від EPSPS і транскрибується в тій же орієнтації, але 
кожний зі своїх окремих відповідних промоторів. Залишаючи інтактними касету експресії длРНК 20 

і касету стійкості до гліфосату і поміщаючи на дистальних кінцях ДНК сегмент, призначений для 
вставки в геном кукурудзи, одержували інші варіанти конструкції, в яких орієнтація касети 
Cry3Bb була інвертованою або зворотною відносно конструкції, присутньої в ДНК об'єкта MON 
87411. У цих варіантах конструкцій для запуску експресії Cry3Bb використовували промотор 
PIIG Zea mays або промотор Rcc3 рису. 25 

Трансгенні об'єкти, що містять тільки згадані варіанти конструкцій/орієнтації касети експресії 
Cry3Bb, порівнювали з об'єктом MON 87411 і з доступними на даний час комерційними 
об'єктами: MON 863 (що містить тільки касету експресії Cry3Bb), MON 88017 (що містить касету 
експресії Cry3Bb, яка функціонально зв'язана з касетою експресії CP4 EPSPS) і DAS-59122-7 
(що містить три функціонально зв'язаних касети експресії, дві з яких тандемно експресують 30 

подвійні компоненти токсину Bt Cry34 і Cry35 разом з геном, що надає толерантність до 
глюфозинату). Результати, показані нижче в розділі прикладів, свідчать, що об'єкт MON 87411 
демонструє чудові властивості відносно направленої в коріння експресії білка Cry3Bb, і 
множина трансгенних об'єктів, одержаних за допомогою конструкції, яку використовували для 
створення об'єктів MON 87411, частіше виявляла ефективний контроль злакових кореневих 35 

черв'яків, ніж інших об'єкти, одержані з іншими конструкціями. 
У обсяг даного винаходу входять рослини кукурудзи за даним винаходом і їх частини, в 

тому числі насіння, і кожна з частин рослини містить ДНК, відповідну об'єкту MON 87411. Такі 
рослини стійкі до ураження злаковими кореневими черв'яками і нечутливі до застосування 
гербіциду гліфосату. Ці рослини включають в себе гібриди, що містять тільки один алель MON 40 

87411, тобто геном, відмінний гетерозиготністю відносно локусу, відповідного об'єкту MON 
87411 ДНК. Такі гібриди одержують шляхом селекції з бажаною зародковою плазмою для 
гарантії гібридної сили і інших бажаних в сільськогосподарському плані властивостей кукурудзи. 
Гібриди можна одержувати будь-яким з множини способів, але в переважному способі 
використовують переваги першого інбредного (гомозиготного) батька, який несе специфічний 45 

алель об'єкта MON 87411 в обох хромосомах в локусі, в який вставлена ДНК об'єкта MON 
87411, і виводять першу інбредну рослину разом з другою інбредною рослиною, яка не несе 
ДНК MON 87411. Обидва варіанти батьківських інбредних рослин будуть мати одну або 
декілька вигідних властивостей, бажаних для насіння потомства, тобто для гібридного насіння. 

Особливо бажаною є трансгенна властивість або алель, що надає деяку додаткову ознаку 50 

рослині, що містить ДНК об'єкта MON 87411. Такі трансгенні алелі включають в себе інші 
трансгенні об'єкти, що надають стійкість до злакових кореневих черв'яків, і включають в себе, 
без обмеження, такі об'єкти як DAS-59122-7, MIR604 і 5307. Кожний з цих об'єктів дає 
додатковий агент, токсичний для злакових кореневих черв'яків (DAS-59122-7 забезпечує 
PS149B1 (Cry34/Cry35), що має властивості токсичності для кореневих черв'яків і толерантності 55 

до гербіциду глюфозинату; MIR604 забезпечує модифікований Cry3Aa, що виявляє властивості 
токсичності для кореневих черв'яків; об'єкт 5307 забезпечує ген FR8a, що виявляє властивості 
токсичності для кореневих черв'яків). Наявність додаткових ознак стійкості до злакових 
кореневих черв'яків, наприклад наявність вищеперелічених ознак, може знижувати імовірність 
розвитку стійкості до якого-небудь представленого агента, токсичного для злакових кореневих 60 
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черв'яків. Інші бажані ознаки включають в себе ознаки врожайності і стійкості до стресу або 
переносимості стресу, ознаки фіксації азоту, ознаки, що модулюють використання води, 
стійкості до грибкового ураження, стійкості до гербіцидів, таких як дикамба (MON 87427), 
глюфозинат і т. п., а також ознаки стійкості до лускокрилих шкідників. Ознаки стійкості до 
лускокрилих шкідників були розглянуті в даній галузі техніки і включають в себе об'єкти 5 

трансгенної кукурудзи (і відповідні активні білки лускокрилих) MON810 (Cry1Ab), MON 89034 
(Cry1A.105 і Cry2Ab); TC1507 (Cry1Ac і Cry1Fa); DAS-06275-8, також відомий як TC-6275 (Cry1Fa 
і bar (що надає стійкість до глюфозинату)); MIR162 (Vip3Aa), Bt176 (Cry1Ab) і BT11 (Cry1Ab). 
Альтернативою наявності в одній рослині якої-небудь комбінації або всіх з перерахованих 
ознак, зокрема ознак стійкості до комах, інших перерахованих ознак стійкості, що належать до 10 

об'єкта MON 87411, до злакових кореневих черв'яків або ознак стійкості до лускокрилих, буде 
наявність згаданих ознак в різні комбінаціях сумішей насіння, в яких певне насіння в суміші 
містить ознаки MON 87411 і деяку комбінацію виключно з перерахованих ознак стійкості до 
твердокрилих і спільно діють під землею для запобігання ураженню злаковими кореневими 
черв'яками, в той час як інше насіння в суміші містить тільки ознаки стійкості до лускокрилих і 15 

надають стійкість до ураження кукурудзи лускокрилими шкідниками над землею. Таким чином, 
насінини в суміші забезпечують захист одне для одного, тобто насіння і рослини із захистом від 
твердокрилих діють як захист для рослин, що надають стійкість до лускокрилих, і навпаки. 

Разом з тим, звичайно ці ознаки будуть представлені в якій-небудь комбінації або в пакеті 
ознак, де ознаки MON 87411 будуть представлені спільно в одній рослині за допомогою 20 

виведення з однією або декількома ознаками стійкості до лускокрилих, для забезпечення 
повного пакета стійкості до шкідників урожаю в полі, і невеликий процент насіння (можливо від 
1 до 20 процентів або будь-яка кількість, що включає в себе 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18 або 19 процентів) буде мати тільки ознаки толерантності до гербіциду і не буде 
мати яких-небудь ознак захисту від шкідників, і будуть висаджені в полі в рандомізованій суміші 25 

з насінням з ознаками стійкості до шкідників або у вигляді структурованого (окремого) 
насадження культур, і будуть діяти як захист як від шкідників, які вражають рослини кукурудзи 
над землею, так і від шкідників, які уражують рослини кукурудзи під землею. 

Конструкція, вставлена в об'єкт MON 87411, дає особливі переваги в порівнянні з касетою 
експресії EPSPS. По-перше, присутність цієї касети полегшує виведення трансгенних об'єктів, в 30 

які була вбудована ця конструкція. По-друге, касета забезпечує контроль бур'янів в полі, на 
якому було посаджене насіння, відповідне об'єкту MON 87411. Поле, що містить ці рослини 
MON 87411, можна обробляти шляхом розпилення ефективної кількості гліфосату для 
контролю росту на цьому полі бур'янів, які є чутливими до гліфосату. Для бур'янів, які не чутливі 
до гліфосату, як відмічено вище, можна виводити інші трансгенні об'єкти, які забезпечують 35 

толерантність до інших гербіцидів, таких як дикамба або глюфозинат, створюючи єдиний гібрид 
разом з об'єктом MON 87411, і таким чином одержувати ефективний засіб для боротьби з 
бур'янами в полі шляхом застосування двох або декількох гербіцидів, таких як гліфосат, 
дикамба або глюфозинат, оскільки малоймовірна присутність бур'янів, що мають стійкість до 
двох або декількох із згаданих гербіцидів, і в цьому випадку урожай кукурудзи буде складатися 40 

з гібридів, які виявляють стійкість до такого застосування комбінацій гербіцидів. 
КОРОТКИЙ ОПИС КРЕСЛЕНЬ 
Фіг. 1 схематично зображує трансгенну вставку в геном об'єкта кукурудзи MON 87411: [А] 

являє собою SEQ ID NO:1, яка є безперервною послідовністю трансгенної ДНК-вставки, 
інтегрованої в геном кукурудзи LH244, і 5'- і 3'-геномні ДНК, фланкуючі вставлену ДНК; [В] і [С] 45 

відповідають відносним положенням SEQ ID NO:2 і 3, які утворюють 5'- і 3'-з'єднувальні 
послідовності трансгенної/геномної ДНК об'єкта MON 87411, відповідно; [D] показує SEQ ID 
NO:4, яка являє собою послідовність трансгенної ДНК-вставки, інтегрованої в геном, і в 
результаті одержують об'єкт MON 87411; [Е] відповідає відносним положенням SEQ ID NO:5, 
SEQ ID NO:6 і SEQ ID NO:7, кожна з яких охоплює 5'-з'єднання між термінальними кінцями 50 

трансгенної ДНК-вставки і фланкуючої геномної ДНК; [F] відповідає відносним положенням 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 і SEQ ID NO:10, кожна з яких охоплює 3'-з'єднання між 
термінальними кінцями трансгенної ДНК-вставки і фланкуючої геномної ДНК; [G], [Н] і [I], 
відповідно, являють собою три різні експресійні касети, відповідні трансгенній ДНК-конструкції, 
вставленій в геном рослини кукурудзи, результатом чого є об'єкт MON 87411; [J] і [K] являють 55 

собою олігонуклеотидні праймери, олігонуклеотидні зонди і амплікони ДНК, відповідні 
з'єднанням в об'єкті MON 87411. 

Фіг. 2 показує одинадцять різних конструкцій ДНК (417, 416, 418, 419, 402, 403, 404, 423, 405, 
406 і 890), сконструйованих для експресії до трьох різних касет, що включають в себе дві касети 
з інкорпорованими протектантами рослин (PIP), націленими на блішок довговусих західних 60 
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(WCR), і одну касету стійкості до гербіцидів. Дві PIP-касети включають в себе (а) касету 
експресії для 240-мерного інвертованого повтору Dv_Snf7o, і (b) касету експресії для білка 
Cry3Bb. Кожна з показаних конструкцій містить ці касети експресії у варіабельному порядку і 
орієнтації. Конструкції 405 і 406 не містять касету стійкості до гербіцидів, і конструкція 890 
містить тільки одну касету експресії для 240-мерного інвертованого повтору Dv_Snf7o. Ці три 5 

конструкції містять в загальній складності шістнадцять генетичних елементів від лівої границі 
(LB) до правої границі (RB): [1] LB; [2] 3'-нетрансльована область (UTR) Ps.RbcS2-Е9; [3] 240-
мерний Dv_Snf7o інвертований повторюваний ген; [4] кукурудзяний інтрон DnaK; [5] лідер CaMV 
35S; [6] промотор eCaMV 35S; [7] промотор кукурудзи PIIG; [8] лідер пшениці Lhcb1; [9] інтрон 
рису Act1; [10] відкрита рамка зчитування (ORF) Cry3Bb; [11] 3'UTR пшениці Hsp17; [12] TubA 10 

рису (промотор, лідер, інтрон); [13] цитоплазматичний пептид CTP; [14] CP4 EPSPS; [15] 3'UTR 
TubA рису; і [16] RB. 

Фіг. 3. На схемах [А]-[N] і [aa]-[mm] показані функціонально зв'язані елементи і фланкуючий 
кукурудзяний геном і їх положення один відносно одного, згідно з їх розташуванням в позиції 
трансгенної вставки ДНК в геном об'єкта кукурудзи MON 87411. Представлені нижче описи 15 

визначають композицію, функції і положення для кожного з елементів, показаних в SEQ ID 
NO:1. 

[А] Положення нуклеотидів 1-500, показані в SEQ ID NO:1, відповідають геномній ДНК 
кукурудзи, суміжній з трансгенною вставленою ДНК в об'єкті кукурудзи MON 87411, яка в цьому 
випадку довільно позначена на 5'-кінці від трансгенної вставленої ДНК. 20 

[В] Положення нуклеотидів 807-1439, показані в SEQ ID NO:1, відповідають зворотно 
комплементарній послідовності термінації транскрипції і сигналу поліаденілювання малої 
субодиниці Е9 3'-рибулозобісфосфаткарбоксилази від Pisum sativum. 

[С] Положення нуклеотидів 1469-2098, показані в SEQ ID NO:1, відповідають зворотно 
комплементарній послідовності, сконструйованій для експресії у вигляді молекули РНК, 25 

укладеної в 240-нуклеотидну длРНК і 150-нуклеотидну шпилькову структуру, яка створена для 
націлювання на супресію ортолога гена дріжджів у видів Diabrotica, що кодує білок Snf7, при 
його наявності в раціоні видів Diabrotica. Перший 240-нуклеотидний сегмент, відповідний 
частині ортологічного гена Snf7 від Diabrotica, присутній в положеннях нуклеотидів 1469-1708, 
як показано в SEQ ID NO:1, другий 240-нуклеотидний сегмент, відповідний в зворотній 30 

комплементарності першому сегменту, розташований в позиціях нуклеотидів 1850-2098, як 
указано в SEQ ID NO:1, і перший і другий сегменти функціонально зв'язані за допомогою 150-
нуклеотидного спейсера в положеннях нуклеотидів 1709-1858, як указано в SEQ ID NO:1. 

[D] Положення нуклеотидів 2135-2938, показані в SEQ ID NO:1, відповідають зворотно 
комплементарній послідовності інтрона, що походить з гена DnaK Zea mays. 35 

[Е] Положення нуклеотидів 2839-3298, показані в SEQ ID NO:1, відповідають зворотній 
комплементарній розширеній послідовності 35S промотору вірусу мозаїки цвітної капусти і 
нетрансльованій 5'-лідерній послідовності. Вказаний промотор, асоційований нетрансльований 
лідер, елемент [D] інтрона і елемент [В] термінації транскрипції і поліаденілювання регулюють 
експресію елемента [С] в клітинах рослин кукурудзи. 40 

[F] Положення нуклеотидів 3586-4534, показані в SEQ ID NO:1, відповідають промоторній 
послідовності, одержаній з індукованого фізичним імпедансом гена білка Zea mays (Zm.PIIG). 
Вказаний промотор, асоційований нетрансльований лідер [G], елемент [Н] інтрона і елемент [J] 
термінації транскрипції і поліаденілювання регулюють експресію елемента [I]. Цей промотор 
орієнтований відносно промотору [Е] таким чином, що кожний з промоторів ([Е] і [F]) буде 45 

запускати дивергентну експресію своїх елементів ([С] і [I]) (дивіться стрілки на фіг. 2, де ці 
стрілки позначають відповідні промотори ([Е] і [F]) у вказаному напрямі експресії з відповідного 
промотору). 

[G] Положення нуклеотидів 4541-4601, показані в SEQ ID NO:1, відповідають 
нетрансльованій 5'-лідерній послідовності, одержаній з гена b1 світлоуловлюючого комплексу 50 

(Ta.Lhcb1) від Triticum aestivum. 
[Н] Положення нуклеотидів 4618-5097, показані в SEQ ID NO:1, відповідають послідовності 

інтрона, одержаного з гена Actin-1 від Oryza Sativa (Os.Act1). 
[I] Положення нуклеотидів 5107-7068, показані в SEQ ID NO:1, відповідають нуклеотидній 

послідовності, що кодує білок Cry3Bb, токсичний для злакових кореневих черв'яків (Cry3Bb). 55 

Кодований білок Cry3Bb є пестицидним у випадку його наявності в раціоні видів Diabrotica 
(злакових кореневих черв'яків). 

[J] Положення нуклеотидів 7088-7297, показані в SEQ ID NO:1, відповідають послідовності 
термінації транскрипції і сигналу поліаденілювання в білку теплового шоку 17 (HSP17) від 
Triticum aestivum. 60 
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[K] Положення нуклеотидів 7346-9526, показані в SEQ ID NO:1, відповідають безперервній 
послідовності промотор-лідер-інтрон, одержаній з гена альфа-тубулін-3 (TubA-3) від Oryza 
sativa. Вказаний промотор з асоційованим лідером і інтроном і елемент [М] термінації 
транскрипції і поліаденілювання регулюють експресію елемента [L]. 

[L] Положення нуклеотидів 9531-11126, показані в SEQ ID NO:1, відповідають послідовності 5 

цитоплазматичного націлюючого пептиду від Arabidopsis thaliana (CTP; з нуклеотидних 
положень 9531-9758) і послідовності EPSPS, одержаної з CP4 Agrobacterium (з нуклеотидних 
положень 9759-11126). Коли ця послідовність транскрибується і транслюється в білок в клітині 
рослини кукурудзи, CTP функціонально зв'язується з EPSPS. При експресії в клітинах рослин 
кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411, згаданий CTP-EPSPS забезпечує стійкість до 10 

гербіциду гліфосату. 
[М] Положення нуклеотидів 11134-11715, показані в SEQ ID NO:1, відповідають 

послідовності гена альфа-тубулін-3 (TubA-3) термінації транскрипції і сигналу 
поліаденілювання від Oryza sativa. 

[N] Положення нуклеотидів 11749-12248, показані в SEQ ID NO:1, відповідають геномній 15 

ДНК кукурудзи, суміжній з трансгенною вставленою ДНК в об'єкті кукурудзи MON 87411, які в 
цьому випадку довільно позначені як 3'-кінець трансгенної вставки ДНК. 

[аа] Положення нуклеотидів 501-806, показані в SEQ ID NO:1, відповідають частині 
октопінової послідовності лівої границі від Agrobacterium tumefaciens з 417 конструкцій, 
суміжних з геномом, довільно позначеним як 5'-кінець трансгенної ДНК, вставленої в геном 20 

кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 5'-кінець [аа], показаний в SEQ ID NO:1, 
приєднаний до 3'-кінця елемента [А] для утворення унікального з'єднання - 5'-трансгенна 
вставка ДНК/геном кукурудзи, що охоплюється послідовностями SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, 
SEQ ID NO:7 і SEQ ID NO:21. 3'-кінець елемента [аа] приєднаний до 5'-кінця елемента [В] для 
утворення унікального з'єднання в трансгенній вставці ДНК, яка входить в SEQ ID NO:41. 25 

[bb] Положення нуклеотидів 1440-1468, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [В] і [С]. 5'-кінець [bb], показаний в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [В], і 3'-кінець елемента [bb] приєднаний до 5'-кінця елемента [С] з утворенням 
унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:42, в межах трансгенної ДНК, вставленої в 
геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 30 

[сс] Положення нуклеотидів 2099-2134, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [С] і [D]. 5'-кінець [сс], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [С], і 3'-кінець елемента [сс] приєднаний до 5'-кінця елемента [D] для 
утворення унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:43, в межах трансгенної ДНК, 
вставленої в геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 35 

[ее] Положення нуклеотидів 3299-3585, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [Е] і [F]. 5'-кінець [ее], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [Е], і 3'-кінець елемента [ее] приєднаний до 5'-кінця елемента [F] для 
утворення унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:44, в межах трансгенної ДНК, 
вставленої в геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 40 

[ff] Положення нуклеотидів 4535-4540, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [F] і [G]. 5'-кінець [ff], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [F], і 3'-кінець елемента [ff] приєднаний до 5'-кінця елемента [G] для утворення 
унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:45, в межах трансгенної ДНК, вставленої в 
геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 45 

[gg] Положення нуклеотидів 4602-4617, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [G] і [Н]. 5'-кінець [gg], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [G], і 3'-кінець елемента [gg] приєднаний до 5'-кінця елемента [Н], для 
утворення з'єднання, що входить в SEQ ID NO:46, в межах трансгенної ДНК, вставленої в геном 
кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411, але це з'єднання не є унікальним для об'єкта MON 50 

87411. 
[hh] Положення нуклеотидів 5098-5106, показані в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 

послідовності між елементами [Н] і [I]. 5'-кінець [hh], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [Н], і 3'-кінець елемента [hh] приєднаний до 5'-кінця елемента [I] для 
утворення з'єднання, що входить в SEQ ID NO:47, в межах трансгенної ДНК, вставленої в геном 55 

кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411, але це з'єднання не є унікальним для об'єкта MON 
87411. 

[ii] Положення нуклеотидів 7069-7087, як показано в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [I] і [J]. 5'-кінець [ii], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 3'-
кінця елемента [I], і 3'-кінець елемента [ii] приєднаний до 5'-кінця елемента [J] для утворення 60 
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з'єднання, що входить в SEQ ID NO:48, в межах трансгенної ДНК, вставленої в геном кукурудзи, 
для утворення об'єкта MON 87411, але це з'єднання не є унікальним для об'єкта MON 87411. 

[jj] Положення нуклеотидів 7298-7345, як показано в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [J] і [K]. 5'-кінець [jj], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [J], і 3'-кінець елемента [jj] приєднаний до 5'-кінця елемента [K] для утворення 5 

унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:49, в межах трансгенної ДНК, вставленої в 
геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 

[kk] Положення нуклеотидів 9527-9530, як показано в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [K] і [L]. 5'-кінець [kk], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [K], і 3'-кінець елемента [kk] приєднаний до 5'-кінця елемента [L] для 10 

утворення унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:50, в межах трансгенної ДНК, 
вставленої в геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 

[ll] Положення нуклеотидів 11127-11133, як показано в SEQ ID NO:1, відповідають вставній 
послідовності між елементами [L] і [М]. 5'-кінець [ll], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 
3'-кінця елемента [L], і 3'-кінець елемента [ll] приєднаний до 5'-кінця елемента [М] для утворення 15 

унікального з'єднання, що входить в SEQ ID NO:51, в межах трансгенної ДНК, вставленої в 
геном кукурудзи для утворення об'єкта MON 87411. 

[mm] Положення нуклеотидів 11716-11748, як показано в SEQ ID NO:1, відповідає частині 
правої границі послідовності нопаліну від Agrobacterium tumefaciens з конструкції 417, суміжної з 
геномом на довільно позначеному 3'-кінці трансгенної ДНК, вставленої в геном кукурудзи для 20 

утворення об'єкта MON 87411. 5'-кінець [mm], як показано в SEQ ID NO:1, приєднаний до 3'-
кінця елемента [M], і 3'-кінець елемента [mm] приєднаний до 5'-кінця елемента [N], для 
утворення унікального з'єднання - трансгенна вставка ДНК/геном кукурудзи, що входить в SEQ 
ID NO:52. 

Фіг. 4 показує орієнтацію касети для векторів, що виявили в дослідженні більш високу 25 

ефективність дивергентних промоторів, які запускають експресію агентів, токсичних для 
злакових кореневих черв'яків, в порівнянні з векторами з тандемною орієнтацією промоторів, 
що запускають експресію агентів, токсичних для злакових кореневих черв'яків. 

КОРОТКИЙ ОПИС ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
SEQ ID NO:1 являє собою нуклеотидну послідовність об'єкта MON 87411 і показує в напрямі 30 

від 5'- до 3'-кінця сегмент 5'-геномної ДНК, фланкуючий (суміжний з) вставлену трансгенну ДНК 
(500 нуклеотидів), вставлену трансгенну ДНК (11248 нуклеотидів) і сегмент 3'-геномної ДНК, 
фланкуючий (суміжний з) вставлену трансгенну ДНК (500 нуклеотидів) в об'єкті MON 87411. 

SEQ ID NO:2 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 
показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент 5'-геномної ДНК, суміжний з вставленою 35 

трансгенною ДНК (500 нуклеотидів), і пограничний залишок вставленої трансгенної ДНК (263 
нуклеотиди) з об'єкта MON 87411. 

SEQ ID NO:3 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 
показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця пограничний залишок вставленої трансгенної ДНК (15 
нуклеотидів) і сегмент 3'-геномної ДНК, суміжний з вставленою геномною ДНК (500 40 

нуклеотидів) з об'єкта MON 87411. 
Послідовність SEQ ID NO:4 являє собою нуклеотидну послідовність об'єкта MON 87411 і 

показує вставлену геномну ДНК (11248 нуклеотидів) з об'єкта MON 87411. 
SEQ ID NO:5 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 

показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент 5'-геномної ДНК, суміжний з вставленою 45 

трансгенною ДНК (50 нуклеотидів), і пограничний залишок вставленої трансгенної ДНК (263 
нуклеотиди) з об'єкта MON 87411. 

SEQ ID NO:6 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 
показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент 5'-геномної ДНК, суміжний з вставленою 
трансгенною ДНК (110 нуклеотидів), і пограничний залишок вставленої трансгенної ДНК (263 50 

нуклеотиди) з об'єкта MON 87411. 
SEQ ID NO:7 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 

показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент 5'-геномної ДНК, суміжний з вставленою 
трансгенною ДНК (145 нуклеотидів), і пограничний залишок вставленої трансгенної ДНК (263 
нуклеотиди) з об'єкта MON 87411. 55 

SEQ ID NO:8 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 
показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент вставленої трансгенної ДНК (83 нуклеотиди) і 
сегмент 3'-геномної ДНК, суміжний з вставленою трансгенною ДНК (34 нуклеотиди) з об'єкта 
MON 87411. 
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SEQ ID NO:9 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 
показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент вставленої трансгенної ДНК (83 нуклеотиди) і 
сегмент 3'-геномної ДНК, суміжний з вставленою трансгенною ДНК (90 нуклеотидів) з об'єкта 
MON 87411. 

SEQ ID NO:10 являє собою нуклеотидну з'єднувальну послідовність об'єкта MON 87411 і 5 

показує в напрямі від 5'- до 3'-кінця сегмент вставленої трансгенної ДНК (83 нуклеотиди) і 
сегмент 3'-геномної ДНК, суміжний з вставленою трансгенною ДНК (255 нуклеотидів) з об'єкта 
MON 87411. 

SEQ ID NO:11 являє собою нуклеотидну послідовність з послідовності кДНК від Diabrotica 
virgifera virgifera (блішки довговусої західної), що кодує комплексну субодиницю ESCRT-III, яка 10 

ортологічна відносно Snf7 дріжджів. 
SEQ ID NO:12 являє собою нуклеотидну послідовність, яка відображає антисмисловий 

ланцюг касети експресії ДНК, що включає в себе рекомбінантний ген, сконструйований для 
експресії інвертованих повторів молекули РНК. Сегменти інвертованих повторів ДНК 
відповідають позиціям від 663 до 902 і позиціям від 1292 до 1053. Послідовності інвертованих 15 

повторів ДНК відповідають нуклеотидній послідовності SEQ ID NO:11 в позиції нуклеотидів 151-
390. 

Послідовність SEQ ID NO:13 являє собою рибонуклеотидну послідовність, транскрибовану 
від ДНК, як указано в SEQ ID NO:12. 

Послідовність SEQ ID NO:14 являє собою нуклеотидну послідовність, яка відображає 20 

смисловий ланцюг касети експресії ДНК, що включає в себе рекомбінантний ген, 
сконструйований для кодування і експресії білка Cry3Bb, токсичного для злакових кореневих 
черв'яків. 

Послідовність SEQ ID NO:15 являє собою трансляцію полінуклеотиду в амінокислотну 
послідовність, що відповідає позиціям 1522-3480 SEQ ID NO:14, і являє собою білок Cry3Bb, 25 

токсичний для злакових кореневих черв'яків. 
SEQ ID NO:16 являє собою нуклеотидну послідовність, яка показує смисловий ланцюг 

касети експресії ДНК, що включає в себе рекомбінантний ген, сконструйований для кодування і 
експресії білка 5-енолпірувілшикімат-3-фосфатсинтази (EPSPS). 

Послідовність SEQ ID NO:17 являє собою трансляцію полінуклеотиду в амінокислотну 30 

послідовність, відповідну позиціям від 2186 до 3781 SEQ ID NO:16, і являє собою білок EPSPS, 
який виявляє нечутливість до гербіциду гліфосату. 

Послідовність SEQ ID NO:18 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується SQ27011, і ідентична нуклеотидній послідовності, відповідній 
позиціям 462-490 SEQ ID NO:1. 35 

SEQ ID NO:19 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного олігонуклеотиду, що 
іменується PB3552, і ідентична зворотно комплементарній нуклеотидній послідовності, 
відповідній позиціям 502-515 SEQ ID NO:1. PB3552 може нести 5'-мітку 6-

карбоксифлуоресцеїнової групи (6-FAM) і 3'-мітку гасильної групи для застосування в 
комбінації з парою праймерів термічної ампліфікації, наприклад SQ27011 і SQ9085, які можна 40 

використовувати для ампліфікації ДНК способом TaqMan для виявлення присутності ДНК з 
об'єкта MON 87411 в біологічному зразку, який містить ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. 

Послідовність SEQ ID NO:20 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується SQ9085, і є ідентичною зворотно комплементарній 
нуклеотидній послідовності, відповідній позиціям 516-541 SEQ ID NO:1. 45 

Послідовність SEQ ID NO:21 являє собою нуклеотидну послідовність об'єкта MON 87411 і 
відповідає позиціям 462-541 SEQ ID NO:1. Амплікон, що експонує цю послідовність, можна 
одержувати за допомогою пари праймерів термічної ампліфікації, наприклад SQ27011 і 
SQ9085. 

Послідовність SEQ ID NO:22 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 50 

олігонуклеотиду, що іменується SQ27066, і ідентична нуклеотидній послідовності, відповідній 
позиціям 11710-11728 SEQ ID NO:1. 

Послідовність SEQ ID NO:23 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується PB11300, і ідентична нуклеотидній послідовності, відповідній 
позиціям 11731-11755 SEQ ID NO:1. PB11300 може нести 5'-мітку 6-карбоксифлуоресцеїнової 55 

групи (6-FAM) і 3'-мітку гасильної групи. З такими мітками PB11300 може бути використаний в 
комбінації з парою ПЛР-праймерів, наприклад SQ27066 і SQ26977, для виявлення об'єкта MON 

87411 в аналізі TaqMan. 
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Послідовність SEQ ID NO:24 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується SQ26977, і є ідентичною зворотно комплементарній 
нуклеотидній послідовності, відповідній позиціям 11756-11784 SEQ ID NO:1. 

SEQ ID NO:25 являє собою нуклеотидну послідовність об'єкта MON 87411 і відповідає 
позиціям 11710-11784 SEQ ID NO:1. Амплікон, що експонує цю послідовність, можна 5 

ампліфікувати за допомогою пари праймерів, наприклад SQ27066 і SQ26977, і цей амплікон є 
діагностичною ознакою для об'єкта MON 87411. 

SEQ ID NO:26 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 
417. 

SEQ ID NO:27 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 10 

416. 
SEQ ID NO:28 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 

418. 
SEQ ID NO:29 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 

419. 15 

SEQ ID NO:30 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 
402. 

SEQ ID NO:31 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 
403. 

SEQ ID NO:32 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 20 

404. 
SEQ ID NO:33 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 

423. 
SEQ ID NO:34 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 

405. 25 

SEQ ID NO:35 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 
406. 

SEQ ID NO:36 являє собою нуклеотидну послідовність, що представляє конструкцію ДНК # 
890. 

SEQ ID NO:37 являє собою нуклеотидну послідовність рослини кукурудзи LH244, що 30 

представляє алель дикого типу з об'єкта MON 87411. Амплікон, що експонує цю нуклеотидну 
послідовність, може бути одержаний за допомогою пари праймерів ПЛР, наприклад SQ27011 і 
SQ26977, і цей амплікон є діагностичною ознакою для алеля дикого типу з об'єкта MON 87411. 

Послідовність SEQ ID NO:38 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується SQ20221. 35 

Послідовність SEQ ID NO:39 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 

олігонуклеотиду, що іменується PB10065. PB10065 може нести 5'-мітку VIC і 3'-мітку гасильної 

групи. З такими мітками PB10065 можна використовувати в аналізі TaqMan в комбінації з 
парою ПЛР-праймерів, наприклад SQ10065 і SQ20222, для виявлення присутності сегмента 
ендогенного гена кукурудзи. 40 

Послідовність SEQ ID NO:40 являє собою нуклеотидну послідовність синтетичного 
олігонуклеотиду, що іменується SQ20222. 

SEQ ID NO:41-52 являють собою нуклеотидні послідовності областей з SEQ ID NO:1, де в 
кожну з SEQ ID NO: входить з'єднання, утворене послідовністю і елементами касети експресії, 
як указано в короткому описі фіг. 3. 45 

ДОКЛАДНИЙ ОПИС 
Автори винаходу ідентифікували об'єкт MON 87411 трансгенної кукурудзи, що виявляє 

чудові властивості і врожайність в порівнянні з існуючими трансгенними рослинами кукурудзи. 
Об'єкт кукурудзи MON 87411 містить три функціонально зв'язані касети експресії, які в 
сукупності надають ознаки стійкості до злакових кореневих черв'яків і толерантність до 50 

гербіциду гліфосату клітинам кукурудзи, тканинам кукурудзи, насінню кукурудзи і рослинам 
кукурудзи, що містять трансгенний об'єкт MON 87411. Об'єкт кукурудзи MON 87411 має два 
механізми дії проти видів шкідників кукурудзи - злакових кореневих черв'яків (що включають в 
себе види Diabrotica, зокрема шкідників, що являють собою Diabrotica virgifera virgifera (блішка 
довговуса західна, WCR), Diabrotica barbery (блішка довговуса північна, NCR), Diabrotica virgifera 55 

zeae (блішка довговуса мексиканська, MCR), Diabrotica balteata (блішка довговуса бразильська 
(BZR) або комплекс блішок довговусих бразильських (BCR), що складається з Diabrotica viridula 
і Diabrotica speciosa) або Diabrotica undecimpunctata howardii (блішка довговуса південна, SCR)). 
В даній галузі техніки відомі інші об'єкти трансгенної кукурудзи, які мають різні варіанти 
передачі ознак, наприклад єдиної ознаки, наприклад об'єкт MON 863 (надає ознаку стійкості до 60 
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злакових кореневих черв'яків шляхом експресії інсектицидного токсичного білка Cry3Bb), або 
об'єкти трансгенної кукурудзи, що надають дві або декілька ознак, такі як об'єкт кукурудзи MON 
88017 (надає ознаку стійкості до злакових кореневих черв'яків шляхом експресії інсектицидного 
токсичного білка Cry3Bb і ознаку стійкості до гербіциду гліфосату шляхом експресії EPSPS, 
нечутливого до гліфосату) і об'єкт кукурудзи DAS 59122-7 (надає ознаку стійкості до злакових 5 

кореневих черв'яків шляхом експресії бінарного токсину PS149B1 Bacillus Thuringiensis, також 
званого Cry34/Cry35, і ознаку толерантності до гербіциду глюфозинату). В інших джерелах 
розкрита комбінація, що передбачає виведення ознак, які надаються об'єктами кукурудзи MON 
88017 або DAS 59122-7, з трансгенним об'єктом кукурудзи, що надає ознаку стійкості до 
злакових кореневих черв'яків, і ця ознака є результатом експресії длРНК, націленої на супресію 10 

гена злакових кореневих черв'яків, життєво важливого для кореневих черв'яків (патент США 
7943819). В основі таких комбінацій лежать проблеми, пов'язані з необхідністю спільного 
виведення згаданих множинних ознак, розташованих в декількох різних локусах і в декількох 
хромосомах в геномі кукурудзи в одній рослині кукурудзи, і збереження цих ознак як гібридів у 
десятків, якщо не сотень, різних варіантів зародкової плазми кукурудзи. Ці проблеми можна 15 

вирішити шляхом спільного включення в один локус комбінації з цих ознак. Автори даного 
винаходу представляють одне таке вирішення цієї проблеми у вигляді об'єкта кукурудзи MON 
87411, в якому спільно комбінують три ковалентно зв'язані касети експресії в одному локусі в 
геномі кукурудзи, і ці касети експресії надають ознаки стійкості до злакових кореневих черв'яків і 
ознаки толерантності до гербіциду гліфосату в клітинах кукурудзи, тканинах кукурудзи, насінні 20 

кукурудзи і рослинах кукурудзи, що містять трансгенний об'єкт MON 87411. Використання 
об'єкта кукурудзи MON 87411 дає виробникам кукурудзи великі переваги: а) захист від 
економічних втрат, що виникають через личинок злакових кореневих черв'яків, за допомогою 
двох різних механізмів дії відносно стійкості до злакових кореневих черв'яків, і b) можливість в 
широкому масштабі застосовувати на зернових культурах сільськогосподарські гербіциди, що 25 

містять гліфосат, для боротьби з бур'янами. Додатково, трансгени, що кодують ознаки стійкості 
до злакових кореневих черв'яків і ознаки толерантності до гліфосату, з'єднані в одному і тому ж 
сегменті ДНК і розташовані в одному локусі в геномі MON 87411, що забезпечує підвищену 
ефективність селекції і дозволяє використовувати молекулярні маркери для відстеження 
трансгенної вставки в популяції, призначеній для розведення, і в її потомстві. 30 

Об'єкт кукурудзи MON 87411 одержували способом трансформації за допомогою 
Agrobacterium інбредної лінії кукурудзи за допомогою плазмідної конструкції pMON120417. Ця 
плазмідна конструкція містить зв'язані касети експресії рослин з регуляторними генетичними 
елементами, які необхідні для експресії в рослинних клітинах кукурудзи білка CP4 EPSPS, а 
також білка Cry3Bb і длРНК, націленої на супресію життєво важливого гена в клітинах злакових 35 

кореневих черв'яків, при цьому в раціон цих злакових кореневих черв'яків вводять клітини 
кукурудзи, що містять об'єкт кукурудзи MON 87411. Клітини кукурудзи регенерували в інтактні 
рослини кукурудзи і проводили селекцію окремих рослин з популяції рослин, в яких виявлена 
цілісність касет експресії, стійкість до гліфосату і порушення живлення личинки злакових 
кореневих черв'яків. Рослина кукурудзи, яка містить в своєму геномі зв'язані рослинні касети 40 

експресії, представлені в об'єкті кукурудзи MON 87411, є одним з аспектів даного винаходу. 
Плазмідну ДНК, вставлену в геном об'єкта кукурудзи MON 87411, піддавали детальним 

молекулярним аналізам. Ці аналізи включали в себе визначення: кількості вставок (кількості 
інсерційних сайтів в геномі кукурудзи), кількості копій (кількості копій Т-ДНК в межах одного 
локусу) і цілісності трансгенних вставлених ДНК. Плазмідна конструкція, що містить вставлені в 45 

геном кукурудзи три зв'язані касети експресії, внаслідок чого був створений об'єкт MON 87411, 
містить декілька сегментів (з'єднувальних послідовностей між елементами, які використовують 
для створення або конструювання декількох касет експресії), відносно яких не відома 
можливість їх природної появи в геномі кукурудзи, або в інших векторах, або в трансгенних 
об'єктах кукурудзи, або іншим чином (наприклад, послідовності, вказані в SEQ ID NO:1, SEQ ID 50 

NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ 
ID NO:9, SEQ ID NO:10; SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID 
NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID 
NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52). Додатково, об'єкт трансформації, що 
викликає появу вставленої трансгенної ДНК в об'єкті MON 87411, являє собою в даному 55 

винаході вставку в єдиний локус в геномі кукурудзи, внаслідок чого виникають два нових локуси 
або з'єднувальні послідовності між вставленою ДНК і ДНК геному кукурудзи (додаткові 
з'єднувальні послідовності), які мають достатню довжину, щоб бути унікальними тільки відносно 
геному кукурудзи, що містить об'єкт MON 87411. Ці з'єднувальні послідовності є корисними для 
виявлення присутності ДНК об'єкта MON 87411 в клітинах кукурудзи, тканинах, насінні і 60 
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рослинах кукурудзи або в рослинних продуктах (товарній продукції). У винаході описані 
молекулярні зонди і пари праймерів ДНК, які були розроблені для використання з метою 
ідентифікації присутності цих різних з'єднувальних сегментів в біологічних зразках, які містять 
або передбачувано містять клітини кукурудзи, насіння, частини рослин або тканини рослин, що 
містять ДНК об'єкта MON 87411. Дані показують, що об'єкт MON 87411 містить єдину вставку Т-5 

ДНК з однією копією вставленої трансгенної ДНК. У об'єкті MON 87411 не були виявлені які-
небудь додаткові елементи з вектора трансформації pMON120714, крім лівої і правої 
приграничних ділянок Agrobacterium tumefaciens, які використовують для перенесення 
трансгенної ДНК від трансформаційної плазміди рослин в геном кукурудзи. Нарешті, проводили 
термічну ампліфікацію з одержанням специфічних ампліконів, які являють собою діагностичну 10 

ознаку на присутність згаданої ДНК об'єкта MON 87411 в зразку, і аналізи послідовностей ДНК, 
для визначення довільно позначених 5'- і 3'-вставлених в геном рослин з'єднань, для 
підтвердження організації елементів всередині вставки, і для визначення повної послідовності 
ДНК у вставленої трансгенної ДНК в об'єкті рослини кукурудзи MON 87411 (SEQ ID NO:1). 

Була одержана множина трансгенних об'єктів з використанням конструкції, застосовуваної 15 

для одержання трансгенного об'єкта MON 87411, і різні конструкції були створені і використані 
для одержання багатьох десятків інших об'єктів трансгенної кукурудзи, які потім порівнювали з 
об'єктом MON 87411 і подібними об'єктами. Всі ці об'єкти були тестовані в біопробах з раціоном 
злакових кореневих черв'яків на ефективність їх контролю, і в цих тестах в раціоні личинок 
злакових кореневих черв'яків були присутніми тканини трансгенних об'єктів рослин кукурудзи. 20 

Було встановлено, що орієнтація експресії двох різних касет експресії, які відповідають за 
передачу різним об'єктам ознак стійкості до злакових кореневих черв'яків, мала вирішальне 
значення для ефективності об'єктів відносно контролю злакових кореневих черв'яків, якщо в 
раціоні личинок злакових кореневих черв'яків були присутніми клітини об'єкта кукурудзи, 
експресуючі ці ознаки стійкості. Було виявлено, що два різних промотори, CAMV e35S і Zm.PIIG, 25 

надають несподівану і високу ефективність кукурудзяним об'єктам, що містять касети експресії, 
експресуючі протектант від длРНК злакових кореневих черв'яків з промотору e35S і токсичний 
для злакових кореневих черв'яків білок Cry3Bb з промотору Zm.PIIG, який розташований 
суміжно і в дивергентному напрямі від промотору e35S. Якщо згадані промотори знаходилися 
в цій конкретній орієнтації, були одержані значно поліпшені показники трансгенних об'єктів, що 30 

виявляють ефективність. 
Якщо не вказане інше, терміни потрібно розуміти відповідно до їх звичайного застосування 

рядовими фахівцями в даній галузі техніки. Визначення загальноприйнятих термінів в галузі 
молекулярної біології також можна знайти у виданнях: Rieger et al., Glossary of Genetics: 
Classical and Molecular, 5-е видання, Springer-Verlag: New York, 1991; і Lewin, Genes V, Oxford 35 

University Press: New York, 1994. Використовуваний у винаході термін "кукурудза" означає Zea 
mays і включає в себе всі варіанти рослин, які можна піддавати селекції з рослинами кукурудзи, 
що містять MON 87411. Використовуваний у винаході термін "який містить" означає "який 
включає в себе, без обмеження". 

Даний винахід стосується трансгенних рослин, які були трансформовані ДНК-конструкцією, 40 

що містить щонайменше три касети експресії: перша касета експресії експресує длРНК в 
кількості, токсичній для злакових кореневих черв'яків, сконструйовану для супресії життєво 
важливого для злакових кореневих черв'яків гена, ортологічного гену Snf7 дріжджів, друга 
касета експресії експресує дельта-ендотоксин Cry3Bb в кількості, токсичній для злакових 
кореневих черв'яків, і третя касета експресії експресує фермент СР4 EPSPS стійкості до 45 

гліфосату, який є нечутливим до гліфосатного інгібування. Рослини кукурудзи, трансформовані 
ДНК-конструкціями за винаходом і згідно зі способами, розкритими у винаході, є стійкими до 
CRW і толерантними до обробок гербіцидом гліфосатом. Зчепленість агрономічних ознак легко 
забезпечує спільне збереження цих ознак в популяції, що виводиться, і демонструє більш 
високу ефективність проти злакових кореневих черв'яків, в порівнянні з цими показниками у 50 

рослин, що несуть тільки єдиний інгібуючий ген злакових кореневих черв'яків, або у рослин, які 
несуть ці ж самі інгібуючі гени для злакових кореневих черв'яків (Cry3Bb і длРНК), об'єднані в 
селекційний пакет. 

Трансгенну "рослину" одержують наступними способами: шляхом трансформації рослинної 
клітини з гетерологічною ДНК, тобто з конструкцією полінуклеїнової кислоти, яка включає в 55 

себе трансген, що розглядається; шляхом регенерації популяції рослин, одержаної після 
вставки трансгена в геном рослинної клітини; і шляхом селекції конкретної рослини, що 
характеризується наявністю вставки в геном в конкретній локалізації. Термін "об'єкт" стосується 
вихідної трансформованої рослини і потомства трансформанта, яке включає в себе 
гетерологічну ДНК. Термін "об'єкт" також включає в себе потомство, одержане статевим 60 
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ауткросингом між об'єктом і іншою рослиною, при цьому потомство включає в себе 
гетерологічну ДНК. Вставлена ДНК і фланкуюча геномна ДНК з трансформованого 
батьківського об'єкта присутні в потомстві від цього схрещування в тій же хромосомній 
локалізації навіть після повторного зворотного схрещування з рекурентним батьком. Термін 
"об'єкт" також стосується ДНК з вихідного трансформанта, яка містить вставлену ДНК і 5 

фланкуючу геномну послідовність, що безпосередньо прилягає до вставленої ДНК, відносно 
яких можна передбачати, що вони передаються потомству, яке одержує вставлену ДНК, що 
включає в себе трансген, що розглядається, внаслідок статевого схрещування однієї 
батьківської лінії, яка несе вставлену ДНК (наприклад, вихідний трансформант і потомство, 
одержане самозапиленням), і батьківської лінії, яка не містить вставленої ДНК. Даний винахід 10 

стосується трансгенних об'єктів рослин кукурудзи, що містять MON 87411, їх потомства і 
композицій ДНК, що містяться в цих об'єктах. 

"Зонд" являє собою виділену нуклеїнову кислоту, до якої прикріплена звичайна виявлювана 
мітка або репортерна молекула, наприклад радіоактивний ізотоп, ліганд, хемілюмінесцентний 
агент або фермент. Такий зонд є комплементарним відносно ланцюга нуклеїнової кислоти-15 

мішені, а саме, згідно з даним винаходом, ланцюга геномної ДНК з MON 87411, що походить 
або з рослини MON 87411, або із зразка, який включає в себе ДНК MON 87411. Зонди згідно з 
даним винаходом включають в себе не тільки дезоксирибонуклеїнові або рибонуклеїнові 
кислоти, але також поліаміди і інші матеріали для зондів, які специфічно зв'язуються з цільовою 
послідовністю ДНК і можуть бути використані для виявлення присутності цієї цільової 20 

послідовності ДНК. 
ДНК-праймери являють собою виділені полінуклеїнові кислоти, які відпалюють з 

комплементарним ланцюгом цільової ДНК за допомогою гібридизації нуклеїнових кислот, з 
утворенням гібриду між праймером і ланцюгом ДНК-мішені, і потім нарощують по довжині 
ланцюга ДНК-мішені за допомогою полімерази, наприклад ДНК-полімерази. Пара ДНК-25 

праймерів або набір ДНК-праймерів згідно з даним винаходом належить до двох ДНК-
праймерів, які використовують для ампліфікації цільової послідовності нуклеїнової кислоти, 
наприклад, шляхом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) або іншими загальноприйнятими 
способами ампліфікації полінуклеїнових кислот. 

ДНК-зонди і ДНК-праймери звичайно мають довжину в 11 полінуклеотидів або більше, 30 

часто 18 полінуклеотидів або більше, 24 полінуклеотиди або більше або 30 полінуклеотидів 
або більше. Ці зонди і праймери вибирають таким чином, щоб вони мали достатню довжину для 
специфічної гібридизації з послідовністю-мішенню при гібридизації в умовах високої жорсткості. 
Переважно, зонди і праймери згідно з даним винаходом мають повну подібність 
послідовностей з послідовністю-мішенню, разом з тим, по звичайних методиках можна 35 

конструювати зонди, відмінні від послідовності-мішені, які зберігають здатність до гібридизації з 
послідовностями-мішенями. 

Праймери і зонди на основі фланкуючої геномної ДНК і вставлених послідовностей, 
описаних у винаході, можна використовувати для верифікації (і, за необхідності, для корекції) 
розкритих послідовностей ДНК за допомогою загальноприйнятих способів, наприклад шляхом 40 

повторного клонування і секвенування таких молекул ДНК. 
Нуклеїновокислотні зонди і праймери за даним винаходом гібридизуються з молекулою 

цільової ДНК при жорстких умовах. Можна використовувати будь-який загальноприйнятий 
спосіб гібридизації або ампліфікації нуклеїнових кислот для визначення присутності в зразку 
ДНК з трансгенної рослини. Молекули полінуклеїнової кислоти, також звані сегментами 45 

нуклеїнової кислоти або її фрагментами, при певних обставинах здатні до специфічної 
гібридизації з іншими молекулами нуклеїнової кислоти. Вважається, що використовувані у 
винаході дві молекули полінуклеїнової кислоти здатні до специфічної гібридизації одна з 
одною, якщо ці дві молекули можуть утворювати антипаралельну дволанцюжкову структуру 
нуклеїнової кислоти. Вважається, що молекула нуклеїнової кислоти є "комплементом" іншої 50 

молекули нуклеїнової кислоти, якщо ці молекули демонструють повну комплементарність. 
Вважається, що використовувані у винаході молекули демонструють повну 
"комплементарність", якщо кожний нуклеотид однієї з молекул є комплементарним нуклеотиду 
іншої молекули. Дві молекули вважаються "мінімально комплементарними", якщо вони можуть 
гібридизуватися одна з одною з достатньою стабільністю, що дозволяє їм залишатися 55 

ренатурованими одна відносно одної щонайменше при звичайних умовах "низької жорсткості". 
Аналогічно, молекули вважаються "комплементарними", якщо вони можуть гібридизуватися 
одна з одною з достатньою стабільністю, що дозволяє їм залишатися ренатурованими одна 
відносно одної щонайменше при звичайних умовах "низької жорсткості". Загальноприйняті 
умови жорсткості описані в керівництві Sambrook et al., 1989, і авторами Haymes et al.: Nucleic 60 



UA   120246   C2 

15 

Acid Hybridization, А Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985). Таким чином, 
допустимо відхилятися від повної комплементарності, якщо такі відхилення повністю не 
виключають можливість утворення дволанцюжкової структури цими молекулами. Щоб 
молекула нуклеїнової кислоти служила як праймер або зонд, вона тільки повинна мати 
достатню міру комплементарності в послідовності, щоб мати можливість утворити стійку 5 

дволанцюжкову структуру при конкретних використовуваних значеннях концентрації 
розчинників і солей. 

Згідно з винаходом, використовувана по суті гомологічна послідовність являє собою 
послідовність нуклеїнової кислоти, яка специфічно гібридизується з комплементом 
послідовності нуклеїнової кислоти, з якою порівнюють цю послідовність в умовах високої 10 

жорсткості. Придатні умови жорсткості, які сприяють гібридизації ДНК, являють собою, 

наприклад, 6,0хлорид натрію/цитрат натрію (SSC) при температурі приблизний 45°С, з 

подальшим промиванням 2,0SSC при 50°С, і ці умови відомі фахівцям в даній галузі або 
наведені в керівництві Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 
6.3.1-6.3.6. Наприклад, можна вибирати концентрацію солі на етапі промивання при умовах 15 

низької жорсткості приблизно 2,0SSC при 50°С, і при умовах високої жорсткості приблизно 

0,2SSC при 50°С. Додатково, температуру на етапі промивання можна підвищувати до 
кімнатної температури приблизно 22°С при умовах низької жорсткості і приблизно до 
температури 65°С при умовах високої жорсткості. Значення температури і концентрації солі 
можна варіювати або можна підтримувати постійні значення як температури, так і концентрації 20 

солі, і при цьому варіювати інші змінні показники. У переважному варіанті здійснення 
полінуклеїнова кислота за даним винаходом буде специфічно гібридизуватися з однією або 
декількома молекулами нуклеїнових кислот, що являють собою SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 12, 14, 16, 21, 25, 41, 42, 43, 44, 45, 49, 50, 51 або 52, або з їх комплементами, або з їх 

фрагментами, при помірно жорстких умовах, наприклад приблизно в 2,0SSC і приблизно при 25 

65°С. У особливо переважному варіанті здійснення нуклеїнова кислота за даним винаходом 
буде специфічно гібридизуватися з однією або декількома молекулами нуклеїнових кислот, 
вказаними в SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 21, 25, 41, 42, 43, 44, 45, 49, 50, 51 
або 52, або з їх комплементами, або з їх фрагментами, в умовах високої жорсткості. У одному з 
аспектів даного винаходу переважна маркерна молекула нуклеїнової кислоти за даним 30 

винаходом має послідовність нуклеїнової кислоти, представлену в SEQ ID NO:1 або SEQ ID 
NO:2, або SEQ ID NO:3, або SEQ ID NO:4, або SEQ ID NO:5, або SEQ ID NO:6, або SEQ ID 
NO:7, або SEQ ID NO:8, або SEQ ID NO:9, або SEQ ID NO:10, або SEQ ID NO:12, або SEQ ID 
NO:14 або SEQ ID NO:16, або SEQ ID NO:21, або SEQ ID NO:25, або SEQ ID NO:41, або SEQ ID 
NO:42, або SEQ ID NO:43, або SEQ ID NO:44, або SEQ ID NO:45, або SEQ ID NO:49, або SEQ ID 35 

NO:50, або SEQ ID NO:51, або SEQ ID NO:52, або являє собою їх комплементи або їх 
фрагменти. Гібридизацію зонда з цільовою молекулою ДНК можна виявити будь-якою кількістю 
способів, відомих фахівцям в даній галузі, і ці способи можуть включати в себе, без обмеження, 
флуоресцентні мітки, радіоактивні мітки, мітки на основі антитіл і хемілюмінесцентні мітки. 

Відносно ампліфікації цільової послідовності нуклеїнової кислоти (наприклад, за допомогою 40 

ПЛР) з використанням конкретної пари ампліфікаційних праймерів, "жорсткі умови" являють 
собою умови, які дозволяють проводити гібридизацію пари праймерів тільки з цільовою 
послідовністю нуклеїнової кислоти, з якою буде зв'язуватися праймер, що має відповідну 
послідовність дикого типу (або комплементарну їй послідовність), і переважно шляхом реакції 
термічної ампліфікації ДНК виробляти унікальний продукт ампліфікації - амплікон. 45 

Термін "специфічний для (цільової послідовності)" вказує, що зонд або праймер 
гібридизується в жорстких умовах гібридизації тільки з цільовою послідовністю в зразку, який 
містить цю цільову послідовність. 

Використовувані у винаході терміни "ампліфікована ДНК" або "амплікон" стосуються 
продукту, одержаного способом ампліфікації полінуклеїнових кислот, націленого на молекулу-50 

мішень полінуклеїнової кислоти, яка є частиною полінуклеїновокислотної матриці. Наприклад, 
щоб визначити, чи містить рослина кукурудзи, одержана статевим схрещуванням, геномну ДНК 
трансгенної рослини з рослини кукурудзи, що містить MON 87411 згідно з даним винаходом, 
ДНК, яку виділяють із зразка тканини рослини кукурудзи, можна піддавати способу ампліфікації 
полінуклеїнових кислот з використанням пари праймерів, яка включає в себе праймер, 55 

одержаний з послідовності ДНК в геномі MON 87411, що містить рослинну ДНК, суміжну з 
сайтом інсерції вставленої гетерологічної ДНК (трансгенної ДНК), і другий праймер, одержаний 
з вставленої гетерологічної ДНК, з метою одержання амплікону, який є діагностичною ознакою 
наявності ДНК рослин MON 87411. Довжина і послідовність ДНК діагностичного амплікону також 
є діагностичними ознаками геномної ДНК рослин. Довжина амплікону може варіюватися від 60 
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сумарної довжини пари праймерів плюс одна пара нуклеотидних основ, переважно плюс 
близько п'ятдесяти пар нуклеотидних основ, більш переважно плюс приблизно двісті п'ятдесят 
пар нуклеотидних основ і найбільш переважно плюс приблизно чотириста п'ятдесят пар 
нуклеотидних основ або більше. Альтернативно, пара праймерів може бути одержана з 
геномної послідовності на обох сторонах вставленої гетерологічної ДНК таким чином, щоб 5 

одержати амплікон, який повністю включає в себе всю вставлену полінуклеотидну 
послідовність (наприклад, прямий праймер, виділений з геномної частини SEQ ID NO:1, і 
зворотний праймер, виділений з геномної частини SEQ ID NO:1, який ампліфікує молекулу 
ДНК, що містить з'єднувальну послідовність згідно з винаходом в геномі об'єкта MON 87411). 
Елемент пари праймерів, одержаних з геномної послідовності рослини, суміжної з вставленою 10 

трансгенною ДНК, розташований на відстані від вставленої послідовності ДНК, і ця відстань 
може складати від однієї пари нуклеотидних основ до приблизно двадцяти тисяч нуклеотидних 
пар основ. Використання терміна "амплікон" конкретно виключає праймерні димери, які можуть 
утворитися в реакції термічної ампліфікації ДНК. 

Ампліфікацію полінуклеїнових кислот можна здійснювати за допомогою будь-якого з різних 15 

способів ампліфікації полінуклеїнових кислот, відомих в даній галузі техніки, які включають в 
себе полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР). Способи ампліфікації добре відомі в даній галузі 
техніки і описані, зокрема, в патентах США №№ 4683195 і 4683202, і в керівництві PCR 
Protocols: А Guide to Methods and Applications, ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. 
Способи ПЛР-ампліфікації були розроблені для ампліфікації геномної ДНК до 22 кб (кілобаз) і 20 

ДНК бактеріофага до 42 кб (Cheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699, 1994). Ці 
способи ампліфікації ДНК, а також інші способи, відомі в даній галузі, можна використовувати 
для здійснення даного винаходу. Послідовність вставленої гетерологічної ДНК або 
послідовність фланкуючої геномної ДНК з об'єкта MON 87411 можна верифікувати (і, за 
необхідності, коректувати) шляхом ампліфікації таких молекул ДНК з об'єкта MON 87411, що 25 

містить насіння або рослини, вирощені з насіння, яке депоноване в Американській колекції 
типових культур АТСС під номером доступу РОТА-12669, з використанням праймерів, 
одержаних з послідовностей згідно з винаходом, з подальшим стандартним ДНК-
секвенуванням амплікону з ПЛР, або клонованих фрагментів його ДНК. 

Набори для виявлення ДНК, основані на способах ампліфікації ДНК, містять праймерні 30 

молекули ДНК, які специфічно гібридизуються з цільовою ДНК і ампліфікують діагностичний 
амплікон при придатних умовах реакції. Цей набір можна застосовувати в способі виявлення на 
основі агарозного гелю або в будь-яких інших способах виявлення діагностичного амплікону, 
які відомі в даній галузі техніки. Метою даного винаходу є набір, що містить ДНК-праймери, які 
гомологічні або комплементарні якій-небудь ділянці геномної області кукурудзи, як указано в 35 

SEQ ID NO:1, і якій-небудь ділянці вставленої трансгенної ДНК, як указано в SEQ ID NO:1. 
Фахівці в галузі ампліфікації ДНК можуть вибирати молекули ДНК, використовувані як ДНК-
праймери, з розкритої у винаході послідовності трансгенної/геномної ДНК з MON 87411 (SEQ ID 
NO:1). 

Діагностичний амплікон, одержаний згаданими способами, може бути виявлений за 40 

допомогою множини методик. Одним з таких способів є генетичний біт-аналіз (Nikiforov et al., 
Nucleic Acid Res. 22:4167-4175, 1994), в якому створюється олігонуклеотид ДНК, що перекриває 
і суміжну фланкуючу геномну ДНК і вставлену послідовність ДНК. Олігонуклеотид 
іммобілізують в ямках мікротитрувального планшета. Після ПЛР області, що представляє 
інтерес (з використанням одного праймера у вставленій послідовності і одного праймера в 45 

суміжній фланкуючій геномній послідовності), одноланцюжковий ПЛР-продукт може 
піддаватися гібридизації з іммобілізованим олігонуклеотидом і служити як матриця для реакції 
подовження на одну основу за допомогою ДНК-полімерази і мічених 
дидезоксинуклеотидтрифосфатів (ддНТФ), специфічних для передбачуваної наступної основи. 
Показання можна одержувати на основі люмінесцентного аналізу або імуноферментного 50 

аналізу ELISA. Сигнал вказує на присутність трансгенної/геномної послідовності, зумовлену 
успішною ампліфікацією, гібридизацією і подовженням на одну основу. 

Іншим способом є технологія піросеквенування, описана Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-
24, 2000). У цьому способі конструюють олігонуклеотид, який перекриває з'єднання суміжної 
геномної ДНК і вставленої ДНК. Олігонуклеотид гібридизують з одноланцюжковим ПЛР-55 

продуктом з області, що представляє інтерес (один праймер у вставленій послідовності і один 
праймер у фланкуючій геномній послідовності), і інкубують в присутності ДНК-полімерази, АТФ, 
сульфурилази, люциферази, апірази, аденозин-5'-фосфосульфату і люциферину. ДНТФ 
додають окремо і вимірюють результати включення по світловому сигналу. Світловий сигнал 
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вказує на присутність трансгенної/геномної послідовності, зумовлену успішною ампліфікацією, 
гібридизацією і подовженням на одну основу. 

Поляризація флуоресценції, описана авторами Chen et al. (Genome Res. 9:492-498, 1999), 
являє собою спосіб, який можна використовувати для виявлення амплікону за даним 
винаходом. За допомогою цього способу конструюють олігонуклеотид, що перекриває 5 

з'єднання геномної фланкуючої ДНК і вставленої ДНК. Олігонуклеотид гібридизують з 
одноланцюжковим ПЛР-продуктом з області, що представляє інтерес (один праймер у 
вставленій ДНК і один праймер у фланкуючій геномній послідовності ДНК), і інкубують в 
присутності ДНК-полімерази і флуоресцентно міченого ддНТФ. Подовження на одну основу 
приводить до включення ддНТФ. Включення можна вимірювати по зміні поляризації за 10 

допомогою флуорометра. Зміна поляризації вказує на присутність трансгенної/геномної 
послідовності, зумовлену успішною ампліфікацією, гібридизацією і подовженням на одну 
основу. 

Аналіз TaqMan (РЕ Applied Biosystems, Foster City, CA) розглядається як спосіб виявлення 
і кількісного визначення присутності послідовності ДНК і повністю викладений в інструкціях, 15 

представлених виробником. Коротко, олігонуклеотидний зонд на основі перенесення енергії за 
допомогою флуоресцентного резонансу (FRET) конструюють таким чином, що він перекриває 
з'єднання геномної фланкуючої ДНК і вставленої ДНК. Зонд FRET і ПЛР-праймери (один 
праймер у вставленій послідовності ДНК і один праймер у фланкуючій геномній послідовності) 
піддають циклізації в присутності термостабільної полімерази і дНТФ. Гібридизація FRET-20 

зондів приводить до розщеплення і вивільнення флуоресцентної групи з гасильної групи на 
зонді FRET. Флуоресцентний сигнал вказує на присутність трансгенної/геномної послідовності, 
зумовлену успішною ампліфікацією і гібридизацією. 

Були описані молекулярні маяки для застосування з метою виявлення послідовностей, як 
описано авторами Tyangi et al. (Nature Biotech. 14:303-308, 1996). Коротко, конструювали 25 

олігонуклеотидний зонд FRET, що перекриває з'єднання фланкуючої геномної ДНК і вставленої 
ДНК. Унікальна структура зонда FRET приводить до утворення вторинної структури, що його 
містить, в якій флуоресцентна і гасильна групи розташовані в безпосередній близькості. Зонд 
FRET і ПЛР-праймери (один праймер у вставленій послідовності ДНК і один праймер у 
фланкуючій геномній послідовності) піддають циклізації в присутності термостабільної 30 

полімерази і дНТФ. Після успішної ПЛР-ампліфікації, гібридизація зонда FRET з послідовністю-
мішенню приводить до видалення вторинної структури зонда і до просторового розділення 
флуоресцентної і гасильної груп. Одержують флуоресцентний сигнал. Флуоресцентний сигнал 
вказує на присутність фланкуючої/трансгенної вставленої послідовності, зумовлену успішною 
ампліфікацією і гібридизацією. 35 

Набори для виявлення ДНК можуть бути розроблені з використанням композицій, описаних 
у винаході, і способів, добре відомих в галузі виявлення ДНК. Набори можна використовувати 
для ідентифікації ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411 в зразку і можна застосовувати в способах 
виведення рослин кукурудзи, що містять ДНК MON 87411. Набір містить молекули ДНК, які 
корисні як праймери або зонди і які гомологічні або комплементарні щонайменше можливим 40 

для застосування ділянкам SEQ ID NO:1, згідно з винаходом. Молекули ДНК можна 
використовувати в способах ампліфікації ДНК (ПЛР) або як зонди в способі гібридизації 
полінуклеїнових кислот, тобто для саузерн-аналізу і нозерн-аналізу. 

З'єднувальні послідовності можуть являти собою послідовність з групи, що складається з 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID 45 

NO:9, SEQ ID NO:10; SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID 
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID 
NO:52. Наприклад, з'єднувальні послідовності можуть бути довільно представлені 
нуклеотидними послідовностями, що являють собою SEQ ID NO:5 і SEQ ID NO:8. 
Альтернативно, з'єднувальні послідовності можуть бути довільно представлені нуклеотидними 50 

послідовностями, що являють собою SEQ ID NO:6 і SEQ ID NO:9. Альтернативно, з'єднувальні 
послідовності можуть бути довільно представлені нуклеотидними послідовностями, що 
являють собою SEQ ID NO:7 і SEQ ID NO:10. Ці нуклеотиди сполучені фосфодіефірним 
зв'язком і в об'єкті кукурудзи MON 87411 присутні як частина геному рекомбінантної рослинної 
клітини. Ідентифікація однієї або декількох послідовностей з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID 55 

NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ 
ID NO:10, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID 
NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 або SEQ ID NO:52 в зразку, 
одержаному з рослини кукурудзи, насіння або з частини рослини кукурудзи, є визначальною, 
що ДНК походить від об'єкта кукурудзи MON 87411, і діагностичною ознакою на присутність в 60 
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зразку ДНК, що міститься в об'єкті кукурудзи MON 87411. Таким чином, даний винахід 
стосується молекули ДНК, що містить щонайменше одну з нуклеотидних послідовностей, які 
являють собою SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID 
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, 
SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ 5 

ID NO:50, SEQ ID NO:51 або SEQ ID NO:52. У обсяг даного винаходу входить будь-який сегмент 
ДНК, одержаний з трансгенного об'єкта кукурудзи MON 87411, і є достатнім, щоб такий сегмент 
включав в себе щонайменше одну з послідовностей, показаних в SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID 
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID 10 

NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 або SEQ ID 
NO:52. Додатково, будь-який полінуклеотид, що містить послідовність, комплементарну будь-
якій з описаних в цьому параграфі послідовностей, входить в обсяг даного винаходу. 

Винахід розглядає ілюстративні молекули ДНК, які можна використовувати або як 
праймери, або як зонди для виявлення присутності ДНК, яка походить з рослини кукурудзи, що 15 

містить в зразку ДНК об'єкта MON 87411. Такі праймери або зонди є специфічними для цільової 
послідовності нуклеїнової кислоти і як такі є корисними для ідентифікації послідовності 
нуклеїнової кислоти об'єкта кукурудзи MON 87411 за допомогою способів за винаходом, 
описаних в цьому документі. 

"Праймер" звичайно являє собою виділений полінуклеотид високої міри очищення, який 20 

сконструйований для використання в специфічних способах відпалу або гібридизації, до яких 
належить термічна ампліфікація. Пара праймерів може бути використана з матричною ДНК, 
наприклад із зразком геномної ДНК кукурудзи, для термічної ампліфікації, такої як полімеразна 
ланцюгова реакція (ПЛР), для одержання амплікону, при цьому амплікон, одержаний за 
допомогою такої реакції, буде мати послідовність ДНК, відповідну послідовності матричної ДНК, 25 

розташованої між двома сайтами, де праймери гібридизуються з матрицею. Використовуваний 
у винаході "амплікон" являє собою частину або фрагмент ДНК, яка була синтезована за 
допомогою способів ампліфікації. Амплікон згідно з винаходом містить щонайменше одну з 
послідовностей, що являють собою SEQ ID NO:21 або SEQ ID NO:25. Праймер звичайно 
призначений для гібридизації з комплементарним ланцюгом ДНК-мішені для створення гібриду 30 

між праймером і ланцюгом ДНК-мішені, і присутність праймера є точкою розпізнавання 
полімерази для старту подовження праймера (тобто для полімеризації додаткових нуклеотидів 
в подовжувальну нуклеотидну молекулу), де як матриця використовується ланцюг ДНК-мішені. 
Пара праймерів, використовувана у винаході, призначена для позначення використання двох 
праймерів, що зв'язують протилежні ланцюги з дволанцюжкового нуклеотидного сегмента з 35 

метою лінійної ампліфікації полінуклеотидного сегмента між позиціями, які являють собою 
мішень для зв'язування окремих елементів праймерної пари, звичайно в реакції термічної 
ампліфікації або в інших загальноприйнятих способах ампліфікації нуклеїнових кислот. Корисна 
для даного застосування пара праймерів повинна містити першу молекулу ДНК і другу 
молекулу ДНК, яка відрізняється від першої молекули ДНК, і при цьому обидві молекули мають 40 

достатню довжину суміжних нуклеотидів в послідовності ДНК, щоб діяти як праймери ДНК, при 
їх спільному використанні в реакції термічної ампліфікації з матричною ДНК, що походить з 
об'єкта кукурудзи MON 87411, для одержання амплікону, який є діагностичною ознакою для 
ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411 в зразку. Зразкові молекули ДНК, використовувані як 
праймери, являють собою SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22 або SEQ ID NO:24. 45 

"Зонд" являє собою виділену нуклеїнову кислоту, яка є комплементарною відносно ланцюга 
нуклеїнової кислоти-мішені. Зонди включають в себе не тільки дезоксирибонуклеїнові або 
рибонуклеїнові кислоти, але також і поліаміди і інші матеріали зондів, які специфічно 
зв'язуються з цільовою послідовністю ДНК, і виявлення такого зв'язування може бути корисне з 
метою діагностики, розрізнення, визначення, детекції або підтвердження присутності цієї 50 

цільової послідовності ДНК в конкретному зразку. Зонд може бути приєднаний до звичайної 
виявлюваної мітки або репортерної молекули, наприклад до радіоактивного ізотопу, ліганду, 
хемілюмінесцентного агента або ферменту. Зразкові молекули ДНК, використовувані як зонди, 
являють собою SEQ ID NO:19 і SEQ ID NO:23. 

Зонди і праймери можуть мати послідовності, повністю ідентичні цільовій послідовності, 55 

разом з тим, за допомогою загальноприйнятих способів можна створювати праймери і зонди, 
які відмінні від цільової послідовності, але зберігають здатність до гібридизації переважно з 
цільовою послідовністю. Для того, щоб молекула нуклеїнової кислоти служила як праймер або 
зонд, вона повинна мати достатню міру комплементарності послідовності, щоб могла 
утворитися стійка дволанцюжкова структура при конкретних концентраціях використовуваних 60 
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розчинників і солей. Можна застосовувати будь-який загальноприйнятий спосіб гібридизації або 
ампліфікації нуклеїнових кислот для ідентифікації присутності в зразку трансгенної ДНК з 
об'єкта кукурудзи MON 87411. Зонди і праймери звичайно мають довжину щонайменше 
приблизно 11 нуклеотидів, щонайменше приблизно 18 нуклеотидів, щонайменше приблизно 24 
нуклеотиди або щонайменше приблизно 30 нуклеотидів або більше. Такі зонди і праймери 5 

специфічно гібридизуються з цільовою послідовністю ДНК при жорстких умовах гібридизації. 
Звичайні жорсткі умови описані авторами Sambrook et al., 1989, і в керівництві Haymes et al.: 
Nucleic Acid Hybridization, А Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985). 

Будь-яку кількість способів, добре відомих фахівцям в даній галузі, можна використовувати 
для виділення і маніпуляцій з молекулою ДНК або з її фрагментом, згідно з винаходом, в тому 10 

числі способи термічної ампліфікації. Молекули ДНК або їх фрагменти можна також 
одержувати іншими способами, наприклад шляхом прямого синтезу фрагмента в хімічних 
реакціях, як це звичайно практикується за допомогою автоматизованого синтезатора 
олігонуклеотидів. 

Таким чином, молекули ДНК і відповідні нуклеотидні послідовності, представлені у винаході, 15 

корисні, серед іншого, для ідентифікації об'єкта кукурудзи MON 87411, селекції сортів або 
гібридів рослин, що містять об'єкт кукурудзи MON 87411, для виявлення присутності в зразку 
ДНК, що походить з трансгенного об'єкта кукурудзи MON 87411, і для відстеження зразків на 
присутність і/або відсутність об'єкта кукурудзи MON 87411 або частин рослин, одержаних з 
рослин кукурудзи, які містять об'єкт MON 87411. 20 

Винахід стосується рослин кукурудзи, їх потомства, насіння, рослинних клітин, частин 
рослин (таких як пилок, яйцеклітина, тканини качана або ниток, тканини волоті, тканини коріння, 
тканини стебла і тканини листя) і товарних продуктів. Ці рослини, потомство, насіння, клітини 
рослин, частини рослин і товарні продукти містять визначувану кількість полінуклеотиду за 
винаходом, тобто полінуклеотиду, який має щонайменше одну з послідовностей, показаних в 25 

SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID 
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, 
SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ 
ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 або SEQ ID NO:52. Рослини, потомство, 
насіння, клітини рослин і частини рослин за винаходом також можуть містити один або декілька 30 

додаткових трансгенів. Такий додатковий трансген може являти собою будь-яку нуклеотидну 
послідовність, що кодує білок або молекулу РНК, що надає бажану ознаку, яка включає в себе, 
без обмеження, підвищену стійкість до комах, підвищену ефективність використання води, 
підвищену врожайність, підвищену стійкість до засухи, поліпшену якість насіння, поліпшені 
поживні властивості і/або підвищену толерантність до гербіцидів, при цьому бажану ознаку 35 

вимірюють відносно рослин кукурудзи, що не містять згаданий додатковий трансген. 
Даний винахід стосується рослин кукурудзи, їх потомства, насіння, клітин рослин і частин 

рослин, таких як пилок, яйцеклітини, тканини качана або ниток, тканини волоті, кореня або 
тканини стебла і листя, одержаних з трансгенних рослин кукурудзи, що містять об'єкт MON 
87411. Репрезентативний зразок насіння кукурудзи, що містить об'єкт MON 87411, був 40 

депонований відповідно до Будапештського договору в Американській колекції типових культур 
(АТСС). Депозитарій ATCC надав насінню, що містить об'єкт MON 87411, індекс Patent Deposit 
Designation PTA-12669. 

Винахід стосується мікроорганізмів, що містять молекулу ДНК, які в своєму геномі мають 
щонайменше одну послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID 45 

NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ 
ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID 
NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID 
NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. Прикладом такого мікроорганізму є 
трансгенна рослинна клітина. Мікроорганізми, такі як рослинна клітина за винаходом, є 50 

корисними в багатьох промислових застосуваннях, що включають в себе, без обмеження: (i) 
використання як дослідницького інструменту для наукового пошуку або промислових 
досліджень; (ii) використання в культурі для одержання ендогенних або рекомбінантних 
вуглеводів, ліпідів, нуклеїнових кислот або білкових продуктів, або малих молекул, які можна 
використовувати для подальших наукових досліджень або як промислові продукти; і (iii) 55 

використання в сучасних технологіях культивування рослинних тканин для одержання 
трансгенних рослин або культур рослинних тканин, які потім можна використовувати для 
сільськогосподарських досліджень або виробництва. У виробництві і застосуванні 
мікроорганізмів, таких як клітини трансгенних рослин, використовуються сучасні мікробіологічні 
технології і втручання людини для одержання рукотворних унікальних мікроорганізмів. При 60 
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такому способі в геном рослинної клітини вводять рекомбінантну ДНК для створення з 
природних рослинних клітин трансгенної рослинної клітини, яка є окремою і унікальною 
клітиною. Такі трансгенні рослинні клітини можна потім культивувати подібно бактеріальним і 
дріжджовим клітинам, з використанням сучасних мікробіологічних технологій, і вони можуть 
існувати в недиференційованому, одноклітинному стані. Нова або змінена генетична композиція 5 

і фенотип трансгенної рослинної клітини являє собою технічний ефект, створений шляхом 
інтеграції гетерологічної ДНК в геном клітини. Мікроорганізми за винаходом, такі як трансгенні 
рослинні клітини, включають в себе: (i) способи одержання трансгенних клітин шляхом 
інтеграції рекомбінантної ДНК в геном клітини і подальше використання цієї клітини для 
одержання додаткових клітин, що мають цю ж гетерологічну ДНК; (ii) способи культивування 10 

клітин, які містять рекомбінантну ДНК, з використанням сучасних мікробіологічних технологій; 
(iii) способи одержання і очищення ендогенних або рекомбінантних вуглеводів, ліпідів, 
нуклеїнових кислот або білка, продуктів з культивованих клітин; і (iv) способи з використанням 
сучасних технологій культивування рослинних тканин з трансгенними клітками рослин для 
одержання трансгенних рослин або тканинних культур трансгенних рослин. 15 

Рослини за винаходом можуть передавати потомству об'єкт ДНК, що включає в себе 
трансген. Використовуване у винаході "потомство" включає в себе будь-яку рослину, насіння, 
рослинну клітину і/або регенеровану частину рослини, що містить ДНК об'єкта, одержану від 
предка рослин, і/або містить молекулу ДНК, яка має щонайменше одну послідовність, вибирану 
з групи, що складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, 20 

SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID 
NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID 
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID 
NO:52. Рослини, потомство і насіння можуть бути гомозиготними або гетерозиготними по 
трансгену. 25 

Потомство можна вирощувати з насіння, одержаного від рослин, що містять об'єкт 
кукурудзи MON 87411, і/або з насіння, одержаного від рослин, запліднених пилком від рослини, 
що містить об'єкт кукурудзи MON 87411. 

Потомство рослин може бути самозапилюваним (також зване "самозапліднюваним") для 
створення чистих гомозиготних ліній рослин, тобто рослин, гомозиготних по трансгену. 30 

Самозапиленням відповідного потомства можна одержувати рослини, які будуть 
гомозиготними по обох доданих екзогенних генах. 

Як альтернатива, можна проводити ауткросинг потомства рослин, наприклад, 
схрещуванням з іншою неспорідненою рослиною для одержання сортового або гібридного 
насіння або рослин. Інша неспоріднена рослина може бути трансгенною або нетрансгенною. 35 

Таким чином, сортове або гібридне насіння або рослини за винаходом можна одержувати 
шляхом схрещування першого батька, у якого відсутня специфічна і унікальна ДНК об'єкта 
кукурудзи MON 87411, з другим батьком, що містить об'єкт кукурудзи MON 87411, внаслідок 
чого одержують гібрид, який містить специфічну і унікальну ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. 
Кожний батько може являти собою гібридну або інбредну/сортову рослину, за умови, що 40 

схрещування або селекція дає в результаті рослини або насіння за винаходом, тобто насіння, 
яке має щонайменше один алель, що несе ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411 і/або молекулу 
ДНК, що має щонайменше одну послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID 
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ 
ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID 45 

NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID 
NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. Таким чином, можна 
схрещувати дві різних трансгенних рослини для одержання гібридного потомства, яке несе два 
незалежно розщеплюваних доданих екзогенних гени. Наприклад, об'єкт кукурудзи MON 87411, 
що несе ознаку стійкості до ураження злаковими кореневими черв'яками і ознаку толерантності 50 

до гліфосату, можна схрещувати з різними трансгенними рослинами кукурудзи, щоб одержати 
гібридну або інбредну рослину, яка має властивості обох трансгенних батьків. Одним з таких 
прикладів може бути схрещування об'єкта MON 87411, що несе ознаку стійкості до ураження 
злаковими кореневими черв'яками і ознаку толерантності до гліфосату, з рослиною кукурудзи, 
що має одну або декілька додаткових ознак, таких як толерантність до гербіцидів і/або контроль 55 

комах, внаслідок чого одержують потомство рослин або насіння, яке стійке до ураження 
злаковими кореневими черв'яками і толерантне до гліфосату і має щонайменше одну або 
декілька додаткових ознак. У даному винаході також розглядається зворотне схрещування з 
батьківською рослиною і ауткросинг з нетрансгенною рослиною, а також вегетативне 
розмноження. Опис інших способів схрещування, які звичайно використовуються для 60 
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одержання різних ознак і культур, можна знайти в одній з декількох робіт, наприклад, Fehr, 
Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox, J. ed. American Society of Agronomy, Madison 
WI (1987). 

Винахід стосується частини рослини, яку одержують з рослини кукурудзи, що містить об'єкт 
MON 87411. Використовувана у винаході "частина рослини" стосується будь-якої частини 5 

рослини, яка складається з матеріалу, одержаного з рослини кукурудзи, що містить об'єкт MON 
87411. Частини рослини включають в себе, без обмеження, пилок, яйцеклітину, качан або 
нитки, волоті, тканину кореня або стебла, волокна і листя. Частини рослин, можуть бути 
життєздатними, нежиттєздатними, регенерованими і/або нерегенерованими. 

Винахід стосується товарного продукту, який одержують з рослин кукурудзи, що містять 10 

об'єкт MON 87411, і який містить визначувану кількість нуклеїнової кислоти, специфічної для 
об'єкта MON 87411. Використовуваний у винаході "товарний продукт" стосується будь-якої 
композиції або продукту, що містить матеріал, одержаний з рослини кукурудзи, цільного або 
обробленого кукурудзяного насіння, однієї або декількох рослинних клітин і/або частин рослин, 
що містять ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. Товарні продукти можуть продаватися 15 

споживачам і можуть бути життєздатними або нежиттєздатними. Нежиттєздатні товарні 
продукти включають в себе, без обмеження, нежиттєздатне кукурудзяне насіння; оброблене 
насіння кукурудзи, частини кукурудзяного насіння і частини рослин кукурудзи, кукурудзяне 
насіння і частини рослин кукурудзи, оброблені для кормів або харчових продуктів, олію, 
подрібнене насіння, борошно, пластівці, висівки, біомасу і паливні продукти. Життєздатні 20 

товарні продукти включають в себе, без обмеження, насіння кукурудзи, рослини кукурудзи і 
клітини рослин кукурудзи. Таким чином, рослини кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411, 
можна використовувати для виробництва якої-небудь товарної продукції, звичайно одержуваної 
з кукурудзи. Винахід розглядає будь-який такий товарний продукт, який одержаний з рослин 
кукурудзи, що містить ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411, що має щонайменше визначувану 25 

кількість однієї або декількох специфічних і унікальних молекул ДНК, присутність яких є 
визначальною для об'єкта кукурудзи MON 87411, і, зокрема, може містити виявлювану кількість 
полінуклеотиду, що несе молекулу ДНК, яка має щонайменше одну послідовність, вибирану з 
групи, що складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, 
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID 30 

NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID 
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID 
NO:52. Можна застосовувати будь-який стандартний спосіб виявлення нуклеотидних молекул, в 
тому числі способи виявлення, розкриті в даному винаході. Товарний продукт входить в обсяг 
даного винаходу, якщо в цьому товарному продукті є яка-небудь виявлювана кількість 35 

молекули ДНК, що має щонайменше одну діагностичну послідовність, вибирану з групи, що 
складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NО:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID 
NO:6, SEQ ID NО:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, 
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ 
ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. 40 

Таким чином, рослини, потомство, насіння, рослинні клітини, частини рослин (наприклад, 
пилок, яйцеклітини, качан або нитки, волоті, тканини кореня або стебла і листя) і товарні 
продукти за винаходом, є корисними, серед іншого, для вирощування рослин з метою 
одержання насіння і/або частин рослин, що містять об'єкт кукурудзи MON 87411, для 
сільськогосподарських цілей, для одержання потомства, що містить об'єкт кукурудзи MON 45 

87411, для селекції рослин і наукових цілей, для використання в мікробіологічних технологіях 
для промислових і науково-дослідних застосувань і для продажу споживачам. 

Винахід стосується способів боротьби з бур'янами і способів виробництва рослин за 
допомогою гербіциду гліфосату і об'єкта кукурудзи MON 87411. Розглянутий спосіб контролю 
бур'янів в полі, який складається з саджання в полі об'єкта кукурудзи MON 87411, що містить 50 

сортові або гібридні рослини, і застосування на цьому полі гербіцидно ефективної дози 
гліфосату з метою боротьби з бур'янами в полі без пошкодження рослин, що містять MON 
87411. Таке застосування гербіциду гліфосату можна проводити до появи сходів, тобто в будь-
який час після саджання насіння, що містить MON 87411, і до появи рослин, що містять MON 
87411, або після появи сходів, тобто в будь-який час після появи рослин, що містять MON 55 

87411. Також розглянутий інший спосіб контролю бур'янів в полі, який полягає в обробці поля 
ефективною дозою гербіциду гліфосату для боротьби з бур'янами і подальшому саджанні на 
цьому полі рослин кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411. Таке застосування гербіциду 
гліфосату є передпосадковою обробкою, тобто до висадження насіння, що містить MON 87411, 
і цю обробку можна проводити в будь-який час перед саджанням, в тому числі, і без обмеження, 60 
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в термін приблизно від 14 днів перед саджанням до 1 дня перед саджанням. Даний винахід 
також стосується способу одержання насіння кукурудзи, яке по суті не містить насіння бур'янів, і 
цей спосіб полягає в саджанні в полі насіння толерантних до гліфосату рослин кукурудзи, що 
містять MON 87411, обробці цього поля після появи сходів ефективною дозою гербіциду 
гліфосату, достатньою для знищення бур'янів, і збиранні насіння з цього поля. Гербіцидно 5 

ефективна доза гліфосату для обробки поля повинна знаходитися в діапазоні від приблизно 
0,125 фунта на акр до приблизно 6,4 фунта гліфосату на акр протягом періоду вегетації. У 
одному варіанті здійснення протягом усього вегетаційного періоду загальна кількість 
застосовуваного гліфосату становить приблизно 1,5 фунта на акр. Протягом вегетаційного 
періоду можна використовувати декілька обробок гліфосатом, наприклад застосовувати 10 

гліфосат два рази (наприклад, застосування перед саджанням і застосування після появи 
сходів, або застосування до появи сходів і застосування після появи сходів) або застосовувати 
гліфосат три рази (наприклад, застосування перед саджанням, застосування перед появою 
сходів і застосування після появи сходів). 

У винаході описані способи одержання рослини кукурудзи, толерантної до комах і 15 

гербіцидів, що містить послідовності ДНК, специфічні і унікальні для об'єкта MON 87411. 
Використовувані в цих способах трансгенні рослини можуть бути гомозиготними або 
гетерозиготними по трансгену. Потомство рослин, одержане за допомогою цих способів, може 
являти собою сортові або гібридні рослини, може бути вирощене з насіння, одержаного від 
рослини, що містить об'єкт кукурудзи MON 87411, і/або з насіння, одержаного від рослини, 20 

заплідненої пилком від рослини, що містить об'єкт кукурудзи MON 87411, і може бути 
гомозиготним або гетерозиготним по трансгену. Потомство рослин надалі може бути 
самозапилюваним для створення чистих гомозиготних ліній рослин, тобто рослин, 
гомозиготних по трансгену, або, альтернативно, може бути ауткросним, наприклад схрещеним 
з іншою неспорідненою рослиною для одержання сортового або гібридного насіння або рослин. 25 

Винахід стосується способів виявлення присутності в зразку ДНК, одержаної з клітин 
кукурудзи, тканин, насіння або рослин кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411. Один зі 
способів являє собою (i) витягання зразка ДНК щонайменше з однієї клітини, тканини, насінини 
або рослини кукурудзи, (ii) контактування зразка ДНК щонайменше з одним праймером, який 
здатний продукувати послідовність ДНК, специфічну для ДНК об'єкта MON 87411, в умовах, 30 

придатних для секвенування ДНК, (iii) здійснення реакції секвенування ДНК, і потім (iv) 
підтвердження того, що нуклеотидна послідовність містить нуклеотидну послідовність, 
специфічну для об'єкта MON 87411 або для конструкції, що його містить, наприклад 
послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, 
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID 35 

NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID 
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID 
NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. Інший спосіб являє собою (i) витягання зразка ДНК 
щонайменше з однієї клітини, тканини, насінини або рослини кукурудзи, (ii) контактування 
зразка ДНК з праймером, який здатний продукувати амплікон з ДНК об'єкта MON 87411, в 40 

умовах, придатних для ампліфікації ДНК, (iii) здійснення реакції ампліфікації ДНК, і потім (iv) 
детекцію молекули амплікону і/або підтвердження того, що нуклеотидна послідовність 
амплікону містить нуклеотидну послідовність, специфічну для об'єкта MON 87411, наприклад 
послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID NO:21 і SEQ ID NO:25. Амплікон 
повинен бути специфічним для об'єкта MON 87411, наприклад являти собою амплікон, який 45 

містить SEQ ID NO:21 або SEQ ID NO:25. Виявлення в ампліконі нуклеотидної послідовності, 
специфічної для об'єкта MON 87411, є визначальним і/або діагностичним на присутність в 
зразку специфічної ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. Представлений приклад пари 
праймерів, які можуть виробляти амплікон з ДНК об'єкта MON 87411 при умовах, придатних 
для ампліфікації ДНК, а саме SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:20 і SEQ ID NO:22. 50 

Фахівець в даній галузі техніки може легко створювати інші пари праймерів, які будуть 
виробляти амплікон, що містить SEQ ID NO:21 або SEQ ID NO:25, при цьому така пара 
праймерів містить щонайменше один праймер в межах геномної області, фланкуючої вставку, і 
другий праймер в межах вставки. Інший спосіб виявлення в зразку присутності ДНК, одержаної 
з клітин кукурудзи, тканин, насіння або рослини кукурудзи, що містить об'єкт MON 87411, являє 55 

собою (i) витягання зразка ДНК щонайменше з однієї клітини, тканини, насінини або рослини 
кукурудзи, (ii) контактування зразка ДНК з ДНК-зондом, специфічним для ДНК об'єкта MON 
87411, (iii) створення можливостей для гібридизації зонда і зразка ДНК при жорстких умовах 
гібридизації, і після цього (iv) детектування гібридизації між зондом і зразком ДНК-мішені. 
Приклади послідовностей ДНК-зонда, який є специфічним для ДНК об'єкта MON 87411, 60 
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являють собою SEQ ID NO:19 або SEQ ID NO:23. Фахівець в даній галузі техніки може легко 
створювати інші зонди, які будуть містити щонайменше один фрагмент геномної ДНК, 
фланкуючий вставку, і щонайменше один фрагмент ДНК-вставки, наприклад послідовності, 
представлені нижче, і без обмеження: SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, 
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:21 і SEQ ID NO:25. 5 

Виявлення гібридизації зонда із зразком ДНК є діагностичною ознакою присутності в зразку 
специфічної ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. З іншого боку, відсутність гібридизації є 
діагностичною ознакою відсутності в зразку специфічної ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411. 

У винаході розглянуті набори для виявлення ДНК, які можна використовувати для 
ідентифікації ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411 в зразку і також можна застосовувати в 10 

способах виведення рослин кукурудзи, що містять придатний об'єкт ДНК. Такі набори містять 
ДНК-праймери і/або зонди, що містять фрагменти послідовностей SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, 
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID 
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID 
NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID 15 

NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. У одному з прикладів такий комплект 
містить щонайменше одну молекулу ДНК достатньої довжини з суміжних нуклеотидів SEQ ID 
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ 
ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID 
NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID 20 

NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52, яка діє як ДНК-зонд, 
корисний для виявлення в зразку присутності і/або відсутності ДНК, одержаної з трансгенних 
рослин кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411. ДНК, одержана з трансгенних рослин 
кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411, буде містити молекулу ДНК, яка має щонайменше 
одну послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID 25 

NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ 
ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID 
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID 
NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52. У винаході розглянута молекула ДНК, придатна для 
використання як ДНК-зонда, яка є корисною для визначення, виявлення або діагностики 30 

наявності і/або відсутності в зразку ДНК об'єкта кукурудзи MON 87411, що являє собою SEQ ID 
NO:19 і SEQ ID NO:23. Фахівець в даній галузі техніки може легко створювати інші зонди, які 
повинні містити достатню кількість суміжних нуклеїнових кислот, що включають в себе 
щонайменше 15 суміжних нуклеотидів, щонайменше 16, щонайменше 17, щонайменше 18, 
щонайменше 19, щонайменше 20, щонайменше 21, щонайменше 22, щонайменше 23, 35 

щонайменше 24, щонайменше 25, щонайменше 26, щонайменше 27, щонайменше 28, 
щонайменше 29, щонайменше 30, щонайменше 31, щонайменше 32, щонайменше 33, 
щонайменше 34, щонайменше 35, щонайменше 36, щонайменше 37, щонайменше 38, 
щонайменше 39 або щонайменше 40 суміжних нуклеотидів SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ 40 

ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:25, SEQ ID 
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID 
NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52, і бути досить унікальними для ДНК об'єкта кукурудзи MON 
87411 з метою виявлення ДНК, що походить з цього об'єкта. Набір іншого типу містить пару 
праймерів, яку використовують для одержання амплікону, корисного для визначення 45 

присутності і/або відсутності в зразку ДНК, що походить з трансгенного об'єкта кукурудзи MON 
87411. Такий набір необхідно використовувати для способу, який включає контактування зразка 
ДНК-мішені з парою праймерів, згідно з винаходом, і після цього проводять реакцію 
ампліфікації нуклеїнової кислоти, достатню для одержання амплікону, що містить молекулу 
ДНК, яка має щонайменше одну послідовність, вибирану з групи, що складається з SEQ ID 50 

NO:21 і SEQ ID NO:25, і потім визначають присутність і/або відсутність амплікону. Такий спосіб 
може також включати в себе секвенування амплікону або його фрагмента, що буде 
визначальною, тобто діагностичною ознакою присутності специфічної ДНК об'єкта кукурудзи 
MON 87411 в зразку ДНК-мішені. Фахівець в даній галузі техніки може легко створити інші пари 
праймерів, які повинні містити достатню кількість суміжних нуклеїнових кислот, що включають в 55 

себе щонайменше 15 суміжних нуклеотидів, щонайменше 16, щонайменше 17, щонайменше 
18, щонайменше 19, щонайменше 20, щонайменше 21, щонайменше 22, щонайменше 23, 
щонайменше 24, щонайменше 25, щонайменше 26, щонайменше 27, щонайменше 28, 
щонайменше 29 або щонайменше 30 суміжних нуклеотидів з послідовностей, що являють 
собою, без обмеження: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, 60 
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SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, або SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ 
ID NO:16, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID 
NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 і SEQ ID NO:52, і бути досить унікальними для ДНК об'єкта 
кукурудзи MON 87411 з метою виявлення ДНК, що походить з цього об'єкта. 

Набори і способи виявлення згідно з винаходом корисні, серед іншого, для виявлення 5 

об'єкта кукурудзи MON 87411, селекції сортів або гібридів рослин, що містять об'єкт кукурудзи 
MON 87411, виявлення присутності в зразку ДНК, яка походить з трансгенних рослин кукурудзи, 
що містить об'єкт MON 87411, і відстеження зразків на присутність і/або відсутність рослин 
кукурудзи, що містять об'єкт MON 87411, або частин рослин, одержаних з рослин кукурудзи, що 
містять об'єкт MON 87411. 10 

Послідовність гетерологічної ДНК-вставки, з'єднувальні послідовності, фланкуючі 
послідовності з об'єкта кукурудзи MON 87411 можна верифікувати (і, за необхідності, 
коректувати) шляхом ампліфікації згаданих послідовностей з об'єкта за допомогою праймерів, 
одержаних з послідовностей згідно з винаходом, з подальшим стандартним ДНК-
секвенуванням амплікону або клонованої ДНК. 15 

Наступні приклади включені у винахід для демонстрації прикладів деяких переважних 
варіантів здійснення даного винаходу. Фахівцям в даній галузі техніки потрібно розуміти, що 
описані в прикладах технології, в яких застосовуються розроблені авторами винаходу 
представлені підходи, добре працюють при здійсненні даного винаходу і, таким чином, можуть 
вважатися прикладами переважних способів для його здійснення. Разом з тим, фахівцям в 20 

даній галузі техніки, в світлі даного опису, потрібно розуміти, що можна робити множину змін в 
конкретних розкритих варіантах здійснення, і одержати проте схожий або аналогічний результат 
без відхилення від суті і обсягу даного винаходу. 

ІНФОРМАЦІЯ ПРО ДЕПОНУВАННЯ 
Депонування репрезентативної вибірки насіння кукурудзи, що містить об'єкт MON 87411, 25 

було проведене 14 березня 2012 року відповідно до Будапештського договору з Американською 
колекцією типових культур (ATCC), розташованою за адресою: 10801 University Boulevard, 
Manassas, Virginia USA, поштовий індекс 20110, з наданням номера доступу АТСС: РОТА-
12669. Доступ до депозитів на час розгляду заявки буде відкритий для Комісара по патентах і 
товарних знаках і для осіб, визначених комісаром як такі, що мають право такого доступу по 30 

запиту. При видачі патенту будуть остаточно зняті всі обмеження на доступ до нього 
громадськості. Депозит буде зберігатися в депозитарії протягом 30 років або протягом 5 років 
після останнього запиту, або протягом ефективного терміну дії патенту, залежно від того, що 
довше, і буде замінюватися у міру необхідності протягом цього періоду. 

ПРИКЛАДИ 35 

Приклад 1 
Цей приклад описує створення і селекцію конструкції, позначеної під номером 417, і 

конструювання і оцінку різних конструкцій ДНК. Таблиця 1 класифікує ці конструкції ДНК по 
тестових критеріях і результатах. 

Були сконструйовані ДНК-конструкції для експресії в кукурудзі інкорпорованого протектанта 40 

рослин (PIP) на основі РНК, націленого на блішку довговусу західну (WCR). Були протестовані 
варіанти РНК-транскрипту на різних генах-мішенях від WCR (група 1), з різною довжиною РНК 
(група 2), з нейтральним носієм РНК або без цього носія (група 2), з різними вторинними 
структурами (група 4) і з різними цільовими сегментами з Dv_Snf7o (групи 2 і 3). Також були 
протестовані варіанти ряду трансгенів, наприклад РНК-транскрипт + WCR-активний білок 45 

(групи 3 і 5) і два РНК-транскрипти, націлені на дві WCR-мішені (групи 1 і 4). Також 
протестували варіанти по кількості і конфігурації використовуваних касет і елементів експресії 
(всі групи). 

 
Таблиця 1 

 
Сорок п'ять конструкцій ДНК були стабільно трансформовані в рослини кукурудзи. Оцінювали 

потомство рослин від декількох об'єктів трансформації відносно конструкції ДНК 
 

Конструкція Група Критерії і результати 

043 

1 

- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих укладені у вектори комбінації сегментів РНК, націлені 
на транскрипти 4 різних ендогенних генів WCR. 
- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих сегмент РНК, націлений на транскрипт гена Dv_Snf7o 

043 

059 
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Конструкція Група Критерії і результати 

503 

2 

- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих РНК-сегмент різних розмірів, націлених на транскрипт 
гена Dv_Snf7o (від 27-мерного до 429-мерного), сконструйованих для 
експресії у вигляді інвертованої-повторюваної РНК (IR). Також 
тестували 150-мерний нейтральний носій IR, в який був вставлений 
27-мерний, націлений на Dv_Snf7o, або така вставка була відсутня. 
- Оптимальна активність WCR спостерігалася на рослинах, 
експресуючих цільові сегменти Dv_Snf7o, що мають довжину, яка 
дорівнює або більше, ніж 100 пар основ 

475 

970 

474 

477 

306 

476 

713 

868 

3 

- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих: (а) 240-мерний IR Dv_Snf7o, і (b) пару білків TIC809 і 
TIC810, що мають WCR-інгібуючу активність; обидва під однією 
касетою експресії в одній конструкції ДНК. 
- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих: (а) 240-мерний Dv_Snf7o IR, і (b) пару білків TIC809 і 
TIC810, що мають WCR-інгібуючу активність; кожний з який 
незалежно і функціонально зв'язаний з окремою касетою експресії в 
одній конструкції ДНК. 
- Досліджували згадані комбінації IR + білок, використовуючи різні 
комбінації різних промоторів і конфігурації касет експресії. 
- Експресія 240-мерного Dv_Snf7o IR in planta інгібує активність WCR 
на таких рослинах, з експресією пари білків TIC809 і TIC810 або без 
їх експресії 

870 

871 

875 

310 

311 

330 

331 

950 

890 

867 

946 

878 

823 

879 

880 

401 

354 

4 

- Досліджували потомство рослин від гібридного схрещування 
рослин, які містять об'єкти, що несуть конструкцію ДНК # 503 (429-
мерний Dv_Snf7o IR), і рослин, що містять об'єкт MON 88017 
(Cry3Bb). 
- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих 150-мерний або 240-мерний Dv_Snf7o IR. 
- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих: (а) Dv_Snf7o IR, і (b) vАТФазу А IR. 
- Досліджували IR у порівнянні з не-IR вторинними структурами РНК 
для супресії Dv_Snf7o, vАТФази А і комбінації. 
- Експресія 240-мерного Dv_Snf7o IR in planta інгібує активність WCR, 
з експресією сегмента vАТФази А РНК або без експресії. 
- Інгібування WCR було більш сильним in planta, коли Dv_Snf7o IR 
експресувався разом з Cry3Bb, при порівнянні з експресією Dv_Snf7o 
IR єдиного або Cry3Bb єдиного 

253 

254 

255 

256 

892 

365 

416 

5 

- Досліджували інгібування активності WCR на рослинах, 
експресуючих і (а) 240-мерний Dv_Snf7o IR, і (b) білок Cry3Bb, що 
має пестицидну активність проти Diabrotica virgifera; кожний трансген 
розташований в окремих касетах експресії в конструкції ДНК. 
- Тестували десять конструкцій ДНК, що мають комбінації різних 
промоторів і комбінації різних конфігурацій касет експресії. 
- Була вибрана конструкція ДНК # 417 

417 

418 

419 

423 

402 

403 

404 

405 

406 

 
Використовуючи як приклад ДНК-конструкції групи 2, було створено 7 ДНК-конструкцій з 

різною довжиною (від 27 до 429 нуклеотидів в довжину) для тестування націлювання на 
Dv_Snf7o. Була одержана кожна з ДНК-конструкцій, виконана трансформація рослинних клітин, 5 

одержані рослини, і інбредні рослини тестували в біопробах на ефективність у вегетаційній 
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камері. Результати показали кореляцію між довжиною інвертованого повтору РНК (IR) і WCR-
активністю (таблиця 2, стовпці (В) і (Н)). 

 
Таблиця 2 

 
Співвідношення довжини IR і WCR-активності 

 

(А) 
Конструкція 

ДНК 

(В) Довжина 
сегмента РНК 

Dv_Snf7o 
(нуклеотиди) 

(С) 
Кількість 

трансфор-
мованих 
зародків 

(D) 
Кількість 

паростків у 
зародків 

(E) 
Кількість 

R0 рослин 
в ґрунті 

(F) 
Кількість 

R0-рослин, 
що 

передба-
чувано 
несуть 
єдиний 
об'єкт 

(G) Кількість 
об'єктів-

попередни-
ків для 
мульти-

рослинного 
біоаналізу 

(H) WCR-
активність 

на 
рослинах? 

503 429 2085 433 308 233 78 +++++ 

475 150 230 57 45 39 23 +++++ 

970 27† 220 79 47 44 21 ++ 

474 27 230 81 51 49 23 - 

477 50 220 50 36 31 23 ++ 

306 75 230 37 27 18 15 ++ 

476 100 220 53 40 33 22 +++++ 

 
У стовпці (В) показані варіабельні значення довжини цільової РНК Dv_Snf7o, 5 

сконструйованої для експресії вторинної структури інвертованого повтору РНК (IR) в рослинах 
кукурудзи. У стовпці (С) показана кількість зародків кукурудзи, які були трансформовані. У 
стовпці (D) відображена кількість зародків кукурудзи, у яких розвивалися паростки. У стовпці (Е) 
показана кількість регенерованих рослин кукурудзи (позначених як покоління R0), життєздатних 
на ґрунті. У стовпці (F) показана кількість R0-рослин, що передбачувано несуть єдину копію 10 

ДНК-вставки в об'єкті трансформації. У стовпці (G) показана кількість R0-рослин, які 
передбачувано несуть єдиний об'єкт трансформації і які виробляють достатню кількість насіння 
для біоаналізу в мультирослинній вегетаційній камері. У стовпці (Н) показані результати 
досліджень росту рослин у вегетаційній камері, проведених для оцінки активності WCR. 
Позначення "+++++" вказує на середній ступінь пошкодження коріння (СПК) менше ніж 0,5 СПК. 15 

Позначення "++" вказує на середнє значення СПК від 0,5 СПК до 2,0 СПК. Позначення "-" 
вказує на середнє значення СПК приблизно 2,0 СПК, що порівнянно з показниками негативного 
контролю в дослідженнях на ефективність у вегетаційній камері. 

† означає той же 27-мерний сегмент, як в конструкції ДНК # 474, але вставлений в 
нейтральний 150-мерний IR. Для оцінки WCR-активності у рослин, вирощених у вегетаційних 20 

камерах, в торфових горщиках вирощували від 6 до 8 рослин для кожного з 10-20 об'єктів на 
конструкцію. Рослини досліджували на присутність вставки ДНК і експресії трансгена 
(трансгенів) в обох тканинах - і в листі, і в корінні. Потім рослини з підтвердженою експресією 
трансгена пересаджували в горщики більшого розміру, заражені яйцями WCR. Лінії LH59 і 
LH244 нетрансгенної кукурудзи були включені в дослідження як негативний контроль. Рослини, 25 

що містять об'єкт MON 88017 (експресуючі Cry3Bb) були включені в дослідження як позитивний 
контроль. Пошкодження коріння зростаючих рослин кукурудзи оцінювали через 4 тижні. Ступінь 
пошкодження коріння (СПК) оцінювали по трибальній шкалі, де СПК = 0 означає відсутність 
пошкодження коріння і СПК = 3 означає максимальне пошкодження коріння. 

Результати дослідження визначали розробку конструкцій ДНК з групи 5, які містили (a) 30 

касету експресії для 240-мерного Dv_Snf7o IR, і (b) касету експресії для білка Cry3Bb (фіг. 2). 
Вибір 240-мерного Dv_Snf7o IR був зумовлений тим, що (а) рослини, експресуючі ідентичні 240-
мерні Dv_Snf7o IR, показували повторюване успішне інгібування активності CRW (групи 2-4), (b) 
сегменти, розмір яких перевищує 100 нт в довжину, зменшують імовірність розвитку стійкості до 
WCR, і (с) буде більш важко здійснювати перенесення в геном кукурудзи сегментів розміром 35 

більше 240 нт, щоб вони залишалися інтактними. Конструкції ДНК були створені для тестування 
різних регуляторних генетичних елементів в кожній касеті експресії і різних конфігурацій кожної 
касети експресії в конструкції ДНК. Конструкції ДНК з групи 5 також включали в себе конструкції 
з касетами експресії толерантності до гліфосату і конструкції без цієї касети, і контрольні 
конструкції з групи 3, які експресували тільки 240-мерний Dv_Snf7o IR. Створювали кожну 40 
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конструкцію ДНК, здійснювали трансформацію рослинних клітин, одержували рослини, і 
інбредні рослини оцінювали на ефективність в біоаналізах у вегетаційній камері (таблиця 3 від 
(С) до (Н)). 

 
Таблиця 3 

 
Показники одержаних рослин з трансформацією конструкцій ДНК з групи 5 

 

 
(А) № 

конструкції 
ДНК 

(В) 
Композиція 
конструкції 

ДНК 

(С) 
Кількість 

трансфор-
мованих 
зародків 

(D) 
Кількість 
парост-

ків у 
зародків 

(E) 
Кіль-
кість 
R0-

рослин 
в ґрунті 

(F) Кількість 
R0-рослин, 

що 
передбачу-
вано несуть 

єдиний 
об'єкт 

(G) Кількість 
R0 об'єктів-
попередни-

ків для 
мульти-

рослинного 
аналізу в 
вегетацій-
ній камері 

(H) Продук-
тивність 

інбредного і 
гібридного 
потомства 

рослин 

(1) 416 

Dv_Snf7o 
IR + Cry3Bb 
+ EPSPS 

820 72 72 42 27 +++++ 

(2) 417 521 212 94 71 44 +++++ 

(3) 418 588 79 65 44 28 +++++ 

(4) 419 651 106 95 68 43 ++++ 

(5) 423 754 93 84 66 41 ++++ 

(6) 402 786 84 84 58 43 ++++ 

(7) 403 714 199 84 46 40 ++++ 

(8) 404 740 50 50 34 29 ++++ 

(9) 405 Dv_Snf7o 
IR + Cry3Bb 

21663 1586 1586 86 58 +++ 

(10) 406 21965 1539 1539 170 112 ++++ 

(11) 890 
Dv_Snf7o 
IR 

3996 656 394 235 136 +++ 

 
В стовпці (А) перераховані конструкції ДНК, досліджені на етапі 5 (також дивіться фіг. 2 
відносно руйнування генетичних елементів). В стовпці (B) показана композиція трансгена. В 
стовпці (C) показана кількість зародків кукурудзи, які були трансформовані. В стовпці (D) 
показана кількість зародків кукурудзи, у яких розвивалися паростки. В стовпці (E) показана 
кількість регенерованих рослин кукурудзи (позначених як покоління R0), життєздатних на 
ґрунті. В стовпці (F) показана кількість R0-рослин, що передбачувано несуть єдиний об'єкт 
трансформації. В стовпці (G) показана кількість рослин R0, що передбачувано несуть єдиний 
об'єкт трансформації, які виробляли достатню кількість насіння для подальшого 
мультирослинного тестування. В стовпці (H) показана продуктивність рослин, уражених WCR 
(дивіться детальний опис в наступному параграфі). 
 5 

Як показано в таблиці 3, стовпець (Н), позначення "+++++" описує ДНК-конструкції, які в 
середньому дають найбільш високу постійну експресію гена у трансгенних рослин протягом 
всього їх розвитку, максимальне пригнічення WCR в період розвитку і максимальне пригнічення 
WCR у самозапилюваних і перехресно схрещених поколінь. Позначення "++++" описує 
конструкції ДНК, які в середньому показують пригнічення WCR у трансгенних рослин, але 10 

виявляють більш низьку експресію генів в порівнянні з рослинами "+++++". Позначення "+++" 
описує ДНК-конструкції, які в середньому меншою мірою пригнічують WCR у трансгенних 
рослин, в порівнянні з рослинами "++++" і "+++++". Таким чином, для подальшого аналізу була 
висунена конструкція ДНК # 417. Ця конструкція має шістнадцять генетичних елементів, 
розташованих в трьох касетах експресії від лівої границі (LB) до правої границі (RB). 15 

Конструкція показана на фіг. 2, і послідовність представлена в SEQ ID NO:26. Елементи 
вектора представлені наступним чином: 

[1] LB: відповідає зворотно комплементарній послідовності відносно позицій з 1 по 442 SEQ 
ID NO:26. Цей елемент являє собою послідовність лівої границі октопіну з Agrobacterium 
tumefaciens. 20 

[2] 3'UTR Ps.RbcS2-Е9: відповідає зворотно комплементарній послідовності відносно 
позицій від 486 до 1118 SEQ ID NO:26. Являє собою нетрансльовану область 3'(UTR) 
транскрипту гена від малої субодиниці E9 (RbcS2-Е9) рибулозо-1,5-бісфосфаткарбоксилази від 
Pisum sativum (горох). 
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[3] 240-мерний Dv_Snf7o інвертований генний повтор: відповідає зворотно комплементарній 
послідовності відносно позицій від 1148 до 1777 SEQ ID NO:26. Цей ген транскрибує РНК, що 
містить два 240-мерних рибонуклеотидних сегменти з ідентичним вирівнюванням один до 
одного за принципом зворотної комплементарності, які розділені нейтральним сегментом 
довжиною 150 рибонуклеотидів і утворюють інвертований повтор РНК (IR). Послідовність 5 

сегмента з 240 п.о. вирівняна відносно гена WCR, ортологічного гену дріжджів Snf7. 
[4] Інтрон DnaK кукурудзи: відповідає зворотно комплементарній послідовності відносно 

позицій від 1814 до 2617 SEQ ID NO:26. Цей елемент складається з 10 нуклеотидів екзона 1, 
інтрона 1 і 11 нуклеотидів з екзона 2, що належать гену 70 білка теплового шоку з Zea mays 
(кукурудза). 11 нуклеотидів з екзона 2 були модифіковані для видалення ініціюючого залишку 10 

метіоніну. 
[5] Лідер CaMV 35S: відповідає зворотно комплементарній послідовності відносно позицій 

2618-2626 SEQ ID NO:26. Являє собою 5'-нетрансльовану область (UTR) від 35S РНК-
транскрипту вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV), що починається в позиції +1 від початку 
транскрипції гена мРНК. 15 

[6] Промотор eCaMV 35S: відповідає зворотно комплементарній послідовності відносно 
позицій 2627-3238 SEQ ID NO:26. Являє собою промотор 35S РНК з вірусу мозаїки цвітної 
капусти (CaMV), що містить дуплікацію ділянки від -90 до -350. 

[7] Промотор кукурудзи PIIG: відповідає позиціям 3265-4213 SEQ ID NO:26. Цей генетичний 
елемент являє собою промотор індукованого фізичним імпедансом гена білка (PIIG) від Zea 20 

mays. 
[8] Лідер пшениці Lhcb1: відповідає позиціям 4220-4280 SEQ ID NO:26. Цей генетичний 

елемент являє собою нетрансльовану область 5'(UTR) гена світлоуловлюючого комплексу b1 
(Lhcb1) від Triticum aestivum (пшениця). 

[9] Інтрон Act1 рису: відповідає позиціям 4297-4776 SEQ ID NO:26. Складається з 25 

безперервної послідовності в 12 нуклеотидів з екзона 1, інтрона 1 і з 7 нуклеотидів екзона 2 з 
гена актину 1 (Act1) Oryza sativa (рис). 

[10] ORF Cry3Bb: відповідає позиціям 4786-6747 SEQ ID NO:26. Являє собою кодуючу 
область пестицидного білка Cry3B, що не зустрічається в природі, сконструйованого для вияву 
модифікації H231R, S311L, N313T, E317K і Q349R в порівнянні з геном, що кодує нативний білок 30 

Bt Cry3Bb. Послідовність нуклеотидів вирівнюється до генної послідовності Cry3Bb, що 
міститься в об'єкті MON 88017. 

[11] 3'UTR Hsp17 пшениці: відповідає позиціям 6767-6976 SEQ ID NO:26. Цей генетичний 
елемент являє собою 3'-UTR з гена білка 17 теплового шоку (HSP17) від Triticum aestivum 
(пшениця). 35 

[12] TubA рису (промотор, лідер, інтрон): відповідає позиціям 7025-9205 SEQ ID NO:26. 
Являє собою безперервний промотор, лідер, інтрон і 4 нуклеотиди з екзона 2 з гена альфа-
тубуліну (TubA-3) з Oryza sativa (рис). 

[13] CTP: відповідає позиціям 9210-9437 SEQ ID NO:26. Представляє сконструйовану 
кодуючу область, яка кодує N-кінцевий CTP з 5-енолпірувілшикімат-3-фосфатсинтази (EPSPS) з 40 

А. thaliana. Цей елемент відрізняється від нативного гена (GenBank, № доступу X06613) в 
останньому GAG-кодоні (глутамінова кислота) по модифікації TGC (цистеїн). 

[14] CP4 EPSPS: відповідає позиціям 9438-10805 SEQ ID NO:26. Являє собою 
сконструйовану кодуючу область EPSPS з CP4 Agrobacterium. Відрізняється від нативного гена 
Agrobacterium у другому кодоні по модифікації кодуючого серину на СТТ (лейцин) і по чотирьох 45 

мовчазних замінах.  
[15] 3'UTR TubA рису: відповідає позиціям 10813-11394 SEQ ID NO:26. Являє собою 3'-

нетрансльовану область (UTR) гена, що кодує альфа-тубулін (TubA-3) з Oryza sativa (рис). 
[16] RB: відповідає позиціям 11413-11743 SEQ ID NO:26. Являє собою послідовність правої 

границі нопаліну з А. tumefaciens. 50 

Приклад 2 
Цей приклад описує трансформацію і вибір об'єктів MON 87411 з множини трансгенних 

об'єктів. 
З ядер кукурудзи лінії LH244 вирізали зародки і інокулювали їх рекомбінантною 

Agrobacterium, що несе конструкцію ДНК # 417. Спільно культивовані зародки переносили на 55 

селекційні і ростові середовища для утворення трансгенної калюсної тканини з паростками, що 
розвиваються. Паростки, що розвиваються, переносили в середовище для укорінення для 
розвитку паростків. Паростки регенерували в ґрунті в повноцінні R0-рослини. Регенеровані 
таким чином R0-рослини піддавали скринінгу на одиничну копію вставленої ДНК-конструкції. Як 
показано в таблиці 3, передбачувані однокопійні об'єкти були представлені в 71 унікальному 60 
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трансформанті R0. Кожний R0-трансформант переносили на дорощування в шкілку для 
одержання насіння потомства R1. Були відмічені сорок чотири об'єкти. Щонайменше 8 R1-
насінин, одержаних від кожної з 44 R0-рослин, були висаджені в ґрунт, потім вирощували R1-
рослини для одержання R2-насіння. Для продовження кожної лінії вибирали єдину рослину R1 
на об'єкт, кожна з яких містила кожний окремий об'єкт, і насіння від однієї рослини R1 5 

відкладали для подальшого тестування шляхом (а) самозапліднення (R3,4,…N), і шляхом (b) 
перехресного запилення з іншою лінією кукурудзи, наприклад з лінією кукурудзи 93IDI3. 
Рослини, що представляють об'єкти з трансформації ДНК-конструкції # 890 (рядок 11 таблиці 
3), також були регенеровані як порівняльний контроль для подальших польових випробувань, 
описаних нижче в цьому прикладі. 10 

З 44 об'єктів були вибрані 25 об'єктів для подальшої роботи, виходячи з фенотипу, що 
включає в себе експресію Cry3Bb. Рослини R1, що представляють ці 25 об'єктів, додатково 
оцінювали на інгібування WCR у вегетаційній камері в тестах на ефективність, описаних в 
прикладі 1, і на кількість копій множинних генетичних елементів ДНК-вставки. Для подальшої 
роботи були взяті сімнадцять об'єктів з цих 25 об'єктів, оскільки чотири об'єкти представляли 15 

більше однієї копії генетичного елемента 3'UTR з Ps.RbcS2-Е9, і у R1-рослин, що 
представляють 4 інших об'єкти, виявлений ступінь пошкодження коріння вище 0,8 СПК. 

Потомство рослин, що містить 17 об'єктів, що залишилися, а саме "А", MON 87411 і від "C" 
до "Q", було додатково паралельно проаналізоване відносно молекулярних властивостей і 
продуктивності в полі (дивіться таблиці 4 і 5). 20 

 
Таблиця 4 

 
Молекулярний аналіз 17 трансгенних об'єктів кукурудзи, що несуть ДНК-вставки з вектора 

трансформації 417 ДНК 
 

Об'єкт 
(A) 

Відсутність 
каркаса 

(B) Число 
одиничних 
вставок і 

одиничних 
копій 

(C) 
Інтактна 
вставка 

(D) 
Перевище-
ння порога 
експресії 

білка 
Cry3Bb 

(E) 
Перевище-
ння порога 
експресії IR 

длРНК 
Dv_Snf7o 

(F) 
Нейтраль-

ний 
інсерційний 

сайт 

(G) 
Передбачу-

ваний розмір 
транскрип-ту 

A + + + + + + + 

MON 
87411 

+ + + + + + + 

C + + + + + + + 

D + + - + + + + 

E + + + + + - NA 

F + + + + + - NA 

G + + + + + - NA 

H + + NA NA NA NA NA 

I + + NA NA NA NA NA 

J + + NA NA NA NA NA 

K + - NA NA NA NA NA 

L - - NA NA NA NA NA 

M - + NA NA NA NA NA 

N - - NA NA NA NA NA 

O - + NA NA NA NA NA 

P - - NA NA NA NA NA 

Q - - NA NA NA NA NA 

 
Позначення "-" вказує на те, що об'єкт не відповідає молекулярним критеріям відповідного 
молекулярного аналізу. Позначення "+" вказує на те, що об'єкт відповідає молекулярним 
критеріям відповідного молекулярного аналізу. "NA" позначає, що дані не були доступні. 
 
Об'єкти піддавали скринінгу на сегменти каркасної ДНК з вектора трансформації 

Agrobacterium і на кількість одиничних копій всіх ділянок ДНК, призначеної для вставки (таблиця 
4, стовпці (А) і (В)). Сім об'єктів (MON 87411, А, С, D, Е, F і G) аналізували на послідовність 25 

вставленої ДНК, яка була ідентична вектору трансформації # 417, за винятком варіацій нік-
сайта на лівій і правій границях Agrobacterium, що відбувається під час опосередкованої 
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Agrobacterium вставки, об'єкт D не пройшов цей аналіз послідовності (таблиця 4, стовпець (С)). 
Ці 7 об'єктів також аналізували на стійку експресію в рослинах білка Cry3Bb і Dv_Snf7o IR РНК 
протягом всього періоду розвитку рослин і в декількох поколіннях, і всі 7 об'єктів відповідали 
критеріям стійкої експресії в рослинах (таблиця 4, стовпець (D)). Кожний з 7 об'єктів був 
проаналізований відносно геномних характеристик інсерційного сайта (тобто нейтрального 5 

інсерційного сайта), таких як перестановки ДНК, дуплікації і повторюваність, близькість до 
ендогенного гена, розриви в ендогенному гені і близькість до локусу кількісних ознак (QTL), і 
відносно біотехнологічних ознак, при цьому об'єкти Е, F і G не пройшли цей аналіз (таблиця 4, 
стовпець (F)). Нозерн-блотинг проводили на тканині рослин, що містять об'єкти MON 87411, А, 
С і D, з метою визначення наявності в РНК з цих об'єктів двох РНК-транскриптів 10 

передбачуваних розмірів, які кодують Cry3Bb або продукують Dv_Snf7o IR РНК, і всі 
проаналізовані об'єкти відповідали цьому критерію (таблиця 4, стовпець (G)). 

Проводили оцінку цих 17 об'єктів в польових випробуваннях на агрономічну ефективність, 
ефективність відносно комах і ефективність толерантності до гліфосату, і результати цих 
випробувань наведені в таблиці 5. Заголовки стовпців в таблиці 5 описують тип польових 15 

випробувань ("агрономічне", "комахи" або "гліфосат"), перераховані контрольні об'єкти, з якими 
проводили порівняння/контрастування об'єктів, і також вказані генетично інбредні елементи, 
використовувані для генерації гібридних об'єктів. Результати польових випробувань, наведених 
в стовпцях від (А) до (С), стосуються саджань за один календарний рік до польових 
випробувань, результати яких наведені в стовпцях (D) до (Н), і за два роки до польових 20 

випробувань, результати яких наведені в стовпці (I). 
 

Таблиця 5 
 

Результати польових випробувань об'єктів, створених з вектором трансформації  
417: агрономічних, тестів на ефективність відносно комах і ефективність відносно гліфосату 

 

Вид 
польового 
випробу-

вання 

(A) 
Агроно-
мічне 

(B) Агроно-
мічне 

(C) 
Ефектив-

ність 
відносно 

комах 

(D) 
Агроно-
мічне 

(F) 
Ефектив-

ність 
відносно 
гліфосату 

(G) 
Ефектив-

ність 
відносно 
гліфосату 

(H) 
Ефектив-

ність 
відносно 

комах 

(I) 
Агроно-
мічне 

Контроль, 
викорис-
товува-
ний для 
порівнян-
ня 

LH244, 
#890 

LH24493IDI3, 
#890 

LH244, 
MON 

88017, 
#890 

LH244, 
MON 
88017 

MON 
88017 

MON 
88017 

MON 
88017, 
#890 

LH244, 
#890 

Інбред-
ний або 
гібридний 

 
R3 

інбредний 
R3 інбредний 

Інбредний 

R293IDI3 

R5 
інбредний 

R5 
інбредний 

Інбредний 

R4MON 
89034 

Інбредний 

R4MON 
89034 

R5 
інбредний 

Тестовий 
об'єкт 

A = = 
<0,10 
СПК 

= = = 
~0,10 
СПК 

- 

MON 
87411 

= = NA = = = 
~0,10 
СПК 

= 

C = = 
~0,10 
СПК 

= - NA NA NA 

D = = 
~0,10 
СПК 

+ = = 
~0,20 
СПК 

NA 

E = = NA + = = 
~0,15 
СПК 

= 

F = = NA + - NA NA NA 

G = = NA + = = 
~0,15 
СПК 

= 

H‡ - = 
~0,10 
СПК 

NA NA NA NA NA 

I‡ - = NA NA NA NA NA NA 
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Вид 
польового 
випробу-

вання 

(A) 
Агроно-
мічне 

(B) Агроно-
мічне 

(C) 
Ефектив-

ність 
відносно 

комах 

(D) 
Агроно-
мічне 

(F) 
Ефектив-

ність 
відносно 
гліфосату 

(G) 
Ефектив-

ність 
відносно 
гліфосату 

(H) 
Ефектив-

ність 
відносно 

комах 

(I) 
Агроно-
мічне 

J† = = NA NA NA NA NA NA 

K - = 
~0,15 
СПК 

= NA NA NA NA 

L = = NA = NA NA NA NA 

M = = 
~0,20 
СПК 

+ NA NA NA NA 

N - = NA - NA NA NA NA 

O = = NA NA NA NA NA NA 

P - = NA NA NA NA NA NA 

Q = = NA NA NA NA NA NA 

 
СПК = ступінь пошкодження коріння. 
NA = дані не були доступні. 
 
Об'єкти порівнювали з контролем (контролями) в кожному польовому випробуванні. Дані 

для кожного польового випробування усереднювали за допомогою дублюючих ділянок, 
розташованих в декількох місцях. LH244 являв собою контроль трансформаційної лінії. ДНК-5 

вектор "# 890" використовували для одержання об'єктів, експресуючих тільки 240-мерний 
Dv_Snf7o IR. Як контроль використовували комерційний об'єкт MON 88017, який надавав 
рослинам кукурудзи стійкість до твердокрилих і толерантність до гліфосату. "RN інбредний" 
означає N-не покоління потомства. Гібридні об'єкти, оцінювані в польових випробуваннях, були 
вирощені з насіння, зібраного від схрещування з одним з батьків з оцінюваним об'єктом (MON 10 

87411 або від А до Q) і з одним з батьків, вказаних в таблиці 5 (стовпець С, G або Н). Зокрема, в 

таблиці 5, в стовпці, що описує інбредний об'єкт R293IDI3, указано, що R2 інбредний елемент з 
об'єкта в ході дослідження схрещували з лінією 93IDI3 інбредної кукурудзи для одержання 
гібридного насіння. Аналогічним чином, в таблиці 5, стовпцях G і Н, що описують інбредний 

об'єкт R4MON 89034, указано, що R4 інбредне потомство з об'єкта в ході дослідження 15 

схрещували з рослиною, що містить об'єкт MON 89034, для одержання гібридного насіння. "NA" 
означає, що дані для цього тестового об'єкта були недоступні. Позначення "=" вказує на 
еквівалентність ознаки в порівнянні з контрольною групою. Позначення "-" вказує на наявність 
ознаки в порівнянні з контрольною групою. Позначення "+" вказує на підвищення продуктивності 
в порівнянні з контрольною групою. "СПК" означає ступінь пошкодження коріння. Знак "φ" 20 

означає, що в одночасних дослідженнях в теплиці було показано, що застосовний об'єкт 
виявляється в фенотипічно нетипових рослинах, вирощених в шкілці. Знак "†" означає, що в 
одночасних дослідженнях в теплиці було показано, що застосовний об'єкт не забезпечує 
ефективність проти WCR. 

Агрономічні польові випробування були проведені в декількох районах Північної Америки і 25 

Південної Америки, одержані результати представлені як середні дані по всіх ділянках, що 
показано в таблиці 5, стовпці А, В, D і I. В цих агрономічних польових випробуваннях 
кукурудзяні зерна були посаджені по схемі рандомізованого повного блока (RCB) в три ряди 
ділянок на об'єкт на ділянку. На кожний ряд ділянки висаджували 100 зерен. Методика 
досліджень була розроблена для оптимізації виробництва зерна і усунення природного 30 

навантаження WCR. Були зібрані один або декілька з наступних показників стандартних 
агрономічних польових випробувань: одиниці міри скидання пилка до 50% (GDU), селекційна 
оцінка (BR), потужність паростків (SDV), вилягання стебел (STLC), ламкість коріння (RTLC), 
висота качана зрілих рослин (EHT), висота рослини дорослих рослин (РНТ), вологість зерна 
(MST) і вага зерна при випробуваннях (TWT), фенотипічно нетипові рослини і врожайність 35 

зерна. Проводили оцінку і інбредних, і гібридних об'єктів, результати наведені в таблиці 5, 
стовпці А, В, D і I. Придатні контролі були включені в три ряди ділянок, на контроль на ділянку. 
Виводили середні результати на ділянку на всіх ділянках. Дані проводили через аналіз 
дисперсії, і середні значення розділяли по найменшій суттєвій різниці при 5% рівні імовірності 
(LSD (0,05)). 40 

Результати польових випробувань на ефективність проти комах, які включали в себе аналіз 
пошкодження WCR, усереднений по декількох північноамериканських ділянках, наведені в 
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таблиці 5, стовпці С і H. Для цих польових випробувань на ефективність кукурудзяні зерна були 
посаджені по схемі RCB в три ряди ділянок на об'єкт на ділянку; на кожний ряд ділянки 
висаджували 25 зерен. Тестові об'єкти були представлені в гібридних рослинах. Придатні 
контролі були включені в три ряди ділянок, на контроль на ділянку. Коли кукурудза на ділянках 
досягала стадії росту V2, 5 рослин на кожній ділянці заражали яйцями WCR в кількості 3330 5 

яєць на рослину. Під час стадії росту V10 коріння 5 заражених рослин на кожній ділянці 
викопували, промивали і оцінювали на наявність пошкоджень - об'їдань по ступеню 
пошкодження коріння (СПК) від 0 до 3, де СПК = 0 означає відсутність пошкодження коріння, і 
СПК = 3 означає наявність максимального пошкодження коріння. Показники СПК для тестових 
об'єктів і контрольних рослин були усереднені по показниках від рослин зі всіх ділянок на всіх 10 

ділянках. Рослини негативного контролю в кожному польовому випробуванні на ефективність 
проти комах показували відповідні середні СПК, що становлять 1,7 і 1,5 СПК. Комерційні 
перевірочні зразки в кожному польовому випробуванні на ефективність проти комах показували 
відповідні середні СПК 0,25 і СПК 0,20. Рослини, що містять об'єкти з конструкції ДНК # 890, 
показували СПК в діапазоні від 0,35 до 0,50 СПК. Об'єкти з конструкції ДНК # 417 стійко давали 15 

рослини з середнім показником СПК, який був нижче порога економічного збитку 0,25 СПК. 
Результати польових випробувань на ефективність, що оцінюють толерантність рослин до 

обробки гербіцидом гліфосатом, проведених на декількох ділянках в Північній Америці, 
наведені в таблиці 5, стовпці F і G. Схеми застосування гліфосату, використовувані для 
конкретного випробування в рамках цих польових випробувань на ефективність, представлені в 20 

таблиці 6 (відповідно до таблиці 5, стовпець F) і в таблиці 7 (відповідно до таблиці 5, стовпець 
С). 

 
Таблиця 6 

 
Польові випробування обробки гербіцидами 

 

Обробка Концентрація (фунт к.е./А) Схема (по стадії росту рослини) 

Гліфосат 1,5 V2 

Гліфосат 1,5, 0,75, 0,75 V2, V8, V10 

Гліфосат 1,5, 1,125, 1,125 V2, V8, V10 

 
"фунт к.е." означає фунт кислотного еквівалента. "А" означає акр. 
 

Таблиця 7 
 

Польові випробування обробки гербіцидами 
 

Обробка Концентрація (фунт к.е./А) Схема (по стадії росту рослини) 

Без обробки 0,0 Не оцінювалася 

Гліфосат 1,5, 1.,5 V4, V8 

Гліфосат 3,0, 3.0 V4, V8 

Гліфосат 4,5, 4.,5 V4, V8 

 
"фунт к.е." означає фунт кислотного еквівалента. "А" означає акр. 
Кожна ділянка зі 100 рослин оцінювалася по нанесеному збитку для урожаю на 7-10 день 25 

після останнього обприскування кожного лікування. Показники пошкодження урожаю включали 
в себе хлороз, вади розвитку і середнє зниження висоти рослин, всі з яких вказують на більш 
низьку толерантність до гербіциду гліфосату. Кожну ділянку також оцінювали на РНТ, EHT, 
кількість днів до 50% скидання пилка (D50P), кількість днів до 50% появи ниток (D50S), TWT, 
MST і врожайність. Представленими об'єктами були інбредні рослини і гібридні рослини, які 30 

порівнювали з об'єктом MON 88017. Об'єкти "А", MON 87411, "D", "E" і "G" були еквівалентні 
об'єкту MON 88017 відносно пошкодження урожаю, показників РНТ, EHT, D50P, D50S, TWT, 
MST і рівня врожайності. На основі цих результатів в поєднанні зі значною перевагою по 
показнику СПК у об'єкта MON 87411 в порівнянні з іншими об'єктами і комерційним об'єктом 
MON 88017 був вибраний об'єкт MON 87411. 35 

Приклад 3 
Цей приклад описує молекулярну характеристику об'єкта MON 87411. Зразок тканини листя 

відбирали з рослин (R0) MON 87411. Проводили секвенування геномної ДНК, відповідної 
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трансгенному інсерційному сайту в об'єкті MON 87411, і не спостерігалося яких-небудь 
відмінностей в порівнянні з послідовністю у векторі трансформації, відповідному вектору # 417. 

Фланкуючі послідовності були картовані на референс-послідовності геному кукурудзи, що 
включають в себе референс-геному B73 кукурудзи (Ref В73). Було встановлено, що об'єкт MON 
87411 фізично розташований на хромосомі 9. Фланкуюча послідовність, яка закінчується на 5 

з'єднанні лівий кінець/ДНК-вставка, відповідає положенню ZM_B73_CR09: 39261797. 
Фланкуюча послідовність, яка закінчується на з'єднанні правий кінець/ДНК-вставка, відповідає 
положенню ZM_B73_CR09: 39261915. Фланкуючі послідовності для об'єктів MON 87411 були 
проаналізовані на наявність геномних дуплікацій, повторів і ендогенних генів. Не було виявлено 
нічого з вищепереліченого. 10 

Аналіз послідовності ДНК, вставленої в об'єкт MON 87411, свідчить, що тільки 263 
нуклеотидів на лівій границі Agrobacterium (довільно позначеній як 5'-кінець вставки) і тільки 15 
нуклеотидів на правій границі Agrobacterium (довільно позначеній як 3'-кінець вставки) були 
збережені у вставленій ДНК в геномному інсерційному сайті об'єкта MON 87411. 

Був проведений порівняльний аналіз геномної послідовності, що фланкує ДНК-вставку в 15 

об'єкті MON 87411 і відповідає геномній області інсерційного сайта в алелі дикого типу з LH244. 
У цьому аналізі було встановлено, що в ході конструювання об'єкта MON 87411 сегмент з 118 
пар основ з геномної ДНК LH244 був заміщений вставленою ДНК з вектора трансформації # 
417. 

Приклад 4 20 

У цьому прикладі описані способи, які корисні при ідентифікації присутності ДНК, що 
походить з об'єкта MON 87411 в зразку кукурудзи. Були створені пара праймерів і зонд з метою 
ідентифікації унікального з'єднання, яке утворене між геномною ДНК і довільно призначеним 5'-
кінцем вставленої ДНК з об'єкта MON 87411 (тобто ліве з'єднання) і входить в SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 або SEQ ID NO:21. 25 

Послідовність олігонуклеотидного прямого праймера SQ27011 (SEQ ID NO:18) ідентична 
нуклеотидній послідовності, відповідній позиціям від 462 до 490 SEQ ID NO:1 і SEQ ID NO:2, 
позиціям від 107 до 135 SEQ ID NO:7, позиціям від 72 до 100 SEQ ID NO:6, позиціям від 12 до 40 
SEQ ID NO:5 і позиціям від 1 до 29 SEQ ID NO:21. Послідовність олігонуклеотидного зворотного 
праймера SQ9085 (SEQ ID NO:20) ідентична зворотному комплементу нуклеотидної 30 

послідовності, відповідної позиціям від 516 до 541 SEQ ID NO:1 і SEQ ID NO:2, позиціям від 161 
до 186 SEQ ID NO:7, позиціям від 126 до 151 SEQ ID NO:6, позиціям від 66 до 91 SEQ ID NO:5, 
позиціям від 16 до 41 SEQ ID NO:4 і позиціям від 55 до 80 SEQ ID NO:21. Послідовність 
олігонуклеотидного зонда PB3552 (SEQ ID NO:19) ідентична зворотному комплементу 
нуклеотидної послідовності, відповідної позиціям від 502 до 515 SEQ ID NO:1 і SEQ ID NO:2, 35 

позиціям від 147 до 160 SEQ ID NO:7, позиціям від 112 до 125 SEQ ID NO:6, позиціям від 52 до 
65 SEQ ID NO:5, позиціям від 2 до 15 SEQ ID NO:4 і позиціям від 41 до 54 SEQ ID NO:21. ПЛР-
праймери SQ27011 (SEQ ID NO:18) і SQ9085 (SEQ ID NO:20) ампліфікують 79-нуклеотидний 
амплікон з унікальної геномної/вставленої ДНК на лівому з'єднанні об'єкта MON 87411. Ця ж 
пара праймерів із зондом PB3552 (SEQ ID NO:19), який несе флуоресцентну мітку (а саме 40 

флуоресцентну мітку 6FAM), можна використовувати в ПЛР-аналізі кінцевих точок TaqMan 
для ідентифікації присутності в зразку ДНК, що походить з об'єкта MON 87411. 

Були сконструйовані пара праймерів і зонд з метою виявлення унікального з'єднання, 
утвореного між геномною ДНК і довільно призначеним 3'-кінцем вставленої ДНК з об'єкта MON 
87411 (тобто правого з'єднання), що входить в SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID 45 

NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 або SEQ ID NO:25. Послідовність олігонуклеотидного 
прямого праймера SQ27066 (SEQ ID NO:22) ідентична нуклеотидній послідовності, відповідній 
позиціям від 11710 до 11728 SEQ ID NO:1, позиціям від 11210 до 11228 SEQ ID NO:4, позиціям 
від 45 до 63 SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 і SEQ ID NO:10 і позиціям від 1 до 19 SEQ ID NO:25. 
Послідовність олігонуклеотидного зворотного праймера SQ26977 (SEQ ID NO:24) ідентична 50 

зворотному комплементу нуклеотидної послідовності, відповідної позиціям від 11756 до 11784 
SEQ ID NO:1, позиціям від 91 до 117 SEQ ID NO:8, позиціям від 91 до 119 SEQ ID NO:9 і SEQ ID 
NO:10, позиціям від 23 до 51 SEQ ID NO:3 і позиціям від 47 до 75 SEQ ID NO:25. Послідовність 
олігонуклеотидного зонда PB11300 (SEQ ID NO:23) ідентична нуклеотидній послідовності, 
відповідній позиціям від 11731 до 11755 SEQ ID NO:1, позиціям від 11231 до 11248 SEQ ID 55 

NO:4, позиціям від 66 до 90 SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 і SEQ ID NO:10, позиціям від 1 до 22 
SEQ ID NO:3 і позиціям від 22 до 46 SEQ ID NO:25. ПЛР-праймери SQ27066 (SEQ ID NO:22) і 
SQ26977 (SEQ ID NO:24) ампліфікують 75-нуклеотидний амплікон з унікальної 
геномної/вставленої ДНК на правому з'єднанні об'єкта MON 87411. Цю ж пару праймерів із 
зондом PB11300 (SEQ ID NO:23), який несе флуоресцентну мітку (а саме флуоресцентну мітку 60 
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6FAM), можна використовувати в ПЛР-аналізі кінцевих точок TaqMan для ідентифікації 
присутності в зразку ДНК, що походить з об'єкта MON 87411. 

Фахівцям в даній галузі потрібно розуміти, що на доповнення до SQ27011, SQ9085, PB3552, 
SQ27066, SQ26977 і PB11300 можна створювати інші праймери і/або зонди і для ампліфікації, 
і/або для гібридизації з послідовностями в межах SEQ ID NO:1, які є унікальними і корисними 5 

для виявлення присутності в зразку ДНК, що походить з об'єкта MON 87411. 
Для об'єктів MON 87411 на основі молекулярного аналізу і аналізу послідовності були 

розроблені тести ПЛР для ідентифікаційних досліджень об'єктів. Згідно зі стандартною 
лабораторною молекулярно-біологічною практикою були оптимізовані параметри або 

стандартного аналізу ПЛР, або аналізу TaqMan ПЛР з кожною парою праймерів і зондів (а 10 

саме зондів, мічених флуоресцентною міткою, наприклад 6FAM), використовуваних для 
виявлення присутності в зразку ДНК, що походить від об'єкта MON 87411 (SQ27011, SQ9085 
і/або PB3552 або SQ27066, SQ26977 і/або PB11300). Звичайно параметри, які були 
оптимізовані, включали в себе концентрацію праймера і зонда, кількість матричної ДНК і 
параметри циклів ПЛР-ампліфікації. Контроль для реакції ПЛР включав в себе праймери 15 

(SQ20221 (SEQ ID NO:38) і SQ20222 (SEQ ID NO:40)) і/або зонди (PB10065 (SEQ ID NO:39)) 

(зонд, мічений флуоресцентною міткою, наприклад VIC), які є специфічними для внутрішнього 
контролю, однокопійного гена в геномі кукурудзи. Фахівцю в даній галузі відомо, як 
конструювати інші специфічні ПЛР-праймери для однокопійного гена в геномі кукурудзи, які 
можна використовувати для ампліфікації амплікону, призначеного для використання як 20 

внутрішнього контрольного зонда або як внутрішнього контролю в аналізі ПЛР (наприклад, 

TaqMan). ДНК екстрагували з тканини листа для кожної з наступних задач: [1] зразок листа 
для аналізу; [2] негативний контроль (ДНК нетрансгенної кукурудзи); [3] негативний водний 
контроль (без матриці); і [4] позитивний контроль ДНК MON 87411. Виявлення ампліконів в 
стандартному ПЛР-аналізі можна було візуалізувати за допомогою гель-електрофорезу ДНК і в 25 

ПЛР-аналізі TaqMan шляхом реєстрації флуоресценції. 
Аналіз зиготності корисний для визначення, чи є рослина, що містить об'єкт, гомозиготною 

по цьому об'єкту ДНК, тобто містить екзогенну ДНК в тій же локалізації на кожній хромосомі з 
пари хромосом; або є гетерозиготною по цьому об'єкту ДНК, тобто містить екзогенну ДНК 
тільки на одній хромосомі з пари хромосом; або є нульовою по об'єкту ДНК, тобто являє собою 30 

дикий тип. Зиготність рослини кукурудзи, що містить об'єкт MON 87411, можна визначити 

шляхом термічної ампліфікації (ПЛР) або способами TaqMan з кінцевими точками. Наприклад, 
при ПЛР-ампліфікації пари праймерів SQ27011 (SEQ ID NO:18) і SQ26977 (SEQ ID NO:22) 
гібридизуються в геномній ДНК, фланкуючій вставний об'єкт MON 87411. Ця пара праймерів 
буде створювати амплікон, який має довжину в 11323 нуклеотидів, якщо в зразку присутня ДНК, 35 

що походить з об'єкта MON 87411. Ця ж пара праймерів буде створювати амплікон, який має 
довжину приблизно тільки в 150 нуклеотидів, якщо ДНК кукурудзи в зразку не походить від 
об'єкта MON 87411. На гель-електрофорезі ДНК одна смуга з 11323 пар основ свідчить про те, 
що ДНК в цьому зразку походить від гомозиготного об'єкта MON 87411, одна смуга приблизно з 
150 п.о. свідчить про те, що ДНК в зразку не належить до об'єкта MON 87411, і присутність і 40 

смуги в 11323 п.о., і смуги приблизно в 150 пар основ вказує на те, що ДНК в зразку походить з 
рослини кукурудзи, що є гетерозиготною по об'єкту MON 87411. 

Аналіз TaqMan може бути розроблений для визначення зиготності рослини кукурудзи, що 
містить об'єкт MON 87411. Для цього аналізу створюються три або чотири праймери і два 
зонди, при цьому [1] перша пара праймерів і перший зонд є специфічними для виявлення 45 

присутності в зразку ДНК об'єкта MON 87411, і [2] друга пара праймерів, відмінна від першої 
пари праймерів, і другий зонд, відмінний від першого зонда, є специфічними для виявлення 
присутності ДНК кукурудзи дикого типу (тобто зразка, що не містить об'єкт MON 87411). У 

аналізі TaqMan або в подібному аналізі наявність флуоресцентного сигналу тільки від 
першого зонда свідчить про те, що рослина гомозиготна по об'єкту MON 87411 і є 50 

діагностичною на гомозиготність; флуоресцентний сигнал і від першого зонда, і від другого 
зонда свідчить про те, що рослина гетерозиготна по об'єкту MON 87411 і є діагностичною на 
гетерозиготність; і флуоресцентний сигнал тільки від другого зонда свідчить про те, що рослина 
гомозиготна по алелю дикого типу (тобто є нульовою для об'єкта MON 87411) і є діагностичною 
для цієї ознаки. 55 

Приклад 5 
Цей приклад описує чудовий захист рослини, що містить об'єкт MON 87411, від 

пошкодження злаковими кореневими черв'яками, в порівнянні з існуючими комерційними 
продуктами (MON 88017 і DAS-59122-7) і рослинами негативного контролю. Були проведені 
польові випробування на ефективність, в яких порівнювали по 135 рослин кожного з об'єктів 60 
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MON 87411, MON 88017, DAS-59122-7 і негативних контрольних об'єктів. Були зібрані показники 
ступеня пошкодження коріння (СПК), і в таблиці 8 показаний процент рослин з СПК нижче рівня 
економічного збитку (СПК=0,25). 

У таблиці 8 показано, що приблизно тільки у 4% рослин, що містять об'єкт MON 87411, 
виявлений СПК, що перевищує економічний поріг 0,25 СПК. На відміну від цього, 22% з 5 

комерційних рослин, що містять MON 88017, показують СПК, що перевищує економічний поріг 
0,25 СПК. І 20% з комерційних рослин, що містять DAS-59122-7, показують СПК, що перевищує 
економічний поріг 0,25 СПК. І 96% рослин негативного контролю показують СПК, що перевищує 
економічний поріг 0,25 СПК. З одержаних даних зроблений висновок, що об'єкт MON 87411 
явно показує чудові властивості по забезпеченню захисту від пошкоджень злаковими 10 

кореневими черв'яками, в порівнянні з комерційними продуктами MON 88071 і DAS-59122-7 і 
негативним контролем. 

 
Таблиця 8 

 
Результати польових випробувань на ефективність з приблизним процентом рослин, що 

показали СПК0,25 
 

Тестований об'єкт Приблизний процент рослин, що показали СПК0,25 

Об'єкт MON 87411 96 

MON 88017 78 

DAS-59122-7 80 

Рослини негативного контролю 4 

 
В дослідження включені 135 рослин для кожного тестованого об'єкта. 
 
Випробування на ефективність в теплиці були проведені для тестування продуктивності 15 

об'єктів MON 87411 з екстремальним навантаженням пошкодженням злаковими кореневими 
черв'яками. У цьому випробуванні були протестовані наступні об'єкти: об'єкт MON 87411, об'єкт, 
одержаний шляхом трансформації з ДНК вектором # 890, експресуючим тільки длРНК; MON 
88017, DAS-59122-7 і негативний контроль. Для цих випробувань на ефективність при високому 
навантаженні тестові рослини кукурудзи вирощували в горщиках в теплиці. Екстремальне 20 

навантаження пошкодженням досягалося шляхом послідовного зараження кожної горщикової 
рослини яйцями WCR в кількості приблизно 2000 яєць на один горщик в стадії росту V2 і 
додаткового 4-кратного зараження, яке здійснювали з інтервалами від 1 до 1-1/2 тижня в 
кількості приблизно 1000 яєць WCR на один горщик на одне зараження, при цьому в загальній 
складності в кожний горщик було додано близько 6000 яєць WCR. Коріння рослин витягували, 25 

промивали і підраховували показник СПК на стадії росту VT. Коріння від всіх тринадцяти (N = 
13) рослин негативного контролю показало максимальне пошкодження, або абсолютне 
значення СПК = 3. Ці результати показують, що об'єкт MON 87411 значно перевершує інші 
об'єкти кукурудзи, доступні для контролю злакових кореневих черв'яків (таблиця 9). 

 30 

Таблиця 9 
 

Ступінь пошкодження коріння (СПК) під високим навантаженням пошкодженням злаковими 
кореневими черв'яками 

(N = кількість тестових рослин) 
 

Об'єкт 
Середній показник 

СПК 
Нижній і верхній 95% довірчі межі 

Негативний контроль (N = 13) 3,0 Абсолютне значення 

Тільки длРНК (N = 11) 0,36 0,17/0,54 

MON 88017 (N = 11) 2,1 1,8/2,4 

DAS-59122-7 (N = 16) 0,29 0,17/0,42 

MON 87411 (N = 13) 0,06 0,03/0,08 

 
Одним з показників ефективності трансгенних об'єктів проти злакових кореневих черв'яків є 

виявлення виповзання дорослих жуків з ґрунту в горщиках з рослинами, які вирощуються в 
теплиці. Щоб визначити появу дорослих жуків злакових кореневих черв'яків з ґрунту в горщиках, 
де вирощували рослини об'єкта MON 87411, пророщували від 10 до 15 рослин в горщиках, що 35 
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містять ґрунт, заражений яйцями WCR, подібно прикладу, описаному вище. Протягом всього 
періоду росту кожна рослина кукурудзи була накрита сітчастим мішком для уловлювання всіх 
виповзаючих дорослих жуків. 

Підрахунок наземних дорослих жуків проводили на 6, 12 і 18 тижні після появи сходів 
рослин, і в кінці дослідження коріння оцінювали на СПК. Рослини, що містять об'єкт MON 87411, 5 

порівнювали з рослинами негативного контролю і іншими протективними трансгенними 
об'єктами проти злакових кореневих черв'яків. Результати показали, що спостерігалася значно 
менша кількість виповзаючих з ґрунту жуків в тих горщиках, в яких знаходилися рослини з 
об'єктом MON 87411, в порівнянні з іншими протективними трансгенними об'єктами проти 
злакових кореневих черв'яків, що свідчить про чудові властивості об'єкта MON 87411 для 10 

захисту від пошкоджень злаковими кореневими черв'яками. 
Приклад 6 
Цей приклад показує, що орієнтація експресії двох різних промоторів в клітині кукурудзи, 

кожний з яких запускає експресію окремого агента, токсичного для злакових кореневих 
черв'яків, може в результаті давати значно поліпшені співвідношення трансгенних об'єктів, що 15 

виявляють ефективність при введенні їх в раціон личинок злакових кореневих черв'яків. 
Клітини кукурудзи були трансформовані одним з чотирьох різних векторів трансформації 

рослин: pMON120417, pMON120434, pMON120416 або pMON120419, і були одержані 
трансгенні об'єкти, які регенерували в трансгенні рослини кукурудзи. 

Згідно з фіг. 4, всі вектори трансформації рослин містять три касети експресії - 1, 2 і 3, 20 

обмежені з одного кінця за допомогою лівої границі (LB) Agrobacterium і з протилежного кінця за 
допомогою правої границі (RB) Agrobacterium. Токсична для злакових кореневих черв'яків 
длРНК експресується з касети 1 у всіх чотирьох векторах з посиленого промотору вірусу 
мозаїки цвітної капусти 35S (e35S). Білок Cry3Bb, токсичний для злакових кореневих черв'яків, 
експресується у вектори pMON120417, pMON120434 з касети 2 з промотору Zm.PIIG. Білок 25 

Cry3Bb, токсичний для злакових кореневих черв'яків, експресується у вектори pMON120416, 
pMON120419 з касети 2 з промотору Os.Rcc3. У всіх чотирьох векторах касета 1 і касета 3 
знаходяться в одній і тій же відносній орієнтації. Згідно з фіг. 4, блок стрілок вказує напрямок 
експресії з промотору в кожній з відповідних касет. 

Відносна орієнтація касети 2 у векторах pMON120417 і pMON120434 є зворотною, про що 30 

свідчить блок стрілок (фіг. 4), що вказують напрямок експресії від промотору. Експресія білка 
Cry3Bb, токсичного для злакових кореневих черв'яків, в pMON120417 з касети 2, відбувається 
дивергентно відносно напрямку експресії длРНК, токсичної для злакових кореневих черв'яків, 
яка експресується з касети 1. Експресія білка Cry3Bb, токсичного для злакових кореневих 
черв'яків, в PMON 120434 з касети 2, відбувається з тією ж орієнтацією, що і експресія токсичної 35 

для злакових кореневих черв'яків длРНК з касети 1. 
Відносна орієнтація касети 2 у векторах pMON120416 і pMON120419 є зворотною, про що 

свідчить блок стрілок (фіг. 4), що вказують напрямок експресії від промотору. Експресія білка 
Cry3Bb, токсичного для злакових кореневих черв'яків, в pMON120416 з касети 2, відбувається 
дивергентно відносно напрямку експресії длРНК, токсичної для злакових кореневих черв'яків, 40 

яка експресується з касети 1. Експресія білка Cry3Bb, токсичного для злакових кореневих 
черв'яків, в pMON120419 з касети 2, відбувається в тій же орієнтації, що і експресія токсичної 
для злакових кореневих черв'яків длРНК з касети 1. 

Як показано в таблиці 10, якщо в раціоні злакових кореневих черв'яків видів Diabrotica 
присутня тканина з трансгенних рослин кукурудзи, то рослини, одержані трансформацією за 45 

допомогою конструкції або pMON120417, або pMON120416 (дивергентна експресія компонентів, 
токсичних для злакових кореневих черв'яків), були більш ефективні відносно пестицидної 
активності, в порівнянні з рослинами, одержаними шляхом трансформації за допомогою 
конструкції або pMON120434, або pMON120419 (з тандемною або однаковою орієнтацією 
експресії) (таблиця 10). Співвідношення ефективних об'єктів, створених шляхом трансформації 50 

з використанням векторів pMON120417 і pMON120416, в порівнянні зі співвідношенням 
ефективних об'єктів з векторів pMON120416 і pMON120419, було значно більшим, про що 
свідчать дані з таблиці 10. Наприклад, для об'єктів, створених з вектора pMON120417 з 
дивергентною експресією компонентів, що запускається промотором, токсичних для злакових 
кореневих черв'яків, 11 з 43 об'єктів, або майже 25% об'єктів, виявляли ефективний контроль 55 

злакових кореневих черв'яків. Навпаки, не було одержано яких-небудь ефективних об'єктів 
серед об'єктів, створених з вектора PMON 120434 з експресією з тандемною орієнтацією 
компонентів, що запускається промотором, токсичних для злакових кореневих черв'яків. Для 
об'єктів, створених з вектора pMON120416 з дивергентною експресією компонентів, що 
запускається промотором, токсичних для злакових кореневих черв'яків, 17 з 27 об'єктів, або 60 
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близько 63% об'єктів, виявляли ефективний контроль злакових кореневих черв'яків. Навпаки, 
було одержано тільки близько 18,5% ефективних об'єктів серед об'єктів, створених з вектора 
pMON120419 з експресією з тандемною орієнтацією компонентів, що запускається промотором, 
токсичних для злакових кореневих черв'яків. Ці дані демонструють значно підвищену кількість 
ефективних об'єктів і поліпшення співвідношення трансгенних об'єктів, що виявляють 5 

ефективність, якщо трансгенні рослини кукурудзи створюються з вектора трансформації рослин 
з двома різними промоторами, кожний з яких запускає дивергентну експресію (в напрямах, що 
розходяться) двох різних агентів, токсичних для злакових кореневих черв'яків, і трансгенні 
рослини кукурудзи присутні в раціоні личинок злакових кореневих черв'яків. 

 10 

Таблиця 10 
 

Результати, що показують кількість R0-об'єктів і кількість ефективних об'єктів, одержаних з 
чотирьох векторів трансформації рослин 

 

Конструкція Кількість R0-об'єктів Кількість ефективних об'єктів 

pMON120417 43 11 

pMON120434 8 0 

pMON120416 27 17 

pMON120419 43 8 

 
Приклад 7 
Для виробництва рослин кукурудзи або частин рослин, які містять поліпшені агрономічні, 

інсектицидні або гербіцидні властивості, можна схрещувати рослини кукурудзи, що містять 
об'єкт MON 87411, з рослинами кукурудзи, що містять потенційно будь-який інший об'єкт 15 

кукурудзи або їх комбінації і фенотипи, досліджені для визначення одержуваних властивостей у 
потомства цих рослин. Як необмежувальний приклад, MON 87411 можна схрещувати з 
рослинами кукурудзи, в тому числі з однією або декількома комбінаціями, вибираними з 
наступного: DAS-59122-7, MIR604, MON 89034, MON 87411, MON 87427, TC1507, 5307, DAS-
06275-8, Bt176, BT11 і MIR162. 20 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Молекула рекомбінантної ДНК, яка містить нуклеотидну послідовність, вибирану з групи, що 5 

складається з SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 21 і SEQ ID NO: 
25 та їх комплементів, що вказує на присутність трансгенного об'єкта, де репрезентативний 
зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-
12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1. 10 

2. Молекула рекомбінантної ДНК, яка містить нуклеотидну послідовність, що має щонайменше 
99 % ідентичності з SEQ ID NO: 1 або з її повним комплементом, що вказує на присутність 
трансгенного об'єкта, де репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний 
об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ 
ID NO: 1. 15 

3. Молекула рекомбінантної ДНК за п. 1 або 2, при цьому вказана молекула рекомбінантної ДНК 
виявляється в зразку, що включає рослину кукурудзи, клітину рослини кукурудзи, насіння 
кукурудзи, потомство рослини кукурудзи, частину рослини кукурудзи або товарний кукурудзяний 
продукт. 
4. Зонд ДНК, який містить полінуклеотидний сегмент достатньої довжини суміжних нуклеотидів 20 

SEQ ID NO: 1 або її комплементу, щоб у зразку функціонувати як зонд ДНК для індикації 
присутності трансгенного об'єкта або конструкції, що міститься в ньому, де репрезентативний 
зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-
12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1, який гібридизується в жорстких 
умовах гібридизації з молекулою ДНК, що містить нуклеотидну послідовність, вибрану з групи, 25 

що складається з SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ 
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 21 і SEQ ID 
NO: 25, і їх комплементів. 
5. Пара молекул ДНК, що містить першу молекулу ДНК і другу молекулу ДНК, відмінну від 
першої молекули ДНК, при цьому кожна з вказаних першої і другої молекул ДНК містить 30 

полінуклеотидний сегмент достатньої довжини з послідовних нуклеотидів SEQ ID NO: 1 або 
SEQ ID NO: 2, або SEQ ID NO: 3, або SEQ ID NO: 4, які діють як праймери ДНК при їх спільному 
використанні в реакції ампліфікації із зразком, що містить матричну ДНК трансгенного об'єкта, 
де репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під 
номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1, для одержання 35 

амплікону, який є діагностичною ознакою вказаної ДНК трансгенного об'єкта у вказаному зразку. 
6. Спосіб виявлення присутності у зразку молекули ДНК з трансгенного об'єкта або конструкції, 
що міститься в ньому, де репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний 
об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ 
ID NO: 1, при цьому вказаний спосіб включає: 40 

(a) приведення в контакт вказаного зразка з зондом ДНК за п. 4; 
(b) вплив жорстких умов гібридизації на вказаний зразок і на вказаний зонд ДНК; і 
(c) виявлення гібридизації вказаного зонда ДНК з молекулою ДНК у вказаному об'єкті, 
при цьому гібридизація вказаного зонда ДНК із вказаною молекулою ДНК вказує на присутність 
у вказаному зразку молекули ДНК із вказаного трансгенного об'єкта або конструкції, що 45 

міститься в ньому. 
7. Спосіб виявлення присутності у зразку молекули ДНК з трансгенного об'єкта, де 
репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під 
номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1, при цьому 
вказаний спосіб включає: 50 

(a) приведення в контакт вказаного зразка з парою молекул ДНК за п. 5; 
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(b) проведення реакції ампліфікації, достатньої для одержання амплікону ДНК; і 
(c) виявлення присутності вказаного амплікону ДНК у вказаній реакції, 
при цьому вказаний амплікон ДНК містить нуклеотидну послідовність, вибрану з групи, що 
складається з SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 21 і SEQ ID NO: 5 

25. 
8. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи, що містить рекомбінантну 
полінуклеотидну молекулу, яка містить нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 1. 
9. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи за п. 8, при цьому рослина кукурудзи або 
частина рослини кукурудзи є толерантною до обробки гербіцидом гліфосатом. 10 

10. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи за п. 8, при цьому рослина кукурудзи або 
частина рослини кукурудзи є інсектицидною у випадку присутності в раціоні видів Diabrotica. 
11. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи за п. 10, при цьому вид Diabrotica 
вибирають з групи, що складається з Diabrotica virgifera virgifera (блішка довговуса західна, 
WCR), Diabrotica barbery (блішка довговуса північна, NCR), Diabrotica virgifera zeae (блішка 15 

довговуса мексиканська, MCR), Diabrotica balteata (блішка довговуса бразильська (BZR) або 
комплексу блішок довговусих бразильських (BCR), що складається з Diabrotica viridula і 
Diabrotica speciosa) і Diabrotica undecimpunctata howardii (блішка довговуса південна, SCR). 
12. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи за п. 8, при цьому вказана рослина 
надалі визначається як потомство рослини будь-якого покоління від рослини кукурудзи, що 20 

містить трансгенний об'єкт, де репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний 
трансгенний об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт 
містить SEQ ID NO:1. 
13. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи за п. 12, при цьому вказана рослина 
кукурудзи являє собою гібридне розведення, де щонайменше один з батьків містить 25 

трансгенний об'єкт, де репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний 
об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ 
ID NO:1. 
14. Насіння кукурудзи, що містить рекомбінантну полінуклеотидну молекулу, яка містить 
нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 1. 30 

15. Рослина кукурудзи або частина рослини кукурудзи, що містить ДНК, яка функціонує як 
матриця при аналізі способом ампліфікації ДНК, при цьому при здійсненні вказаного способу 
ампліфікації ДНК з використанням вказаної матриці створюється амплікон, який є діагностичним 
відносно присутності трансгенного об'єкта або конструкції, що міститься в ньому, при цьому 
репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, був депонований в 35 

АТСС під № доступу РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1. 
16. Спосіб одержання рослини кукурудзи, толерантної до гербіциду гліфосату, який включає 
введення в геном рослини кукурудзи трансгенного об'єкта, де репрезентативний зразок насіння, 
що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під номером АТСС РТА-12669, і вказаний 
трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1. 40 

17. Спосіб вирощування трансгенних рослин кукурудзи, що містять трансгенний об'єкт, де 
репрезентативний зразок насіння, що містить вказаний трансгенний об'єкт, депонований під 
номером АТСС РТА-12669, і вказаний трансгенний об'єкт містить SEQ ID NO: 1, який включає 
вирощування в полі рослин кукурудзи, які містять вказаний трансгенний об'єкт, і обробку 
вказаного поля ефективною кількістю гліфосату для контролю росту бур'янів на вказаному полі 45 

без ушкодження вказаних рослин кукурудзи, що містять вказаний трансгенний об'єкт. 
18. Спосіб за п. 17, при цьому вказана ефективна кількість гліфосату становить від 0,014 грама 
до 0,717 грама на квадратний метр. 
19. Неживий рослинний матеріал, який містить виявлювану кількість молекули рекомбінантної 
ДНК за п. 1 або 2. 50 

20. Спосіб захисту поля з рослинами кукурудзи проти зараження комахами виду Diabrotica і від 
гліфосату, що включає культивування на полі рослин кукурудзи, де на полі міститься від 50 до 
100 процентів рослин кукурудзи, які містять молекулу рекомбінантної ДНК за п. 1. 
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