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гетерологічною полінуклеотидною молекулою, яка транскрибується. Винахід також стосується 
клітини трансгенної рослини, трансгенної рослини або її частини, рослини-нащадка трансгенної 
рослини, трансгенної насінини, способу одержання товарного продукту та способу отримання 
трансгенної рослини. 

 



UA   121457   C2 

1 

 
ПОСИЛАННЯ ДО СПОРІДНЕНИХ ЗАЯВОК 
[0001] Ця заявка заявляє пріоритет попередньої заявки США № 61/785245, поданої 14 

березня 2013 року, яка включена в цю заявку у повному обсязі шляхом посилання. 
ВКЛЮЧЕННЯ СПИСКУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 5 

[0002] Список послідовностей, які містяться у файлі під назвою "MONS331WO.txt", розміром 
54,4 Кб (виміряно в Microsoft Windows®), що був створений 12 березня 2014 року, подається 
при цьому в електронній формі і включений у цей документ шляхом посилання. 

ГАЛУЗЬ ТЕХНІКИ 
[0003] Цей винахід відноситься до галузі молекулярної біології рослин, генетичної інженерії 10 

рослин та молекул ДНК, придатних для модуляції експресії генів у рослинах. 
РІВЕНЬ ТЕХНІКИ 
[0004] Регуляторні елементи являють собою генетичні елементи, які регулюють активність 

генів шляхом модуляції транскрипції функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка 
транскрибується. Такі елементи включають промотори, лідери, енхансери, інтрони та 3' 15 

нетрансльовані області та можуть бути використані в галузі молекулярної біології рослин та 
генетичної інженерії рослин. 

СУТЬ ВИНАХОДУ 
[0005] У цьому винаході запропоновані нові регуляторні елементи для використання в 

рослинах та генетичні конструкції, які містять регуляторні елементи. У цьому винаході також 20 

запропоновані трансгенні рослини, клітини рослин, частини рослин та насіння, які містять 
регуляторні елементи. В одному варіанті реалізації винаходу у винаході запропоновані 
регуляторні елементи, описані в цьому документі, функціонально пов'язані з молекулою ДНК, 
яка транскрибується. У деяких варіантах реалізації винаходу молекула ДНК, яка 
транскрибується, є гетерологічною відносно послідовності регуляторного елемента, 25 

запропонованого в цьому документі. У цьому документі також запропоновані способи 
одержання та застосування регуляторних елементів, описаних у цьому документі, включаючи 
генетичні конструкції, які містять регуляторні елементи та трансгенні рослини, клітини рослин, 
частини рослин і насіння, які містять регуляторні елементи, функціонально пов'язані з 
молекулою ДНК, яка транскрибується, гетерологічною відносно регуляторного елемента. 30 

[0006] Таким чином, в одному аспекті у винаході запропонована рекомбінантна молекула 
ДНК, яка містить послідовність ДНК, обрану із групи, що складається з: а) послідовності ДНК із 
щонайменше близько 85 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої з SEQ ID №: 1-20; 
б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID №: 1-20; і в) фрагмента будь-якої з SEQ ID 
№: 1-20, причому цей фрагмент має ген-регуляторну активність; при цьому послідовність ДНК 35 

функціонально пов'язана з гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується. Під 
"гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується" мають на увазі молекулу ДНК, яка 
транскрибується, яка є гетерологічною відносно послідовності ДНК. У конкретних варіантах 
реалізації винаходу рекомбінантна молекула ДНК містить послідовність ДНК, що має 
щонайменше близько 85 відсотків, щонайменше близько 86 відсотків, щонайменше близько 87 40 

відсотків, щонайменше близько 88 відсотків, щонайменше близько 89 відсотків, щонайменше 
близько 90 відсотків, щонайменше близько 91 відсотка, щонайменше близько 92 відсотків, 
щонайменше близько 93 відсотків, щонайменше близько 94 відсотків, щонайменше близько 95 
відсотків, щонайменше близько 96 відсотків, щонайменше близько 97 відсотків, щонайменше 
близько 98 відсотків або щонайменше 99 відсотків ідентичності послідовності до послідовності 45 

будь-якої ДНК з SEQ ID №: 1-20. У конкретних варіантах реалізації винаходу гетерологічна 
молекула ДНК, яка транскрибується, містить ген, який представляє агрономічний інтерес, 
наприклад, ген, здатний надавати рослинам стійкість до гербіцидів або шкідників. У ще інших 
варіантах реалізації винаходу у винаході запропонована генетична конструкція, яка містить 
рекомбінантну молекулу ДНК, як запропоновано в цьому документі. 50 

[0007] В іншому аспекті в цьому документі пропонуються трансгенні клітини рослин, які 
містять рекомбінантну молекулу ДНК, яка включає послідовність ДНК, обрану із групи, що 
складається з: а) послідовності ДНК із щонайменше близько 85 відсотками ідентичності 
послідовності до будь-якої з SEQ ID №: 1-20; б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ 
ID №: 1-20; і в) фрагмента будь-якої з SEQ ID №: 1-20, причому цей фрагмент має ген-55 

регуляторну активність; при цьому послідовність ДНК функціонально пов'язана з гетерологічною 
молекулою ДНК, яка транскрибується. У деяких варіантах реалізації винаходу трансгенна 
клітина рослини являє собою клітину однодольної рослини. В інших варіантах реалізації 
винаходу трансгенна клітина рослини являє собою клітину дводольної рослини. 
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[0008] У ще іншому аспекті в цьому документі нижче наведено трансгенну рослину або її 
частину, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка містить послідовність ДНК, обрану із 
групи, що складається з: а) послідовності ДНК із щонайменше близько 85 відсотками 
ідентичності послідовності до будь-якої з SEQ ID № 1-20; б) послідовності ДНК, яка містить 
будь-яку з SEQ ID №: 1-20; і в) фрагмента будь-якої з SEQ ID №: 1-20, причому цей фрагмент 5 

має ген-регуляторну активність; при цьому послідовність ДНК функціонально пов'язана з 
гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується. У конкретних варіантах реалізації 
винаходу трансгенна рослина являє собою рослину-нащадок будь-якого покоління відносно 
вихідної трансгенної рослини та містить молекулу рекомбінантної ДНК. Трансгенна насінина, 
яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка породжує таку трансгенну рослину при 10 

вирощуванні, також пропонується у винаході. 
[0009] В іншому аспекті у винаході запропонований спосіб отримання товарного продукту з 

трансгенної рослини, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК відповідно до цього винаходу. 
Товарна продукція відповідно до цього винаходу містить кількість SEQ ID №: 1-20. 
Використовуваний в цьому документі термін "товарний продукт" відноситься до будь-якої 15 

композиції або продукту, який складається з матеріалу, отриманого з трансгенної рослини, 
частини рослини, рослинної клітини, або насіння, що містять рекомбінантну молекулу ДНК 
відповідно до цього винаходу. Товарна продукція, включає, але не обмежується цим, оброблене 
насіння, зерна, частини рослин та борошно грубого помелу. Трансгенні рослини, які містять 
рекомбінантну молекулу ДНК відповідно до цього винаходу, можуть бути використані для 20 

виготовлення будь-якого товарного продукту, як правило, отриманого з рослини. Товарний 
продукт відповідно до цього винаходу буде містити визначувану кількість ДНК, яке відповідає 
рекомбінантній молекулі ДНК відповідно до цього винаходу. Виявлення в зразку цієї однієї або 
більше рекомбінантних молекул ДНК може бути використане для визначення вмісту або 
джерела товарного продукту. Будь-який стандартний спосіб виявлення молекул ДНК може бути 25 

використаний, включаючи способи детекції, описані в цьому документі. 
[00010] У ще одному аспекті у винаході запропоновано спосіб експресії молекули ДНК, яка 

транскрибується, наприклад, гена, який представляє агрономічний інтерес, у трансгенній 
рослині шляхом отримання трансгенної рослини, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК 
відповідно до цього винаходу, і культивування рослини. 30 

[00011] У цьому документі також запропоновано спосіб отримання трансгенної рослини 
шляхом трансформації рекомбінантною молекулою ДНК відповідно до цього винаходу для 
отримання трансформованої рослинної клітини та регенерації трансформованої клітини 
рослини для отримання трансгенної рослини. 

[00012] Також цим винаходом запропоновано модифікований кодон кишкової палички (E. 35 

coli), що кодує послідовності β-глюкуронідази (GUS); причому модифікований кодон GUS-
кодуючої послідовності демонструє більш високу експресію в трансгенній рослині, ніж нативна 
GUS-кодуюча послідовність E. coli. В одному варіанті реалізації винаходу модифікований кодон 
GUS-кодуючої послідовності може бути обраний з групи, що складається з SEQ ID №: 29 та 30. 
Трансгенна рослина може бути однодольною рослиною. В одному варіанті реалізації винаходу 40 

однодольна рослина може бути обрана з групи, яка включає кукурудзу (Zea mays), рис (Oryza 
sativa), пшеницю (Triticum), ячмінь (Hordeum vulgare), сорго (Sorghum spp.), просо, африканське 
просо (Pennisetum glaucum), пальчасте просо (Eleusine coracana), просо звичайне (Panicum 
miliaceum), мишій італійський (Setaria italica), овес (Avena sativa), тритикале, жито (Secale 
сereale), росичку (Digitaria), цибулі (Allium spp.), ананас (Ananas spp.), газонну траву, цукрову 45 

тростину (Saccharum spp.), пальми (Arecaceae), бамбук (Bambuseae), банани (Musaceae), 
імбирні (Zingiberaceae), лілії (Lilium), нарциси (Narcissus), півники (Iris), амарилліси, орхідеї 
(Orchidaceae), канни, дзвіночки (Hyacinthoides) та тюльпани (Tulipa). Трансгенні рослини також 
можуть бути дводольними рослинами. В одному варіанті реалізації винаходу дводольні рослини 
обрані з групи, яка включає сою (Glycine max), дику сою (Glycine soja), бавовник (Gossypium), 50 

томати (Solanum lycopersicum), перець (Piper), гарбуз (Cucurbita), горох (Pisum sativum), 
люцерну (Medicago sativa), Medicago truncatula, квасолю (Phaseolus), нут (Cicer arietinum), 
соняшник (Helianthus annuus), картоплю (Solanum tuberosum), арахіс (Arachis hypogaea), кінву, 
гречку посівну (Fagopyrum esculentum), ріжкове дерево (Ceratonia siliqua), буряк (Beta vulgaris), 
шпинат (Spinacia oleracea) та огірок (Cucumis sativus). 55 

КОРОТКИЙ ОПИС ГРАФІЧНИХ МАТЕРІАЛІВ 
[00013] Фіг. 1a-1с ілюструють вирівнювання між нативною послідовністю (CR-Ec.uidA-1: 1: 4, 

SEQ ID №: 31), яка кодує ß-глюкуронідазу (GUS) E. coli, та послідовністю модифікованих кодонів 
GUS-кодуючої послідовності E. coli (CR-Ec.uidA_nno-1: 1: 1, SEQ ID №: 30). Однакові нуклеотиди 
при вирівнюванні вказані зірочкою. 60 
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КОРОТКИЙ ОПИС ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
[00014] SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 та 23 являють собою послідовності 

промотору. 
[00015] SEQ ID №: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 та 24 являють собою лідерні 

послідовності. 5 

[00016] SEQ ID №: 25-28 являють собою праймери ампліфікації. 
[00017] SEQ ID №: 29 та 30 являють собою модифіковані кодони GUS-кодуючої 

послідовності. SEQ ID №: 29 містить інтрон, що вирізається, а послідовність SEQ ID №: 30 являє 
собою непереривну кодуючу послідовність. 

[00018] SEQ ID №: 31 являє собою нативну кодуючу послідовність β-глюкуронідази 10 

Escherichia coli. 
[00019] SEQ ID №: 32 являє собою кодонів GUS-кодуючу послідовність GUS з інтроном, що 

вирізається, на підставі SEQ ID №: 31 нативною β-глюкуронідази E. coli.  
[00020] SEQ ID №: 33, 39 та 40 являє собою послідовність 3′- нетрансльованої області (3′-

НТО). 15 

[00021] SEQ ID №: 34-37, 41 та 44 являють собою послідовності груп регуляторних 
експресійних елементів (EXP), які містять промоторну послідовність, функціонально пов'язану 5' 
кінцем з лідерною послідовністю, яка функціонально пов'язана 5' кінцем з послідовністю інтрону, 
або у випадку SEQ ID № 44, промоторну послідовність, функціонально пов'язану 5' кінцем з 
лідерною послідовністю. 20 

[00022] SEQ ID №: 38 являє собою послідовність інтрону. 
[00023] SEQ ID №: 42 та 44 являють собою послідовності, що кодують білки люциферази, які 

отримані з Photinus pyralis и Renilla reniformis, відповідно. 
ДЕТАЛЬНИЙ ОПИС ВИНАХОДУ 
[00024] Цей винахід відноситься до молекул ДНК, які мають ген-регуляторну активність у 25 

рослинах. Нуклеотидні послідовності цих молекул ДНК наводяться в SEQ ID №: 1-20. Ці 
молекули ДНК, наприклад, здатні впливати на експресію функціонально пов'язаної молекули 
ДНК, яка транскрибується, у тканинах рослин і, отже, регулювати експресію функціонально 
пов'язаного трансгена в трансгенних рослинах. Цей винахід також відноситься до способів їх 
модифікації, створення і застосування. Цей винахід також відноситься до композицій, які 30 

включають трансгенні клітини рослин, рослини, частини рослин і насіння, що містять 
рекомбінантні молекули ДНК відповідно до цього винаходу, та до способів їхнього отримання і 
застосування. 

[00025] Наступні визначення та способи пропонуються з метою кращого окреслення 
винаходу і спрямування до фахівців у цій галузі техніки при застосуванні винаходу. Якщо не 35 

вказано інше, терміни слід розуміти відповідно до загальноприйнятого використання фахівцями 
в цій галузі техніки. 

Молекули ДНК 
[00026] Використаний у цьому документі термін "ДНК" або "молекула ДНК" відноситься до 

дволанцюгової молекули ДНК клітинного або синтетичного походження, тобто до полімеру 40 

дезоксирибонуклеотидних основ. Використаний у цьому документі термін "ДНК послідовність" 
відноситься до нуклеотидної послідовності молекули ДНК. Номенклатура, використана в цьому 
документі, відповідає такій за документом 37 "Зведення федеральних нормативних актів 
Сполучених Штатів" § 1.822 і викладена у таблицях WIPO стандарту ST.25 (1998), додаток 2, 
таблиці 1 та 3. 45 

[00027] Як використовується в цьому документі, "рекомбінантна молекула ДНК" являє собою 
молекулу ДНК, яка містить комбінацію молекул ДНК, які б не об'єдналися природним шляхом 
без втручання людини. Наприклад, рекомбінантна молекула ДНК може бути молекулою ДНК, 
яка складається щонайменше з двох гетерологічних по відношенню одна до одної молекул ДНК; 
молекулою ДНК, що містить послідовність ДНК, яка відхиляється від існуючих у природі 50 

послідовностей ДНК; або молекулою ДНК, яка була вбудована у ДНК клітини-хазяїна шляхом 
генетичної трансформації. 

[00028] Як використовується в цьому документі, термін "ідентичність послідовностей" 
відноситься до ступеня, в якому дві оптимально вирівняні послідовності ДНК є ідентичними. 
Оптимальне вирівнювання послідовностей створюється шляхом вирівнювання двох 55 

послідовностей ДНК вручну, наприклад, референсної послідовності та іншої послідовності ДНК, 
для створення максимальної кількості відповідностей між нуклеотидами при вирівнюванні 
послідовностей із відповідними внутрішніми нуклеотидними вставками, делеціями або 
розривами. Використаний у цьому документі термін "референсна послідовність" відноситься до 
послідовності ДНК, яка наводиться в SEQ ID №: 1-20. 60 
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[00029] Використаний в цьому документі термін "відсоток ідентичності послідовностей" або 
"відсоток ідентичності", або "% ідентичності" являє собою частку ідентичності помножену на 
100. "Частка ідентичності" для послідовності ДНК, оптимально вирівняної із початковою 
послідовністю, являє собою число відповідностей між нуклеотидами при оптимальному 
вирівнюванні поділене на загальне число нуклеотидів у референсній послідовності, наприклад, 5 

на загальне число нуклеотидів всієї повнорозмірної референсної послідовності. Таким чином, в 
одному варіанті реалізації винахід відноситься до молекули ДНК, яка містить послідовність ДНК, 
котра при оптимальному вирівнюванні з референсною послідовністю, представленою в цьому 
документі як SEQ ID №: 1-20, має щонайменше близько 85 відсотків ідентичності, щонайменше 
близько 86 відсотків ідентичності, щонайменше близько 87 відсотків ідентичності, щонайменше 10 

близько 88 відсотків ідентичності, щонайменше близько 89 відсотків ідентичності, щонайменше 
близько 90 відсотків ідентичності, щонайменше близько 91 відсотка ідентичності, щонайменше 
близько 92 відсотків ідентичності, щонайменше близько 93 відсотків ідентичності, щонайменше 
близько 94 відсотків ідентичності, щонайменше близько 95 відсотків ідентичності, щонайменше 
близько 96 відсотків ідентичності, щонайменше близько 97 відсотків ідентичності, щонайменше 15 

близько 98 відсотків ідентичності, щонайменше близько 99 відсотків ідентичності або 
щонайменше близько 100 відсотків ідентичності з референсною послідовністю. 

Регуляторні елементи 
[00030] Регуляторні елементи такі як промотори, лідери, енхансери, інтрони та області 

термінації транскрипції (або 3' НТО) відіграють суттєву роль у загальній експресії генів у живих 20 

клітинах. Термін "регуляторний елемент", який використовується в цьому документі, відноситься 
до молекул ДНК, які мають ген-регуляторну активність. Термін "ген-регуляторна активність", 
який використовується в цьому документі, відноситься до здатності впливати на експресію 
функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка транскрибується, наприклад, шляхом впливу на 
транскрипцію та/або трансляцію функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка транскрибується. 25 

Регуляторні елементи, такі як промотори, лідери, енхансери та інтрони, 3' НТО, які 
функціонують у рослинах, є, таким чином, корисними для модифікації фенотипів рослин за 
допомогою генетичної інженерії. 

[00031] Використана в цьому документі "група регуляторних елементів експресії" або "EXP" 
послідовність може відноситися до групи функціонально пов'язаних регуляторних елементів, 30 

таких як енхансери, промотори, лідери та інтрони. Таким чином, група регуляторних елементів 
експресії може складатися, наприклад, із промотору, функціонально пов'язаного 5' кінцем з 
лидерною послідовністю, яка, у свою чергу, функціонально пов'язана 5' кінцем з послідовністю 
інтрону. 

[00032] Регуляторні елементи можуть бути охарактеризовані за своїм характером експресії 35 

генів, наприклад, за позитивним і/або негативним впливами, такими як конститутивна експресія 
або тимчасова, просторова, залежна від стадії розвитку, тканинна, залежна від оточення, 
фізіологічна, патологічна, клітинного циклу і/або хімічно чутлива експресія, і будь-яка з їхніх 
комбінацій, а також за кількісними або якісними показниками. Використаний в цьому документі 
термін "характер експресії гена" являє собою будь-яку особливість транскрипції функціонально 40 

пов'язаної молекули ДНК в молекулу РНК, яка транскрибується. Молекула РНК, яка 
транскрибується, може бути трансльована для отримання молекули білка або може утворити 
антисмислову або іншу регуляторну молекулу РНК, таку як дволанцюгова РНК (дцРНК), 
транспортна РНК (тРНК), рибосомальна РНК (рРНК), мікроРНК (мікроРНК) тощо. 

[00033] Використаний в цьому документі термін "експресія білка" являє собою будь-яку 45 

особливість трансляції молекули РНК, яка транскрибується, в молекулу білка. Експресія білка 
може бути охарактеризована за своїми часовими, просторовими, належними до стадії розвитку 
або морфологічними якостями, а також за кількісними або якісними показниками. 

[00034] Промотор є корисним в якості регуляторного елемента для модуляції експресії 
функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка транскрибується. Як використовується в цьому 50 

документі термін "промотор" відноситься в загальному розумінні до молекули ДНК, яка бере 
участь у розпізнаванні та зв'язуванні РНК-полімерази II та інших білків, таких як транс-діючі 
фактори транскрипції, для ініціації транскрипції. Промотор може походити з 5' нетрансльованої 
області (5' НТО) гена. В альтернативному варіанті промотори можуть бути отримані 
синтетичним шляхом або в результаті маніпулювання молекулою ДНК. Промотори також 55 

можуть бути химерними. Химерні промотори отримують шляхом злиття двох або більше 
гетерологічних молекул ДНК. Промотори, корисні у практичній реалізації винаходу, включають 
SEQ ID № 1, 3, 5, 7, 9,11, 13, 15, 17 та 19, включаючи їхні фрагменти або варіанти. У конкретних 
варіантах реалізації винаходу такі молекули ДНК та будь-які їхні варіанти або похідні, описані в 
цьому документі, далі визначаються як такі, що мають промоторну активність, тобто здатні діяти 60 
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як промотор у клітині хазяїна, такого як трансгенна рослина. У ще додаткових конкретних 
варіантах реалізації винаходу фрагмент може бути визначений як такий, що виявляє 
промоторну активність, яку має вихідна молекула промотору, з якої він був отриманий, або 
фрагмент може містити "мінімальний промотор", який забезпечує основний рівень транскрипції 
та включає TATA-бокс або еквівалентну послідовність ДНК для розпізнавання і зв'язування 5 

комплексу РНК-полімерази II з метою ініціації транскрипції. 
[00035] В одному варіанті реалізації винаходу фрагменти забезпечені промоторною 

послідовністю, описаною в цьому документі. Фрагменти промоторів можуть включати 
промоторну активність, як описано вище, та можуть бути корисними окремо або в комбінації з 
іншими промоторами і фрагментами промоторів, наприклад, при створенні химерних 10 

промоторів. У конкретних варіантах реалізації винаходу пропонуються фрагменти промотору, 
що містять щонайменше близько 50, щонайменше близько 75, щонайменше близько 95, 
щонайменше близько 100, щонайменше близько 125, щонайменше близько 150, щонайменше 
близько 175, щонайменше близько 200, щонайменше близько 225, щонайменше близько 250, 
щонайменше близько 275, щонайменше близько 300, щонайменше близько 500, щонайменше 15 

близько 600, щонайменше близько 700, щонайменше близько 750, щонайменше близько 800, 
щонайменше близько 900, або щонайменше близько 1000 послідовних нуклеотидів або більше, 
молекули ДНК, яка має промоторну активність, описану в цьому документі. Способи отримання 
таких фрагментів із вихідної молекули промотору добре відомі у цій галузі техніки. 

[00036] Композиції, отримані з будь-яких промоторів, представлених у SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 20 

9, 11, 13, 15, 17 та 19, такі як внутрішні або 5' делеції, наприклад, можуть бути отримані з 
використанням добре відомих у цій галузі техніки способів поліпшення або зміни експресії, 
включаючи видалення елементів, які мають позитивні чи негативні впливи на експресію; 
подвоєння елементів, які мають позитивні чи негативні впливи на експресію; та/або подвоєння 
або видалення елементів, які мають тканино- або клітино-специфічні впливи на експресію. 25 

Композиції, отримані з будь-яких промоторів, представлених у SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 
17 та 19, які містять 3' делеції, в яких елемент ТАТА-боксу або його еквівалентна послідовність 
ДНК та послідовність, яка знаходиться нижче, видалені, можуть бути використані, наприклад, 
для створення енхансерних елементів. Додаткові делеції можуть бути внесені для видалення 
будь-яких елементів, які мають позитивні чи негативні, тканино-специфічні, клітино-специфічні 30 

або часо-специфічні (такі як, проте не обмежуючись цими, добові ритми) впливи на експресію. 
Будь-який із промоторів, представлений у SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 та 19, і 
фрагменти або енхансери, отримані з них, можуть бути використані для отримання композицій 
химерних регуляторних елементів, які містять будь-який із промоторів, представлених у SEQ ID 
№: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 та 19, і фрагменти або енхансери, отримані з них, функціонально 35 

пов'язані з іншими енхансерами та промоторами. 
[00037] Відповідно до цього винаходу, промотор або фрагмент промотору можуть бути 

проаналізовані на наявність відомих промоторних елементів, тобто характеристик послідовності 
ДНК, таких як ТАТА-бокс та інших відомих мотивів сайтів зв'язування транскрипційних факторів. 
Ідентифікація таких відомих промоторних елементів може бути використана фахівцем у цій 40 

галузі техніки для розробки варіантів промотору, які мають схожий характер експресії, як і 
вихідний промотор. 

[00038] Використаний у цьому документі термін "лідер" відноситься до молекули ДНК із 5' 
нетрансльованої області (5' НТО) гена і визначається в загальному розумінні як сегмент ДНК 
між сайтом ініціації транскрипції (СІТ) і початковим сайтом послідовності, яка кодує білок. В 45 

альтернативному варіанті лідери можуть бути отримані синтетичним шляхом або в результаті 
маніпулювання елементам ДНК. Лідер може бути використаний як 5' регуляторний елемент для 
модуляції експресії функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка транскрибується. Молекули 
лідерів можуть бути використані з гетерологічним промотором або з їхнім нативним 
промотором. Молекули промоторів відповідно до цього винаходу, таким чином, можуть бути 50 

функціонально пов'язаними з їхнім нативним лідером або можуть бути функціонально 
пов'язаними з гетерологічним лідером. Лідери, корисні у практичній реалізації винаходу, 
включають SEQ ID №: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 та 20, або їхні фрагменти, або варіанти. У 
конкретних варіантах реалізації винаходу такі послідовності ДНК можуть бути визначені як 
здатні діяти як лідер в клітині-хазяїні, включаючи, наприклад, трансгенну клітину рослини. В 55 

одному варіанті реалізації винаходу такі послідовності ДНК можуть бути розшифровані як такі, 
що включають лідерну активність. 

[00039] Лідерні послідовності (5' НТО), представлені в SEQ ID №: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 
і 20, можуть складатися з регуляторних елементів або можуть приймати вторинні структури, які 
впливають на транскрипцію або трансляцію функціонально пов'язаної молекули ДНК. Лідерні 60 
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послідовності, представлені в SEQ ID №: №: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 і 20, можуть бути 
використані, відповідно до винаходу, для створення химерних регуляторних елементів, які 
впливають на транскрипцію або трансляцію функціонально пов'язаної молекули ДНК. На 
додаток, лідерні послідовності, представлені в SEQ ID №: №: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 і 20, 
можуть бути використані для створення химерних лідерних послідовностей, які впливають на 5 

транскрипцію або трансляцію функціонально пов'язаної молекули ДНК. 
[00040] Використаний у цьому документі термін "інтрон" відноситься до молекули ДНК, яка 

може бути виділена або ідентифікована з геномної копії гена і може бути визначена в 
загальному розумінні як область, яка вирізається під час процесингу інформаційної РНК (мРНК) 
до трансляції. В альтернативному варіанті інтрон може бути отриманий синтетичним шляхом 10 

або в результаті маніпулювання елементом ДНК. Інтрон може містити енхансерні елементи, які 
впливають на транскрипцію функціонально пов'язаних генів. Інтрон може бути використаний як 
регуляторний елемент для модуляції експресії функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка 
транскрибується. Генетична конструкція може містити інтрон, та інтрон може бути чи не бути 
гетерологічним відносно молекули ДНК, яка транскрибується. Приклади інтронів у цій галузі 15 

техніки включають інтрон актину рису та інтрон HSP70 кукурудзи. 
[00041] У порівнянні з генетичними конструкціями без інтрону, включення деяких інтронів у 

генетичні конструкції призводить до збільшення накопичення мРНК і білка в рослинах. Цей 
ефект був названий як "інтрон-опосередковане підсилення" (IME) експресії генів (Mascarenhas 
et al., Plant Mol. Biol. 15:913-920, 1990). Інтрони, які стимулюють експресію в рослинах, були 20 

ідентифіковані в генах кукурудзи (наприклад, tubA1, Adh1, Sh1 та Ubi1), в генах рису 
(наприклад, tpi) та в генах дводольних рослин, таких як петунія (наприклад, rbcS), картопля 
(наприклад, st-ls1) і Arabidopsis thaliana (наприклад, ubq3 і pat1). Було показано, що делеції або 
мутації у межах сайтів сплайсингу інтрону знижують експресію генів, вказуючи на те, що 
сплайсинг може бути необхідний для IME. Однак сплайсинг сам по собі не потребується, 25 

оскільки IME було показано для дводольних рослин, за допомогою точкових мутацій в межах 
сайтів сплайсингу pat1 гена з A. thaliana. Було показано, що багаторазове використання одного і 
того самого інтрону в одній рослині виявляє недоліки. У таких випадках необхідно мати 
колекцію основних елементів контролю для створення відповідних рекомбінантних елементів 
ДНК. 30 

[00042] Використаний у цьому документі термін "3' молекула термінації транскрипції", "3' 
нетрансльована область" або "3' НТО" відноситься до молекули ДНК, яка використовується під 
час транскрипції із нетрансльованої області 3' частини молекули мРНК. 3' нетрансльована 
область молекули мРНК може бути отримана шляхом специфічного розщеплення і 3' 
поліаденилюванням, також відомим як полі(A)-хвіст. 3' НТО може бути функціонально пов'язана 35 

з молекулою ДНК, яка транскрибується, і розташовуватися нижче від неї, і може включати 
сигнал поліаденилювання та інші регуляторні сигнали, здатні впливати на транскрипцію, 
процесинг мРНК або експресію генів. Вважають, що полі(A)-хвости виконують функції 
стабілізації мРНК та ініціації трансляції. Приклади 3' молекул термінації транскрипції у цій галузі 
техніки являють собою 3' область нопалінсинтази, 3' область hsp17 пшениці, 3' область малої 40 

субодиниці RuBisCO гороху, 3' область E6 бавовни і 3' НТО бусенника. 
[00043] 3' НТО, як правило, знаходять корисне застосування для рекомбінантної експресії 

специфічних молекул ДНК. Слабка 3' НТО може генерувати наскрізне зчитування, що може 
вплинути на експресію молекули ДНК, розташованої у сусідніх експресійних касетах. 
Відповідний контроль для термінації транскрипції може запобігти наскрізному зчитуванню в 45 

послідовностях ДНК (наприклад, інших експресійних касет), локалізованих нижче, і може 
додатково забезпечити ефективне повторне використання РНК-полімерази, для поліпшення 
експресії генів. Ефективна термінація транскрипції (звільнення РНК-полімерази II із ДНК) є 
передумовою для наступної ініціації транскрипції і, таким чином, безпосередньо впливає на 
загальний рівень транскрипту. Після термінації транскрипції зріла мРНК звільняється з місця 50 

синтезу, і матриця транспортується в цитоплазму. Еукаріотичні мРНК накопичуються в формах 
полі(А) in vivo, що ускладнює виявлення сайтів термінації транскрипції загальноприйнятими 
способами. Однак передбачення функціональних та ефективних 3' НТО за допомогою 
біоінформатичних способів ускладнене, оскільки відсутні консервативні послідовності ДНК, які 
дозволяють легко передбачати ефективну 3' НТО. 55 

[00044] Із практичної точки зору, як правило, корисно, щоб 3' НТО, використана в 
експресійній касеті, мала наступні характеристики. 3' НТО повинна бути здатною раціонально та 
ефективно завершувати транскрипцію ДНК та запобігати наскрізному зчитуванню транскрипту в 
будь-якій із сусідніх послідовностей ДНК, яка може міститися в іншій експресійній касеті, як і у 
випадку декількох експресійних касет, які належать одній трансферній ДНК (Т-ДНК), або сусідній 60 
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хромосомній ДНК, в яку Т-ДНК була вбудована. 3' НТО не повинна призводити до зниження 
транскрипційної активності наданої промотором, лідером, енхансерами та інтронами, які 
використовуються для контролювання експресії молекули ДНК. У біотехнології рослин 3' НТО 
часто використовується для затравки реакцій ампліфікації РНК, яка зворотно транскрибується, 
виділеної із трансформованих рослин, та використовується для: 1) оцінки транскрипційної 5 

активності або експресії експресійної касети, інтегрованої у хромосому рослини; 2) оцінки 
кількості копій вставок у ДНК рослини; та 3) оцінки зиготности отриманої насінини після 
розмноження. 3' НТО також використовується в реакціях ампліфікації ДНК, екстрагованої із 
трансформованих рослин, для визначення інтактності вбудованої касети. 

[00045] Використаний у цьому документі термін "енхансер" або "енхансерний елемент" 10 

відноситься до цис-діючого регуляторного елемента, названого цис-елементом, який надає 
аспект загального характеру експресії, але, як правило, недостатній сам по собі для 
контролювання транскрипції функціонально пов'язаної послідовності ДНК. На відміну від 
промоторів, енхансерні елементи зазвичай не включають сайт ініціації транскрипції (СІТ) або 
ТАТА-бокс, або еквіваленту послідовність ДНК. Промотор або фрагмент промотору за 15 

природою може містити один або більше енхансерних елементів, які впливають на 
транскрипцію функціонально пов'язаної послідовності ДНК. Енхансерний елемент також може 
бути об'єднаний із промотором для отримання химерного промоторного цис-елемента, що 
додає аспект загальної модуляції експресії генів. 

[00046] Вважають, що численні енхансерні елементи промотору зв'язують ДНК-зв'язуючі 20 

білки та/або впливають на топологію ДНК, створюючи локальні конформації, які вибірково 
дозволяють або обмежують доступ РНК-полімерази до ДНК-матриці або які полегшують 
вибіркове відкривання подвійної спіралі на ділянці ініціації транскрипції. Енхансерний елемент 
також може виконувати функцію зв'язування транскрипційних факторів, які регулюють 
транскрипцію. Деякі енхансерні елементи зв'язують більш ніж один фактор транскрипції, і 25 

транскрипційні фактори можуть взаємодіяти із різною афінністю із більш ніж одним доменом 
енхансеру. Енхансерні елементи можуть бути ідентифіковані за допомогою ряду методів, 
включаючи аналіз делецій, тобто видалення одного або більше нуклеотидів із 5' кінця або 
всередині промотору; аналіз ДНК-зв'язуючого білка, з використанням футпринтінгу ДНКази I, 
інтерференцію метилювання, аналізи зсуву електрофоретичної мобільності, in vivo геномний 30 

футпринтінг шляхом лігування-опосередкованої полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) та інших 
загальноприйнятих аналізів; або шляхом аналізу подібності послідовностей ДНК, 
використовуючи відомі мотиви цис-елементів або енхансерних елементів, як цільову 
послідовність або цільовий мотив, із загальноприйнятими способами порівняння 
послідовностей ДНК, таких як BLAST. Тонка структура домена енхансеру може бути додатково 35 

досліджена шляхом мутагенезу (або заміщення) одного або більше нуклеотидів або іншими 
загальноприйнятими способами, відомими у цій галузі техніки. Енхансерні елементи можуть 
бути отримані шляхом хімічного синтезу або шляхом виділення із регуляторних елементів, які 
включають такі елементи, і вони можуть бути синтезовані з додатковими фланкуючими 
нуклеотидами, які включають корисні сайти рестрикції для полегшення подальших маніпуляцій. 40 

Таким чином, розробка, створення і використання енхансерних елементів, у відповідності до 
способів, описаних у цьому документі, для модуляції експресії функціонально пов'язаних 
молекул ДНК, які транскрибуються, охоплюються за цим винаходом. 

[00047] Використаний цьому документі термін "химерний" відноситься до окремої молекули 
ДНК, отриманої шляхом злиття першої молекули ДНК із другою молекулою ДНК, де ані перша, 45 

ані друга молекула ДНК зазвичай не будуть міститися у такій конфігурації, тобто не будуть 
об'єднані одна із одною. Химерна молекула ДНК, таким чином, являє собою нову молекулу 
ДНК, інакше кажучи, таку, яка не міститься зазвичай у природі. Використаний у цьому документі 
термін "химерний промотор" відноситься до промотору, який отримано за допомогою такого 
маніпулювання молекулами ДНК. Химерний промотор може об'єднувати два або більше 50 

фрагментів ДНК, наприклад, злиття промотору із енхансерним елементом. Таким чином, 
розробка, створення і використання химерних промоторів, у відповідності до способів, описаних 
у цьому документі, для модуляції експресії функціонально пов'язаних молекул ДНК, які 
транскрибуються, охоплюються відповідно до цього винаходу. 

[00048] Використаний у цьому документі термін "варіант" відноситься до другої молекули 55 

ДНК, такої як регуляторний елемент, яка аналогічна за композицією, але не ідентична першій 
молекулі ДНК, і причому друга молекула ДНК все ще зберігає загальну функціональність, тобто 
такий самий або аналогічний характер експресії, наприклад, через більшу або меншу, або 
еквівалентну транскрипційну або трансляційну активність у порівнянні із першою молекулою 
ДНК. Варіант може бути укороченою або усіченою версією першої молекули ДНК та/або 60 
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зміненою версією послідовності ДНК першої молекули ДНК, такої як варіант із різними сайтами 
рестрикції та/або внутрішніми делеціями, замінами та/або вставками. "Варіанти" регуляторного 
елемента також охоплюють варіанти, які виникають у результаті мутацій, котрі відбуваються під 
час або в результаті трансформації клітин бактерій та рослин. У цьому винаході послідовність 
ДНК, наведена в SEQ ID №: 1-20, може бути використана для створення варіантів, які аналогічні 5 

за композицією, але не ідентичні послідовності ДНК вихідного регуляторного елемента, хоча все 
ще зберігають загальну функціональність, тобто такий самий або аналогічний характер 
експресії, як і вихідний регуляторний елемент. Отримання таких варіантів відповідно до цього 
винаходу знаходиться в межах звичайної кваліфікації у цій галузі техніки у висвітленому описі та 
здійснено в межах обсягу цього винаходу. 10 

[00049] Химерні регуляторні елементи можуть бути розроблені для включення різних 
складових елементів, які можуть бути функціонально пов'язані різними способами, відомими в 
цій галузі техніки, такими як розщеплення ферментами рестрикції та лігування, клонування 
незалежне від лігувания, модульне збирання продуктів ПЛР у процесі ампліфікації або прямий 
хімічний синтез регуляторного елемента, а також іншими способами, відомими в цій галузі 15 

техніки. Отримані різні химерні регуляторні елементи можуть складатися із тих самих або 
варіантів тих самих складових елементів, але відрізнятися за послідовністю ДНК, або 
послідовностей ДНК, які включають зв'язуючу послідовність ДНК, або послідовностей, які 
дозволяють складовим частинам бути функціонально пов'язаними. У винаході послідовність 
ДНК, що наводиться в SEQ ID №: 1-20, може забезпечити референсну послідовність 20 

регуляторного елемента, в якій складові елементи, які включають референсну послідовність, 
можуть бути з'єднані способами, відомими в цій галузі техніки, та можуть включати заміни, 
делеції та/або вставки одного або більше нуклеотидів або мутацій, які зазвичай зустрічаються 
при трансформації клітин бактерій та рослин. 

[00050] Дієвість модифікацій, дублікацій або делецій, описаних у цьому документі, на бажані 25 

аспекти експресії конкретного трансгена може бути перевірена емпірично у стабільних і 
транзієнтних тестах рослин, таких як ті, що описані в робочих прикладах у цьому документі, для 
підтвердження результатів, які можуть варіювати залежно від проведених змін і мети зміни 
вихідної молекули ДНК. 

Генетичні конструкції 30 

[00052] Використаний у цьому документі термін "генетична конструкція" означає будь-яку 
рекомбінантну молекулу ДНК, таку як плазміда, косміда, вірус, фаг або лінійну або кільцеву 
молекулу ДНК або РНК, отриману із будь-якого джерела, здатну до геномної інтеграції або 
автономної реплікації, яка включає молекулу ДНК, де щонайменше одна молекула ДНК 
пов'язана з іншою молекулою ДНК функціонально діючим способом, тобто функціонально 35 

пов'язані між собою. Використаний у цьому документі термін "вектор" означає будь-яку 
генетичну конструкцію, яка може бути використана з метою трансформації, тобто введення 
гетерологічної ДНК або РНК у клітину хазяїна. Генетична конструкція, як правило, включає одну 
або більше експресійних касет. Як використано в цьому документі "експресійна касета" 
відноситься до молекули ДНК, що містить щонайменше молекулу ДНК, яка транскрибується, 40 

функціонально пов'язану із одним або більше регуляторних елементів, як правило, 
щонайменше із промотором і 3' НТО. 

[00052] Використаний у цьому документі термін "функціонально пов'язаний" відноситься до 
першої молекули ДНК, з'єднаної з другою молекулою ДНК, причому перша і друга молекули 
ДНК розташовані так, що перша молекула ДНК впливає на функцію другої молекули ДНК. Дві 45 

молекули ДНК можуть бути або не бути частиною єдиної неперервної молекули ДНК і можуть 
бути чи не бути суміжними. Наприклад, промотор є функціонально пов'язаним із молекулою 
ДНК, яка транскрибується, якщо промотор модулює транскрипцію цільової молекули ДНК, яка 
транскрибується у клітині. Лідер, наприклад, є функціонально пов'язаним із послідовністю ДНК, 
коли він здатний впливати на транскрипцію або трансляцію послідовності ДНК. 50 

[00053] Генетичні конструкції відповідно до цього винаходу можуть бути запропоновані в 
одному варіанті реалізації винаходу як генетичні конструкції, які складаються із двох граничних 
областей пухлиноіндукуючої плазміди (Ti), що мають області правої граничної ділянки (RB або 
AGRtu.RB) і лівої граничної ділянки (LB або AGRtu.LB) Ti -плазміди, ізольованої з Agrobacterium 
tumefaciens, яка містить Т-ДНК, яка разом із перенесенням молекул, що забезпечується 55 

клітинами A. tumefaciens, дозволяє інтеграцію Т-ДНК у геном клітини рослини (див., наприклад, 
патент США 6603061). Генетичні конструкції також можуть містити сегменти плазмідного 
каркасу ДНК, які забезпечують функцію реплікації та селекції на антибіотику в клітинах бактерій, 
наприклад, реплікації Escherichia coli, такий як ori322, реплікації для широкого спектру хазяїв, 
такий як oriV або oriRi, і кодуючу область селективного маркера, такого як Spec/Strp, який кодує 60 
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Tn7 аміноглікозид аденілтрансферазу (aadA), що надає стійкість до спектиноміцину або 
стрептоміцину, або селективний маркерний ген гентаміцину (Gm, Gent). Для трансформації 
рослин часто використовують бактеріальний штам хазяїна ABI, C58 або LBA4404 A. tumefaciens, 
проте інші штами, відомі фахівцям у галузі трансформації рослин, можуть функціонувати у 
цьому винаході. 5 

[00054] У цій галузі техніки відомі способи для збірки та введення генетичних конструкцій у 
клітину у такий спосіб, що молекула ДНК, яка транскрибується, транскрибується у 
функціональну молекулу мРНК, яка транслюється та експресується у вигляді білка. Для 
здійснення винаходу на практиці загальноприйняті композиції та способи отримання і 
використання генетичних конструкцій та клітин хазяїна добре відомі фахівцям у цій галузі 10 

техніки. Типові вектори, використані для експресії нуклеїнових кислот у вищих рослинах, добре 
відомі у цій галузі техніки та включають вектори, отримані з Ti-плазміди Agrobacterium 
tumefaciens та pCaMVCN контрольного вектора для перенесення. 

[00055] Різні регуляторні елементи можуть бути включені в генетичну конструкцію, 
включаючи будь-який з тих, що запропонований у цьому документі. Будь-які такі регуляторні 15 

елементи можуть бути запропоновані в поєднанні з іншими регуляторними елементами. Такі 
комбінації можуть бути розроблені або модифіковані для отримання бажаних регуляторних 
функцій. В одному варіанті реалізації винаходу генетичні конструкції відповідно до цього 
винаходу містять щонайменше один регуляторний елемент, функціонально пов'язаний із 
молекулою ДНК, яка транскрибується, яка функціонально пов'язана з 3' НТО. 20 

[00056] Генетичні конструкції відповідно до цього винаходу можуть включати будь-який 
промотор або лідер, запропоновані в цьому документі або відомі у цій галузі техніки. Наприклад, 
промотор за винаходом може бути функціонально пов'язаний із гетерологічним 
нетрансльованим 5' лідером, таким як один з отриманих із гена білка теплового шоку. В 
альтернативному варіанті лідер за винаходом може бути функціонально пов'язаним із 25 

гетерологічним промотором, таким як 35S промоторний транскрипт вірусу мозаїки цвітної 
капусти (Cauliflower Mosaic Virus). 

[00057] Експресійні касети також можуть включати кодуючу послідовність транзитного 
пептиду, яка кодує пептид, корисний для внутрішньоклітинного спрямування функціонально 
пов'язаного білка, зокрема, до хлоропласту, лейкопласту або іншої пластидної органели, 30 

мітохондрії, пероксисоми, вакуолі або позаклітинного простору. Багато білків, локалізованих у 
хлоропластах, експресуються генами ядра як попередники і спрямовуються до хлоропласту за 
допомогою транзитного пептиду хлоропласту (ТПХ). Приклади таких білків, ізольованих із 
хлоропластів, включають, але не обмежуються цими, білки, асоційовані з малою субодиницею 
(МСО) рибулозо-1,5,-біфосфат карбоксилази, фередоксин, фередоксин оксидоредуктазу, білок I 35 

і білок II фотосенсибілізуючого комплексу, тіоредоксин F і енолпірувіл шикимат фосфатсинтазу 
(ЕПШФС). Транзитні пептиди хлоропластів описані, наприклад, в патенті США № 7193133. Було 
показано, що нехлоропластні білки можуть бути спрямовані до хлоропласту при експресії 
гетерологічного ТПХ, функціонально пов'язаного з трансгеном, який кодує нехлоропластні білки. 

Молекула ДНК, яка транскрибується 40 

[00058] Використаний у цьому документі термін "молекула ДНК, яка транскрибується" 
відноситься до будь-якої молекули ДНК, здатної транскрибуватися в молекулу РНК, включаючи, 
але не обмежуючись цим, ті, що мають послідовності, які кодують білок, і ті, що утворюють 
молекули РНК, які мають послідовності, корисні для супресії гена. Тип молекули ДНК може 
включати, але не обмежується цими, молекулу ДНК із тієї самої рослини, молекулу ДНК з іншої 45 

рослини, молекулу ДНК з іншого організму або синтетичну молекулу ДНК, таку як молекула 
ДНК, що містить антисмислову послідовність гена, або молекулу ДНК, що кодує штучну, 
синтетичну або іншим чином модифіковану версію трансгена. Типова молекула ДНК, яка 
транскрибується, для включення в генетичні конструкції за винаходом включає, наприклад, 
молекули ДНК або гени з іншого виду, ніж той, в який молекула ДНК вбудована, або гени, які 50 

походять з або присутні в тому самому виді, але які включені в клітини-реципієнти способами 
генетичної інженерії, а не класичними методами розмноження. 

[00059] "Трансген" відноситься до молекули ДНК, яка транскрибується, гетерологічною для 
клітини-хазяїна щонайменше щодо її розташування в геномі клітини-хазяїна та/або молекули 
ДНК, яка транскрибується, яка штучно включена в геном клітини-хазяїна у цьому або у будь-55 

якому із попередніх поколінь клітин. 
[00060] Регуляторний елемент, такий як промотор відповідно до цього винаходу, може бути 

функціонально пов'язаним із молекулою ДНК, яка транскрибується, яка гетерологічна відносно 
регуляторного елемента. Використаний у цьому документі термін "гетерологічний" відноситься 
до комбінації із двох або більше молекул ДНК, якщо така комбінація зазвичай не зустрічається у 60 
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природі. Наприклад, дві молекули ДНК можуть бути отримані з різних видів і/або дві молекули 
ДНК можуть бути отримані з різних генів, наприклад, різних генів одного і того самого виду, або 
ж одних і тих самих генів із різних видів. Регуляторний елемент є, таким чином, гетерологічним 
відносно функціонально пов'язаної молекули ДНК, яка транскрибується, якщо така комбінація 
зазвичай не зустрічається у природі, тобто молекула ДНК, яка транскрибується, зазвичай не 5 

буває функціонально пов'язаною із регуляторним елементом. 
[00061] Молекула ДНК, яка транскрибується, у загальному розумінні може бути будь-якою 

молекулою ДНК, для якої бажана експресія транскрипту. Така експресія транскрипту може 
призводити до трансляції отриманої молекули мРНК і, відповідно, до експресії білка. В 
альтернативному варіанті, наприклад, молекула ДНК, яка транскрибується, може бути 10 

розроблена так, щоб у підсумку викликати зменшення експресії конкретного гена або білка. В 
одному варіанті реалізації цього винаходу це може бути досягнуто за допомогою молекули ДНК, 
яка транскрибується, орієнтованої в антисмисловому напрямку. Фахівець у цій галузі техніки 
добре обізнаний із використанням такої антисмислової технології. Будь-який ген може 
негативно регулюватися у такий спосіб, і в одному варіанті реалізації винаходу молекула ДНК, 15 

яка транскрибується, може бути розроблена для супресії конкретного гена шляхом експресії 
дцРНК, міРНК або мікроРНК молекули. 

[00062] Таким чином, в одному варіанті реалізації цього винаходу представляється 
рекомбінантна молекула ДНК, яка містить регуляторний елемент за винаходом, такий як ті, що 
запропоновані в SEQ ID №: 1-20, функціонально пов'язаний з гетерологічною молекулою ДНК, 20 

яка транскрибується, для модулювання транскрипції молекули ДНК, яка транскрибується, на 
бажаному рівні або за бажаним характером, коли генетична конструкція інтегрована в геном 
клітини трансгенної рослини. В одному варіанті реалізації цього винаходу молекула ДНК, яка 
транскрибується, містить область гена, яка кодує білок, а в іншому варіанті реалізації цього 
винаходу молекула ДНК, яка транскрибується, містить антисмислову область гена. 25 

Гени, які представляють агрономічний інтерес 
[00063] Молекула ДНК, яка транскрибується, може бути геном, який представляє 

агрономічний інтерес. Використаний у цьому документі термін "ген, який представляє 
агрономічний інтерес" відноситься до молекули ДНК, яка транскрибується, котра при експресії у 
конкретній тканини рослин, клітині або типі клітини надає бажану характеристику. Продукт гена, 30 

який представляє агрономічний інтерес, може діяти всередині рослини для того, щоб впливати 
на морфологію рослини, фізіологію, ріст, розвиток, врожайність, композицію зерна, поживний 
профіль, стійкість до хвороб або шкідників та/або толерантність до факторів навколишнього 
середовища або хімічних факторів, або може діяти в якості пестицидного агента в раціоні 
шкідника, який харчується рослиною. В одному варіанті реалізації цього винаходу регуляторний 35 

елемент за винаходом включений у генетичну конструкцію таким чином, що регуляторний 
елемент функціонально пов'язаний з молекулою ДНК, яка транскрибується, котра є геном, який 
представляє агрономічний інтерес. У трансгенній рослині, яка містить таку генетичну 
конструкцію, експресія гена, який представляє агрономічний інтерес, може надати корисну 
агрономічну рису. Корисна агрономічна риса може включати, але не обмежується цими, 40 

наприклад, толерантність до гербіцидів, боротьбу з комахами, модифікування врожайності, 
стійкість до хвороб, стійкість до патогена, модифікування росту і розвитку рослини, 
модифікований вміст крохмалю, модифікований вміст олії, модифікований вміст жирних кислот, 
модифікований вміст білка, модифіковане дозрівання плодів, покращене харчування тварин і 
людини, виробництво біополімерів, стійкість до стресових факторів навколишнього 45 

середовища, фармацевтичні пептиди, поліпшені властивості для переробки, поліпшення смаку, 
корисне виробництво гібридного насіння, покращене виробництво волокна і бажане 
виробництво біопалива. 

[00064] Приклади генів, які представляють агрономічний інтерес, відомих у цій галузі техніки, 
включають стійкість до гербіцидів (патенти США № 6803501, 6448476, 6248876, 6225114, 50 

6107549, 5866775, 5804425, 5633435 та 5463175), підвищення врожайності (патенти США № 
USRE38446, 6716474, 6663906, 6476295, 6441277, 6423828, 6399330, 6372211, 6235971, 
6222098 та 5716837), боротьба з комахами (патенти США № 6809078, 6713063, 6686452, 
6657046, 6645497, 6642030, 6639054, 6620988, 6593293, 6555655, 6538109, 6537756, 6521442, 
6501009, 6468523, 6326351, 6313378, 6284949, 6281016, 6248536, 6242241, 6221649, 6177615, 55 

6156573, 6153814, 6110464, 6093695, 6063756, 6063597, 6023013, 5959091, 5942664, 5942658, 
5880275, 5763245 та 5763241), стійкість до грибкових захворювань (патенти США № 6653280, 
6573361, 6506962, 6316407, 6215048, 5516671, 5773696, 6121436, 6316407 та 6506962), 
стійкість до вірусів (патенти США № 6617496, 6608241, 6015940, 6013864, 5850023 та 5304730), 
стійкість до нематоди (патент США № 6228992), стійкість до бактеріальних захворювань (патент 60 
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США № 5516671), ріст і розвиток рослин (патенти США № 6723897 і 6518488), накопичення 
крохмалю (патенти США № 6538181, 6538179, 6538178, 5750876, 6476295), виробництво 
модифікованих олій (патенти США № 6444876, 6426447 та 6380462), підвищена продукція олій 
(патенти США № 6495739, 5608149, 6483008 та 6476295), модифікований вміст жирних кислот 
(патенти США № 6828475, 6822141, 6770465, 6706950, 6660849, 6596538, 6589767, 6537750, 5 

6489461 та 6459018), підвищена продукція білків (патент США № 6380466), дозрівання плодів 
(патент США № 5512466), покращене харчування тварин і людини (патенти США № 6723837, 
6653530, 6541259; 5985605 та 6171640), біополімери (патенти США № USRE37543, 6228623 та 
5958745, і 6946588), стійкість до стресових факторів навколишнього середовища (патент США 
№ 6072103), фармацевтичні пептиди і пептиди, які секретуються (патенти США № 6812379, 10 

6774283, 6140075 та 6080560), поліпшені властивості для переробки (патент США № 6476295), 
поліпшена засвоюваність (патент США № 6531648), з низьким вмістом рафінози (патент США 
№ 6166292), промислове виробництво ферменту (патент США № 5543576), покращений смак 
(патент США № 6011199), фіксація азоту (патент США № 5229114), виробництво гібридного 
насіння (патент США № 5689041), виробництво волокна (патенти США № 6576818, 6271443, 15 

5981834 та 5869720) та виробництво біопалива (патент США № 5998700). 
[00065] В альтернативному варіанті ген, який представляє агрономічний інтерес, може 

вплинути на вищезгадані характеристики рослини або фенотипи шляхом кодування молекули 
РНК, яка спричиняє спрямовану модуляцію експресії ендогенного гена, наприклад, через 
антисмислові (див., наприклад, патент США 5107065), інгібіторні РНК ("РНК-інтерференції", які 20 

включають модуляцію експресії генів за допомогою мікроРНК-, міРНК-, транс-діючих міРНК- та 
фазових малих РНК-опосередкованих механізмів, наприклад, як описано в опублікованих 
заявках США 2006/0200878 і 2008/0066206 та в заявці на патент США 11/974469), або 
косупрессорно-опосередковані механізми. РНК також може бути каталітичною молекулою РНК 
(наприклад, рибозимом або рибосвітчем, див., наприклад, опубліковану заявку США 25 

2006/0200878), розробленою для відщеплення бажаного ендогенного продукту мРНК. У цій 
галузі техніки відомі способи для розробки та введення генетичних конструкцій в клітину, таким 
чином, що молекула ДНК, яка транскрибується, транскрибується в молекулу здатну викликати 
супресію гена. 

[00066] Експресія молекули ДНК, яка транскрибується, у клітині рослини також може бути 30 

використана для супресії шкідників рослин, які харчуються клітинами рослини, наприклад, 
композиції, виділені з твердокрилих комах-шкідників, і композиції, виділені з нематодних 
шкідників. Шкідники рослин включають, але не обмежуються цими, членистоногих шкідників, 
нематодних шкідників та грибкових або мікробних шкідників. 

Селективні маркери 35 

[00067] Селективні маркерні трансгени також можуть бути використані з регуляторними 
елементами відповідно до цього винаходу. Використаний у цьому документі термін 
"селективний маркерний трансген" відноситься до будь-якої молекули ДНК, яка 
транскрибується, чия експресія в трансгенній рослині, тканини або клітині, або відсутність таких, 
може піддаватись скринінгу або підраховуватись якимось чином. Селективні маркерні гени і 40 

пов'язані з ними методи відбору та скринінгу, призначені для використання винаходу на 
практиці, відомі у цій галузі техніки і включають, але не обмежуються цими, молекули ДНК, які 
транскрибуються, котрі кодують бета-глюкуронідазу (GUS), зелений флуоресцентний білок 
(GFP), білки, які надають стійкості до антибіотиків і білки, які надають стійкості до гербіцидів. 

β-глюкуронідаза 45 

[00068] Ген β-глюкуронідази (GUS), який виділено з Escherichia coli К-12, являє собою один з 
найбільш широко використовуваних генів для звітів з біотехнології рослин. Ген GUS E. coli, uidA, 
являє собою частину оперона GUS на бактеріальної хромосомі. Його індукують широким 
спектром β-D-глюкуронідів. Фермент GUS являє собою екзогідролазу, яка каталізує гідроліз β-D-
глюкуронідів на D-глюкуронову кислоту та агликон. E. coli живе в травному тракті хребетних, 50 

включаючи людину. Хребетні використовують шлях глюкуронування для детоксикації 
ксенобіотиків та ендогенних сполук, таких як відходи, стероїди, аліфатичні спирти, феноли, 
карбонові кислоти, цукор та інші різні метаболіти. Глюкуронування залучає до кон'югування з D-
глюкуроновою кислотою. Це відбувається головним чином у печінці, але також відбувається в 
інших тканинах та органах, таких як нирки, надниркові залози, шлунково-кишковий тракт. 55 

Глюкуронова кислота, може бути використана в E. coli, в якості основного джерела вуглецю та 
енергії. Отже, білок GUS E. coli являє собою засіб, за допомогою якого бактерії можуть 
руйнувати продукти шляхом глюкуронування в травному тракті хребетних з отриманням 
глюкуронової кислоти в якості джерела вуглецю та енергії. Аглікони, які також вивільняються 
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GUS ферментом, як правило, не розкладаються бактеріями, але використовується для 
трансферу D-глюкуронової кислоти (Gilissen et al., Transgenic Research, 7: 157-163, 1998). 

[00069] Використання гена β-глюкуронідази E. coli в якості репортера було вперше описане 
Jefferson та ін. (Proc. Natl. Acad. Sci., 83: 8447-8451, 1986) та надалі її застосовували в 
практично тому ж вигляді, в якому була вперше представлена. Ген GUS використовується для 5 

моніторингу експресії генів рослин та часто використовується для опису промоторів або інших 
експресійних елементів. Тим не менш, деякі рослинні промотори експресують на дуже низькому 
рівні, та можуть бути не визначеними з використанням аналізу на основі GUS. Ці промотори, які 
більш слабо експресують, можуть бути корисні для розвитку трансгенних культур з бажаними 
ознаками, такими як підвищення врожайності. 10 

[00070] На початку розвитку трансгенних рослин сільськогосподарських культур 
найбажанішими були промотори, які забезпечували високу конститутивну експресію. Такі 
конститутивні промотори, які були отримані з геномів вірусів рослин, таких як вірус мозаїки 
цвітної капусти і вірус мозаїки ранника, були використані для контролю трансгенів, на які 
покладено толерантність до гербіцидів або стійкість до комах. У галузі біотехнології рослин за 15 

своєю складністю збільшується розробка нових трансгенних рис, які вимагають більш 
специфічних патернів експресії або більш низьких рівнів експресії. Надлишкова експресія в 
невідповідних рослинних тканинах може призвести до небажаних ефектів у трансформованій 
рослині. Наприклад, зміщена експресія (експресія гена в аномальному місці в організмі) генів 
ферментів в рослинах може призвести до зменшення бажаного кінцевого продукту через 20 

недостачу попередника в точці розгалуження метаболічного шляху (Iwase et al., Plant Biotech. 
26: 29-38, 2009). 

[00071] Так як транскрипційні фактори (TFs), в нормі, виступають в якості основних 
регуляторів клітинних процесів, вони, як очікується, будуть відмінно підходити для модифікації 
складних ознак культурних рослин, та TF-технологія, ймовірно, будуть помітною частиною 25 

наступного покоління ефективних біотехнологічних культур. TF-технології часто вимагають 
оптимізації, як зниження небажаних побічних ефектів, таких як затримка росту, так і підвищення 
бажаних ознак до рівня, при якому вони мають комерційну цінність. Оптимізація часто 
досягається зміною експресії трансгена TF. Тканеспецифічні, етап-специфічні, або індуковані 
промотори, а не звичайні конститутивні промотори, можуть бути використані для обмеження 30 

експресії трансгена у відповідних тканинах або за умов навколишнього середовища (Century et 
al., Plant Physiology, 147: 20-29, 2008). 

[00072] Частково через ці зміни, існує необхідність у більш чутливому аналізі характеру 
експресії елементів для ідентифікації елементів експресії, які забезпечують необхідний рівень і 
характер експресії. Даний винахід пропонує поліпшення модифікованого кодону GUS-кодуючої 35 

послідовності, функціонально пов'язаної з промотором, які експресують краще, ніж нативна 
GUS-кодуюча послідовність E. сoli, яка зазвичай використовується в цій галузі техніки. 
Покращений модифікований кодон GUS-кодуючої послідовності може бути використаний для 
забезпечення більшої чутливості якісного та кількісного аналізу та дозволяє характеризувати 
промотори та інші елементи експресії, яка неможлива з нативною GUS-кодуючою послідовністю 40 

E. coli. Покращений модифікований кодон GUS-кодуючої послідовністі може бути використаний 
для характеристики елементів експресії в однодольних та дводольних рослинах. Однодольні 
рослини, які використовували в практичній реалізації цього винаходу, включають, але не 
обмежуються ними, кукурудзу (Zea mays), рис (Oryza sativa), пшеницю (Triticum), ячмінь 
(Hordeum vulgare), сорго (Sorghum spp.), просо, африканське просо (Pennisetum glaucum), 45 

пальчасте просо (Eleusine coracana), просо звичайне (Panicum miliaceum), мишій італійський 
(Setaria italica), овес (Avena sativa), тритикале, жито (Secale сereale), росичку (Digitaria), цибулю 
(Allium spp.), ананас (Ananas spp.), газонну траву, цукрову тростину (Saccharum spp.), пальми 
(Arecaceae), бамбук (Bambuseae), банани (Musaceae), імбирні (Zingiberaceae), лілії (Lilium), 
нарциси (Narcissus), півники (Iris), амарилліси, орхідеї (Orchidaceae), канни, дзвіночки 50 

(Hyacinthoides) та тюльпани (Tulipa). Дводольні рослини, які використовували в практичній 
реалізації цього винаходу, включають, але не обмежуються ними, сою (Glycine max), дику сою 
(Glycine soja), бавовник (Gossypium), томати (Solanum lycopersicum), перець (Piper), гарбуз 
(Cucurbita), горох (Pisum sativum), люцерну (Medicago sativa), Medicago truncatula, квасолю 
(Phaseolus), нут (Cicer arietinum), соняшник (Helianthus annuus), картоплю (Solanum tuberosum), 55 

арахіс (Arachis hypogaea), кінву, гречку посівну (Fagopyrum esculentum), ріжкове дерево 
(Ceratonia siliqua), буряк (Beta vulgaris), шпинат (Spinacia oleracea) та огірок (Cucumis sativus). 

Трансформація клітин 
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[00073] Винахід також спрямовується до способу отримання трансформованих клітин та 
рослин, які містять один або більше регуляторних елементів, функціонально пов'язаних з 
молекулою ДНК, яка транскрибується. 

[00074] Термін "трансформація" відноситься до введення молекули ДНК до реципієнтного 
хазяїна. Використаний у цьому документі термін "хазяїн" відноситься до бактерій, грибів або 5 

рослин, включаючи будь-які клітини, тканини, органи, або до нащадків бактерій, грибів або 
рослин. Тканини та клітини рослин, які представляють особливий інтерес, включають 
протопласти, калюс, корені, бульби, насіння, стебла, листя, паростки, зав'язі та пилок. 

[00075] Використаний у цьому документі термін "трансформований" відноситься до клітини, 
тканини, органу або організму, в який молекула чужорідної ДНК, така як генетична конструкція, 10 

була введена. Введена молекула ДНК може бути інтегрована в геномну ДНК клітини, тканини, 
органу або організму реципієнта таким чином, що введена молекула ДНК успадковується надалі 
у нащадків. "Трансгенна" або "трансформована" клітина або організм також може включати 
нащадків клітини або організму і нащадків, отриманих в результаті програми розмноження з 
використанням такого трансгенного організму як батьківської форми при схрещуванні, та 15 

проявляє змінений фенотип як результат присутності чужорідних молекул ДНК. Введена 
молекула ДНК також може бути тимчасово введеною в клітину-реципієнт таким чином, що 
введена молекула ДНК не успадковується надалі у нащадків. Термін "трансгенний" відноситься 
до бактерії, гриба або рослини, які містять одну або більше гетерологічних молекул ДНК. 

[00076] Існує багато способів, добре відомих фахівцям у цій галузі техніки, для введення 20 

молекули ДНК у клітини рослин. Процес, як правило, включає етапи вибору відповідної клітини-
хазяїна, трансформації клітини-хазяїна вектором та отримання трансформованої клітини-
хазяїна. Методи та матеріали для трансформації клітин рослин через введення рослинної 
генетичної конструкції у геном рослин, у реалізації винаходу на практиці, можуть включати будь-
який із відомих і показаних способів. Відповідні способи включають, але не обмежуються цими, 25 

бактеріальну інфекцію (наприклад, Agrobacterium), бінарні БШХ вектори, пряме перенесення 
ДНК (наприклад, ПЕГ-опосередковану трансформацію, поглинання ДНК, опосередковане 
висушуванням/інгібуванням, електропорацію, перемішування із волокнами карбіду кремнію та 
прискорення частинок, вкритих ДНК) із числа інших. 

[00077] Клітини-хазяїни можуть являти собою будь-яку клітину або організм, наприклад, 30 

клітину рослини, клітину водорості, водорості, клітину гриба, гриби, бактеріальну клітину чи 
клітинку комах. У конкретних варіантах реалізації цього винаходу клітини-хазяїни та 
трансформовані клітини можуть включати клітини культурних рослин. 

[00078] Трансгенна рослина згодом може бути регенерована із клітини трансгенної рослини 
відповідно до цього винаходу. Із використанням загальноприйнятих методів розмноження або 35 

самозапилення можна отримати насіння із цієї трансгенної рослини. Таке насіння та отримана в 
результаті рослина-нащадок, вирощена із такого насіння, будуть містити рекомбінантну 
молекулу ДНК відповідно до цього винаходу і, отже, будуть трансгенними.  

[00079] Трансгенні рослини відповідно до цього винаходу можуть бути самозапилені, для 
надання насіння гомозиготних трансгенних рослин за винаходом (гомозиготних за 40 

рекомбінантною молекулою ДНК), або схрещені з нетрансгенними рослинами або іншими 
трансгенними рослинами, для надання насіння гомозиготних трансгенних рослин за винаходом 
(гомозиготних за рекомбінантною молекулою ДНК). Як гомозиготні, так і гетерозиготні трансгенні 
рослини згадуються в цьому документі як "рослини-нащадки". Рослини нащадки являють собою 
трансгенні рослини, які походять від вихідної трансгенної рослини і містять рекомбінантну 45 

молекулу ДНК відповідно до цього винаходу. Насіння, отримане з використанням трансгенної 
рослини відповідно до цього винаходу, може бути зібране і використане для вирощування 
поколінь трансгенних рослин, тобто рослин-нащадків відповідно до цього винаходу, які 
включають генетичну конструкцію цього винаходу та експресію гена, який представляє 
агрономічний інтерес. Описи способів розмноження, які зазвичай використовуються для різних 50 

культур, можуть бути знайдені в одному із декількох книжкових посилань, див., наприклад, 
Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); 
Simmonds, Principles of Crop Improvement, Longman, Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep and 
Hendriksen, Plant breeding Perspectives, Wageningen (ed), Center for Agricultural Publishing and 
Documentation (1979); Fehr, Soybeans: Improvement, Production and Uses, 2nd Edition, Monograph, 55 

16: 249 (1987); Fehr, Principles of Variety Development, Theory and Technique, (Vol. 1) і Crop 
Species Soybean (Vol. 2), Iowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987). 

[00080] Трансформовані рослини можуть бути проаналізовані на наявність цільового гена 
або генів і за рівнем експресії та/або профілем, наданим регуляторними елементами за 
винаходом. Фахівцям у цій галузі техніки відомі численні способи, доступні для аналізу 60 
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трансформованих рослин. Наприклад, методи аналізу рослин включають, але не обмежуються 
цими, Cаузерн блот або нозерн блот, підходи на основі ПЛР, біохімічні аналізи, способи 
фенотипічного скринінгу, польові апробації та імунодіагностичні аналізи. Експресія молекули 
ДНК, яка транскрибується, може бути виміряна з використанням реагентів TaqMan® (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) та за способами, описаним виробником, і за кількістю циклів ПЛР, 5 

визначеною з використанням TaqMan® Testing Matrix. В альтернативному варіанті реагенти 
Invader® (Third Wave Technologies, Madison, WI) та способи, описані виробником, можуть бути 
використані для оцінки експресії трансгена. 

[00081] Винахід також відноситься до частин рослини відповідно до цього винаходу. Частини 
рослин включають, але не обмежуються цими, листя, стебла, корені, бульби, насіння, 10 

ендосперм, сім'ябруньку та пилок. Частини рослин відповідно до цього винаходу можуть бути 
життєздатними, нежиттєздатними, здатними та/або не здатними до регенерації. У винаході 
також включені та запропоновані трансформовані клітини рослини, що містять молекулу ДНК 
відповідно до цього винаходу. Трансформовані клітини або клітини трансгенної рослини за 
винаходом включають клітини здатні та/або не здатні до регенерації. 15 

[00082] Винахід може бути більш легко зрозумілим через посилання на наступні приклади, 
які запропоновані в якості ілюстрації і не призначаються для обмеження винаходу, якщо це не 
встановлено. Фахівцям у цій галузі техніки повинно бути зрозуміло, що способи, описані в 
наступних прикладах, являють собою способи, виявлені авторами винаходу, для нормального 
функціонування при застосуванні винаходу. Однак фахівцям у цій галузі техніки повинно бути 20 

зрозуміло, у висвітленні цього опису, що численні зміни можуть бути зроблені в конкретних 
описаних варіантах реалізації винаходу, і, як і раніше, вийде схожий або аналогічний результат 
без відступу від сутності та обсягу винаходу, тому все, що має значення, розміщується далі або 
показується у доданих графічних матеріалах і повинно інтерпретуватися в ілюстративному, а не 
обмежуючому розумінні. 25 

ПРИКЛАДИ 
Приклад 1 
Ідентифікація та клонування регуляторних елементів 
[00083] Нові RCc3 промотори та лідери були ідентифіковані та клоновані з геномної ДНК 

однодольних видів: сльозника (Coix lacryma-jobi), пальчатки кров'яної (Digitaria sanguinalis (L.) 30 

Scop.), міскантусу китайського (Miscanthus sinensis f. gracillimus), тріпсакума дводомного 
(Tripsacum dactyloides) та цукрової тростини (Saccharum officinarum). Білок RCc3 належить 
надродині проламінів, яка отримала свою назву від спирторозчинного проліну та багатого на 
глютамін білка зернових. Надродина проламіни (також називається інгібітором протеази/білка-
переносника ліпідів/збереження насіння родини 2S альбуміну; Pfam ID: PF00234) являє собою 35 

одне з найпоширеніших надродин білків в геномі рослини. Членами надродини проламінів 
рясніють фрукти, горіхи, насіння та овочі у різноманітних рослин. Вони, як відомо, виявляють 
різноманітні функції: зберігання та захист насіння, зв'язування або передача ліпідів, та 
інгібування ферментів. Білки-переносники ліпідів (LTPs) належать до надродині проламінів та 
експресуються в різних рослинних тканинах. Білок рису RCc3 являє собою LTP, що 40 

експресується в коренях рису, хоча і не всі білки LTP корінь-специфічні. 
[00084] Праймери ампліфікації ДНК (які представлені у SEQ ID №: 25-28) були розроблені з 

використанням кодуючих послідовностей двадцяти чотирьох (24) LTP білків з Zea mays, Oryza 
sativa, Sorghum bicolor та Brachypoium distachyon. Праймери ампліфікації були використані з 
Genome Walker

TM
 (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA), бібліотеками, побудованими 45 

для клонування 5' області відповідній послідовності геномної ДНК.  
[00085] Біоінформативний аналіз проводили для виявлення регуляторних елементів у межах 

ампліфікованої ДНК. Використовуючи результати цього аналізу, регуляторні елементи були 
визначені в межах послідовностей ДНК та праймерів, розроблених для ампліфікації 
регуляторних елементів Відповідну молекулу ДНК для кожного регуляторного елемента 50 

ампліфікували з використанням стандартних умов полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) із 
праймерами, що містять унікальні сайти рестрикції, і геномної ДНК, виділеної з C. lacryma-jobi, 
D. sanguinalis (L.) Scop., M. sinensis f. gracillimus, T. dactyloides та S. officinarum. Отримані 
фрагменти ДНК були ліговані в вектори та секвеновані.  

[00086] Послідовності ДНК, ідентифікованих промоторів та лідерів RCc3 наведені в таблиці 55 

1. Промоторні послідовності запропоновані в цьому документі в якості SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 9, 
11, 13, 15, 17 та 19. Лідерні послідовності запропоновані в цьому документі як SEQ ID №: 2, 4, 6, 
8, 10, 12, 14, 16, 18 та 20. 

 
 60 
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Таблиця 1 
 

Промоторні та лідерні послідовності RCc3, ізольовані з різних видів трав 
 

Опис 
послідовності SEQ ID №: Рід/вид 

P-Cl.RCc3:3 1 Coix lacryma-jobi 

L-Cl.RCc3:2 2 Coix lacryma-jobi 

P-Ds.RCc3_1:1 3 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

L-Ds.RCc3_1:1 4 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

P-Ds.RCc3_2:1 5 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

L-Ds.RCc3_2:1 6 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

P-Ds.RCc3_3:1 7 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

L-Ds.RCc3_3:1 8 Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 

P-MISgr.RCc3_1:1 9 Miscanthus sinensis f. gracillimus 

L-MISgr.RCc3_1:1 10 Miscanthus sinensis f. gracillimus 

P-MISgr.RCc3-2:2 11 Miscanthus sinensis f. gracillimus 

L-MISgr.RCc3-2:1 12 Miscanthus sinensis f. gracillimus 

P-Td.RCc3_1:1 13 Tripsacum dactyloides 

L-Td.RCc3_1:1 14 Tripsacum dactyloides 

P-Td.RCc3_2:1 15 Tripsacum dactyloides 

L-Td.RCc3_2:1 16 Tripsacum dactyloides 

P-Td.RCc3_3:1 17 Tripsacum dactyloides 

L-Td.RCc3_3:1 18 Tripsacum dactyloides 

P-So.RCc3:2 19 Saccharum officinarum 

L-So.RCc3:2 20 Saccharum officinarum 

 
Приклад 2 
Аналіз регуляторних елементів, які контролюють GUS в трансгенній кукурудзі 
[00087] Рослини кукурудзи були трансформовані із застосуванням векторів, спеціальних 

бінарних плазмідних конструкцій, що містять промотор RCc3, функціонально пов'язаний з його 5 

нативною лідерною послідовністю RCc3, яка керує експресією трансгенної (GUS) β-
глюкуронідази. Отримані трансформовані рослини аналізували на GUS-експресію білка. 

[00088] Вектори, якіц використовували в цих експериментах, були сконструйовані з 
використанням способів клонування, які добре відомі у цій галузі техніки. Отримані вектори, що 
містять праву граничну область із А. tumefaciens; першу експресійну касету для аналізу 10 

промоторної/лідерної послідовності RCc3, функціонально пов'язаної з кодоном модифікованої 
GUS-кодуючої послідовністі, яка містить смисловий інтрон GOI-Ec.uidA+St.LS1.nno:3 (SEQ ID 
№:29), котра функціонально пов'язана з 5' кінцем 3' НТО із гена S- аденозілметіонін синтетази 1 
проса італійського (Т-SETit.Ams1-1: 1: 1, SEQ ID №: 159); другу експресійну касету, використану 
для відбору трансформованих клітин рослини, яка надає стійкості к гліфосату (під контролем 15 

промотору актину 1 рису) та ліву граничну область із A. tumefaciens. Отримані плазміди були 
використані для трансформації рослин кукурудзи з використанням методів, відомих в цій галузі 
техніки. Експресія GUS, обумовлена новими промоторами та лідерами RCc3, була зрівняна з 
експресією, керованої гомологами промоторів та лідерів RCc3 проса італійського та рису. У 
таблиці 2 наведені позначення плазмід, промоторні та лідерні послідовності RCc3,і SEQ ID №. 20 
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Таблиця 2 
 

Бінарні плазміди для трансформації рослин 
 та RCc3-асоційовані промоторні/лідерні послідовності 

 

Плазмідна 
кострукція 

Опис послідовності 
промотора 

SEQ ID 
№: 

Опис послідовності 
лідера SEQ ID №: 

pMON264146 P-Cl.RCc3:3 1 L-Cl.RCc3:2 2 

pMON264148 P-Ds.RCc3_1:1 3 L-Ds.RCc3_1:1 4 

pMON264088 P-Ds.RCc3_2:1 5 L-Ds.RCc3_2:1 6 

pMON264107 P-Ds.RCc3_3:1 7 L-Ds.RCc3_3:1 8 

pMON264186 P-MISgr.RCc3_1:1 9 L-MISgr.RCc3_1:1 10 

pMON264187 P-MISgr.RCc3-2:2 11 L-MISgr.RCc3-2:1 12 

pMON264049 P-Td.RCc3_1:1 13 L-Td.RCc3_1:1 14 

pMON264050 P-Td.RCc3_2:1 15 L-Td.RCc3_2:1 16 

pMON264147 P-Td.RCc3_3:1 17 L-Td.RCc3_3:1 18 

pMON264166 P-So.RCc3:2 19 L-So.RCc3:2 20 

pMON264108 P-SETit.Rcc3-1:1:10 21 L-SETit.Rcc3-1:1:2 22 

pMON264206 P-Os.Rcc3-1:1:24 23 L-Os.Rcc3-1:1:2 24 

 
[00090] Рослини були трансформовані шляхом Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації, відомих в цій області техніки та описаних в публікації заявки на патент США 
2009/0138985.  5 

[00090] Гістохімічний аналіз GUS був використаний для якісного аналізу експресії 
трансформованих рослин. Ділянки цілісної тканини інкубували з GUS забарвлюючим розчином 
X-Gluc (5-бром-4-хлор-3-індоліл-бета-глюкуронід) (1 мг/мл) протягом відповідного періоду часу, 
промивали та перевіряли візуально за синім забарвленням. GUS активність якісно визначали 
шляхом прямої візуальної перевірки або перевірки під мікроскопом, використовуючи вибрані 10 

органи і тканини рослини. R0 рослини були перевірені щодо експресії у коренях і листках, а 
також у пиляку, маточкових стовпчиках та насінні, що розвивається, та зав'язі через 21 день 
після запилення (21 ДПЗ). 

[00091] Для кількісного аналізу, загальний білок екстрагували з обраних тканин 
трансформованих рослин кукурудзи. Один мікрограм загального білка був використаний із 15 

флюорогенним субстратом 4-метилумбеліферил-β-D-глюкуронідом (MUG) у загальному об'ємі 
реакції 50 мкл. Продукт реакції, 4-метилумбеліферон (4-MU), максимально флуоресціює при 
високих значеннях рН, де гідроксильна група іонізується. Додавання лужного розчину карбонату 
натрію одночасно зупиняє реакцію і доводить рН для кількісного вимірювання флуоресцентного 
продукту. Флуоресценцію вимірювали при довжині хвилі збудження 365 нм, випромінювання - 20 

445 нм з використанням Fluoromax-3 (Horiba; Кіото, Японія) з Micromax Reader, з встановленою 
шириною щілини: 2 нм - на збудження і 3 нм - на випромінювання. Середні значення експресії 
були надані в пмоль/мкг 4-MU білка/год. 

[00092] Середнє значення експресії R0 GUS для кожної трансформації було записано, та 
середній рівень експресії та стандартну помилку визначали на підставі вимірів зразків, 25 

отриманих з декількох подій трансформації. 
Приклад 3 
Енхансери, які походять від регуляторних елементів. 
[00093] Енхансери походять із промоторних елементів, запропонованих у цьому винаході, 

таких, які представлені в SEQ ID №: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 та 19. Ці енхансерні елементи 30 

можуть містити один або більше цис регуляторних елементів, які у разі, коли вони 
функціонально пов'язані через 5' або 3' кінець із промоторним елементом або функціонально 
пов'язані через 5' або 3' кінець із додатковими енхансерними елементами, які функціонально 
пов'язані з промотором, можуть підвищувати або модулювати експресію молекули ДНК, яка 
транскрибується, або забезпечувати експресію молекули ДНК, яка транскрибується, в 35 
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конкретному типі клітин або органі рослини, або у конкретній часовій точці у розвитку або 
циркадному ритмі.Енхансери створюють шляхом видалення ТАТА-боксу або функціонально 
подібних елементів та будь-якої послідовності ДНК, яка знаходиться нижче, із промоторів, що 
дозволяє ініціювати транскрипцію з промоторів, описаних у цьому документі, як описано вище, в 
тому числі їхніх фрагментів, з яких видалені ТАТА-бокс або функціонально подібні елементи та 5 

послідовність ДНК, яка знаходиться нижче від ТАТА-боксу. 
[00094] Енхансерні елементи можуть бути отримані з промоторних елементів, описаних у 

цьому документі, і клоновані з використанням способів, відомих у цій галузі техніки, таким 
чином, щоб вони були функціонально пов'язані через 5' або 3' кінець із промоторним елементом 
або функціонально пов'язані через 5' або 3' кінець із додатковими енхансерними елементами, 10 

які функціонально пов'язані з промотором. Енхансерні елементи також можуть бути клоновані 
таким чином, щоб вони були функціонально пов'язані через 5' або 3' кінець із промоторним 
елементом, отриманим з організму іншого роду, або функціонально пов'язані через 5' або 3' 
кінець із додатковими енхансерними елементами, отриманими з організмів іншого роду або 
організму того самого роду, які функціонально пов'язані з промотором, отриманим з організму 15 

того самого або іншого роду, в результаті чого утворюється химерний регуляторний елемент. 
Експресійний вектор з геном GUS для трансформації рослин створений із використанням 
способів, відомих у цій галузі техніки, подібно генетичним конструкціям, описаним у попередніх 
прикладах, в яких кінцеві рослинні експресійні вектори містять праву граничну область з A. 
tumefaciens;, першу експресійну касету для тестування регуляторного або химерного 20 

регуляторного елемента, яка містить регуляторний або химерний регуляторний елемент, 
функціонально пов'язаний з інтроном, отриманим із білка теплового шоку HSP70 з Z. mays (I-
Zm.DnaK-1:1:1 SEQ ID №: 38) або з будь-яким з інтронів, представлених у цьому документі, або 
з будь-яким іншим інтроном, функціонально пов'язаним із кодуючою послідовністю GUS, яка або 
має інтрон, який вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 32) або не має інтрону (CR-Ec.uidA-1:1:4 25 

(GUS.nat), SEQ ID №: 31), котра функціонально пов'язана з 3' НТО нопалінсинтази з A. 
tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID №: 39) або з 3' НТО із гена білка перенесення ліпідів 
рису (T-Os.LTP-1:1:1, SEQ ID №: 40), другу касету для селекції трансгена, використану для 
відбору трансформованих клітин рослини, яка надає стійкість до гербіциду гліфосату (під 
контролем промотору актину 1 рису) або, в альтернативному варіанті, до антибіотика 30 

канаміцину (під контролем промотору актину 1 рису) і ліву граничну область з A. tumefaciens. 
Отримані плазміди використовують для трансформації рослин кукурудзи або інших рослин 
цього роду за допомогою способів, описаних раніше, або інших способів, які відомі у цій галузі 
техніки. В альтернативному варіанті клітини протопластів, отримані з кукурудзи або інших 
рослин роду, трансформують за допомогою способів, відомих у цій галузі техніки, для 35 

проведення аналізу транзієнтної експресії 
[00095] Експресія гена GUS під контролем регуляторного елемента, який містить один або 

більше енхансерів, оцінюється при випробуваннях рослин зі стабільною трансформацією або із 
транзієнтною експресією для визначення впливу енхансерного елементу на експресію 
трансгена. Модифікації одного або більше енхансерних елементів або дуплікація одного або 40 

більше енхансерних елементів здійснюється на основі емпіричних досліджень та кінцевої 
регуляції експресії генів, яка спостерігається при використанні композиції кожного регуляторного 
елемента. Зміна відносних позицій одного або більше енхансерів у кінцевому регуляторному 
або химерному регуляторному елементі може впливати на транскрипційну активність або 
специфічність регуляторного або химерного регуляторного елемента і визначається емпірично, 45 

для визначення найкращих енхансерів для бажаного профілю експресії трансгена в межах 
рослини кукурудзи або рослини іншого роду. 

Приклад 4 
Підвищення аналітичної чутливості при використанні кодон-модифікованої β-глюкоронідази 

(GUS) 50 

[00096] Промотори рослин часто експресують на рівнях, які нижче нормального рівня 
виявлення багатьох кількісних аналізів, але їх характеристики експресії можуть бути дуже 
цінними для експресії певних трансгенів. Раніше в біотехнології рослин промотори, які давали 
високу конститутивну експресію були бажаними та їх використовували для регуляції 
транскрипції молекул ДНК, які відповідали за конкретну ознаку, що вимагає високу 55 

конститутивну експресію, таку як стійкість до гербіцидів або стійкість до комах. Ці 
висококонститутивні промотори часто створюють з геномів вірусів рослин, а не геномів рослин, 
наприклад, промотори 35S, отримані з вірусу мозаїки цвітної капусти та віруса мозаїки ранника. 
Примітно, що в деяких випадках, висока конститутивна експресія генів певних молекул ДНК, які 
транскрибуються, може призвести до негативних наслідків, таких як сайленсінг трансгенів off-60 
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phenotypes або yield drag. Наприклад, високий рівень експресії гена GUS в трансгенних 
рослинах цукрової тростини в яких використовуються два різних промотора убіквітину, отримані 
з цукрової тростини, а також з кукурудзи, призводить до посттранскрипційного сайленсінга гена 
GUS (Wei et al., J. Plant Physiol. 160: 1241-1251, 2003). 

[00097] Крім того, останнім часом необхідні промотори, які демонструють конкретні патерни 5 

експресії або підвищують експресію в конкретних тканинах рослини. Наприклад, ектопічна 
експресія генів ферментів в рослинах може призвести до зниження бажаного кінцевого продукту 
через недостачу попередника в точці розгалуження метаболічного шляху (Iwase et al., Plant 
Biotech. 26:29-38, 2009). У цих випадках бажано використовувати промотор, який експресує 
функціонально пов'язану молекулу ДНК, яка транскрибує, в правильних типах тканин або клітин, 10 

або в певному вікні розвитку. Промотори, отримані з геномів рослин, часто демонструють 
експресію в конкретних клітинах, тканинах або на необхідному етапі. Через більш низькі рівні 
експресії цих рослинних промоторів, аналізи експресії часто вимагають використання 
енхансерів, для підвищення рівня експресії, щоб забезпечити виявлення в кількісному аналізі. 
Тим не менше, використання таких енхансером часто змінює загальний характер експресії.  15 

[00098] Підвищення експресії гена-репортера, який використовують в аналізі, усуває 
необхідність у посиленні промотора рослинного походження та, таким чином, забезпечує більш 
точну оцінку характеру експресії, наданої промотором. Цей приклад демонструє використання 
модифікованого кодону GUS-кодуючої послідовності, з метою поліпшнення кількісної чутливості 
аналізу при дослідженні декількох різних EXP, що складаються з промоторной послідовності, 20 

функціонально пов'язаної 5' кінцем з лідерной послідовністю, функціонально пов'язаної 5' 
кінцем з послідовністю інтрона.  

[00099] Рослини кукурудзи були трансформовані зі застосуванням рослинних векторів, що 
містять послідовності EXP, які контролюють експресію трансгена нативної β-глюкоронідази 
(GUS) Escherichia coli, так і кодон-модифікованим трансгеном β-глюкуронідази (GUS.nno), та 25 

отримані рослини були проаналізовані на експресію GUS білка. Кодуючі EXP та GUS 
послідовності клонували в бінарні плазмідні конструкції зі застосуванням способів, відомих в цій 
галузі техніки.  

[000100] Отримані експресійні рослинні конструкції містять праву граничну ділянку від А. 
tumefaciens; першу трансгенну касету для аналізу чутливості двох послідовностей, що кодують 30 

GUS, що складаються з EXP, функціонально пов'язаної з будь-якою нативною послідовністю E. 
coli, що кодує GUS (CR-Ec.uidA-1: 1: 4 (GUS.nat), SEQ ID №: 31) або кодон-модифікованої 
послідовністі, що кодує GUS (CR-Ec.uidA_nno-1: 1: 1 (GUS.nno), SEQ ID № 30), функціонально 
пов'язану 5' кінцем з 3' НТО гена білка-переносника ліпідів рису (Т-Os.LTP-1: 1: 1, SEQ ID №: 
40); друга трансгенна експресійна касета, яку використовували для відбору трансформованих 35 

рослинних клітин, які проявляють стійкість до гліфосату (яка керується промотором актину рису 
1); та ліва гранична ділянку від А. tumefaciens. Фіг. 1А-1С ілюструють вирівнювання між нативної 
послідовністю, що кодує GUS (CR-Ec.uidA-1: 1: 4), та кодон-модифікованою послідовністю, що 
кодує GUS (CR-Ec.uidA_nno-1: 1: 1). Ідентичні нуклеотиди у вирівнюванні відзначені зірочкою. 
Кодон-модифікована послідовність, що кодує GUS, на 77,9 % ідентична нативній послідовності, 40 

що кодує GUS, та була розроблена для кращої експресії в рослині.  
[000101] Три (3) різні класи EXP були використані, при цьому кожен проявляв специфічний 

патерн експресії. EXP EXP-SETit.Cab3+Zm.DnaK: 1: 1 (SEQ ID №: 34) та EXP-
SETit.Cab3+Zm.DnaK: 1: 2 (SEQ ID №: 35) проявляли профіль експресії в листках кукурудзи та 
були по суті ідентичні, за винятком вставки в п'ять нуклеотидів 5' CCGGA-3' в позиції 1408-1412 45 

EXP-SETit.Cab3+Zm.DnaK: 1: 2. Послідовність EXP EXP-CaMV.35S-ENH+Os.Rcc3+Zm.DnaK: 1: 5 
(SEQ ID №: 36) забезпечує підвищений профіль експресії в коренях кукурудзи. Послідовність 
EXP EXP-Zm.UbqM1: 1: 2 (SEQ ID №: 37) забезпечує висококонститутивний профіль експресії у 
кукурудзи. Отримані плазміди були використані для трансформації рослин кукурудзи зі 
застосуванням способів, відомих в цій галузі техніки. У таблиці 3 наведені позначення 50 

плазмідних конструктів і відповідні послідовності EXP та GUS. 
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Таблиця 3 
 
Плазмідні конструкції, послідовності EXP та патерни експресії, які використовували для 

порівняння нативних GUS та кодон-модифікованих GUS-кодуючих послідовностей 
 

Плазмідна 
конструкція Опис EXP Патерн експресії 

SEQ 
ID 
№: GUS 

SEQ 
ID 
№: 

pMON122599 

EXP-
SETit.Cab3+Zm.DnaK:1:
2 Лист 35 

CR-Ec.uidA-
1:1:4 31 

pMON122595 

EXP-
SETit.Cab3+Zm.DnaK:1:
1 Лист 34 

CR-
Ec.uidA_nno-
1:1:1 30 

pMON144050 

EXP-CaMV.35S-
enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK:
1:5 

Посилений в 
корені 36 

CR-Ec.uidA-
1:1:4 31 

pMON122597 

EXP-CaMV.35S-
enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK:
1:5 

Посилений в 
корені 36 

CR-
Ec.uidA_nno-
1:1:1 30 

pMON144051 EXP-Zm.UbqM1:1:2 Конститутивний 37 
CR-Ec.uidA-
1:1:4 31 

pMON122598 EXP-Zm.UbqM1:1:2 Конститутивний 37 

CR-
Ec.uidA_nno-
1:1:1 30 

 
[000102] У деяких випадках рослини були трансформовані за допомогою агробактеріальних 

способів трансформації, відомих у цій області техніки та в публікації заявки на патент США 
2009/0138985. 5 

[000103] Гістохімічний аналіз GUS був використаний для якісного аналізу експресії 
трансформованих рослин. Ділянки цілісної тканини інкубували з GUS забарвлюючим розчином 
X-Gluc (5-бром-4-хлор-3-індоліл-бета-глюкуронід) (1 мг/мл) протягом відповідного періоду часу, 
промивали та перевіряли візуально за синім забарвленням. GUS активність якісно визначалася 
шляхом прямої візуальної перевірки або перевірки під мікроскопом, використовуючи вибрані 10 

органи та тканини рослини. R0 рослини були перевірені щодо експресії у коренях і листках, а 
також у пиляку, приймочки та насінні, що розвивається, та зав'язі через 21 день після запилення 
(21 ДПЗ). 

[000104] Для кількісного аналізу, загальний білок екстрагували з обраних тканин 
трансформованих рослин кукурудзи. Один мікрограм загального білка був використаний із 15 

флюорогенним субстратом 4-метилумбеліферил-β-D-глюкуронідом (MUG) у загальному об'ємі 
реакції 50 мкл. Продукт реакції, 4-метилумбеліферон (4-MU), максимально флуоресціює при 
високих значеннях рН, де гідроксильна група іонізується. Додавання лужного розчину карбонату 
натрію одночасно зупиняє реакцію і доводить рН для кількісного вимірювання флуоресцентного 
продукту. Флуоресценцію вимірювали при довжині хвилі збудження 365 нм, випромінювання - 20 

445 нм з використанням Fluoromax-3 (Horiba; Кіото, Японія) з Micromax Reader, з встановленою 
шириною щілини: 2 нм - на збудження і 3 нм - на випромінювання. 

[000105] Середня експресія GUS в R0, яку спостерігали для кожної трансформації, 
представлена нижче в таблицях 4, 5 та 6. 

25 
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Таблиця 4 
 
Середнє значення експресії GUS для покоління трансформантів R0 нативних та кодон-

модифікованих GUS-кодуючих послідовностей з використанням EXP з профілем експресії в 
листках 

 
 

Тканина 

pMON122599 EXP-
SETit.Cab3+Zm.DnaK:1:2/CR-

Ec.uidA-1:1:4 

pMON122595 EXP-
SETit.Cab3+Zm.DnaK:1:1/CR-

Ec.uidA_nno-1:1:1 

V4 Лист 798 1807 

V7 Лист 230 1863 

VT Лист 508 2097 

V4 Корінь 0 0 

V7 Корінь 0 0 

VT Корінь 14 0 

Пильник 95 1056 

Маточка 154 1590 

21ДПЗ Зародок 24 31 

21 ДПЗ Ендосперм 18 61 

 
 

Таблиця 5  
 

Середнє значення експресії GUS для покоління трансформантів R0 нативних та кодон-
модифікованих GUS-кодуючих послідовностей з використанням EXP з посиленою експресією 

в коріннях 
 

Тканина 

pMON144050 EXP-CaMV.35S-
enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK:1:5/CR-

Ec.uidA-1:1:4 

pMON122597 EXP-CaMV.35S-
enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK:1:5/CR-

Ec.uidA_nno-1:1:1 

V4 Лист 0 50 

V7 Лист 0 51 

VT Лист 0 82 

V4 Корінь 26 486 

V7 Корінь 16 257 

VT Корінь 18 343 

Пильник 19 67 

Маточка 0 12 

21ДПЗ Зародок 14 125 

21 ДПЗ Ендосперм 17 45 

 
 5 
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Таблиця 6 
 

Середнє значення експресії GUS для покоління трансформантів R0 нативних та кодон-
модифікованих GUS-кодуючих послідовностей з використанням EXP з конститутивним рівнем 

експресії 
 

Тканина 
pMON144051 EXP-

Zm.UbqM1:1:2/CR-Ec.uidA-1:1:4 

pMON122598 EXP-
Zm.UbqM1:1:2/CR-
Ec.uidA_nno-1:1:1 

V4 Лист 988 3327 

V7 Лист 963 2771 

VT Лист 1777 3787 

V4 Корінь 693 2149 

V7 Корінь 402 1443 

VT Корінь 776 3170 

Пильник 2247 3190 

Маточка 975 3324 

21ДПЗ Зародок 511 894 

21 ДПЗ Ендосперм 791 2298 

 
[000106] Як видно з таблиць 4, 5 та 6, існує можливість підвищити чутливість кількісного 

аналізу з використанням кодон-модифікованої GUS-кодуючої послідовності в порівнянні з 
нативної кодуючою послідовністю GUS. Деякі зміни між популяціями GUS.nno та GUS.nat слід 
очікувати, оскільки експресія може залежати від вставки ділянок Т-ДНК; однак загальна 5 

тенденція чутливості показує набагато більше чутливості, при використанні GUS.nno. GUS, яка 
контролюється EXP-SETit.Cab3+Zm.DnaK: 1: 1 (SEQ ID №: 34) та EXP-SETit.Cab3+Zm.DnaK: 1: 2 
(SEQ ID №: 35), продемонстрували в 2,26-8,1 рази більшу чутливість із застосуванням GUS.nno, 
ніж у випадку з GUS.nat. Аналогічним чином, забезпечується посилена експресія в корені EXP-
CaMV.35S-Enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK: 1:5 (SEQ ID №: 36) в 16,06-19,06 рази за допомогою 10 

GUS.nno, ніж GUS.nat, завдяки чому кодон-модифікована GUS-кодируюча послідовність 
ідеально підходить для скринінгу кореневих промоторів, особливо тих, які експресують на 
низькому рівні, та можуть демонструвати рівень GUS на рівні або нижче фонових рівнів при 
використанні нативної GUS послідовності, кодуючої 8.1 кратно більшу чутливість за допомогою 
GUS.nno. Висококонститутивний профіль експресії, який забезпечується EXP-Zm.UbqM1: 1: 2 15 

(SEQ ID №: 37), продемонстрував у 1,42-4,09 рази вищий рівень з використанням GUS.nno, у 
порівнянні з GUS.nat.  

[000107] Якісна GUS-реакція була більш чутлива і краще спостерігалася при використанні 
кодон-модифікованої GUS-кодуючої послідовності. Як правило, якісні реакції фарбування менш 
чутливі, ніж кількісні аналізи. Використання кодон-модифікованої GUS-кодуючої послідовності 20 

забезпечує кращі та більш однорідні мікроскопічні перевірки забарвлених тканин. Наприклад, в 
тканинах коренів, де GUS керується EXP-CaMV.35S-Enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK: 1: 5 (SEQ ID №: 
36), гістохімічне фарбування тканин, які трансформовані кодон-модифікованою GUS-кодуючою 
послідовністю, був більш вираженим та видимим у всіх зразках V7 кореня: корі, епідермісі, 
ендодермі, кореневих волосках і кінчиках бічних коренів. На противагу цьому, GUS фарбування 25 

якісно не спостерігалося у відповідних V7 тканинах кореня, коли нативною GUS-кодуючою 
послідовністю керували за допомогою EXP-CaMV.35S-Enh+Os.Rcc3+Zm.DnaK: 1: 5. Покращена 
кодон-модифікована GUS-кодируюча послідовність (CR-Ec.uidA_nno-1: 1: 1, SEQ ID №: 30), 
забезпечує більшу чутливість аналізу та являю собою особливо цінну при вимірюванні експресії 
промоторів, які експресують на низькому рівні. 30 

Приклад 5 
Аналіз регуляторних елементів, які контролюють GUS в протопластах коріння та листків 

кукурудзи 
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[000108] Протопласти листків та коріння кукурудзи були трансформовані за допомогою 
векторів, що містять RCc3 промотор, функціонально пов'язаний з нативним лідером RCc3, який 
контролює експресію трансгена β-глюкуронідази (GUS), і в результаті трансформовані 
протопласти були проаналізовані на експресію білка GUS. RCc3 промоторні та лідерні 
послідовності були клоновані в бінарні плазмідні конструкції з використанням способів, відомих 5 

в цій області техніки та описаних раніше в Прикладі 2. 
[000109] Також було побудовано дві плазміди для використання при ко-трансформації та 

нормуванні даних, з використанням способів, відомих в цій галузі техніки. Кожна плазміда 
містила специфічну послідовність, що кодує люциферази, під контролем конститутивної 
послідовності EXP. Рослинний вектор pMON19437 містить експресійну касету з конститутивним 10 

промотором, функціонально пов'язаним з 5' інтроном, (EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK: 1: 1, SEQ 
ID №: 41), функціонально пов'язаним з 5' кодуючою послідовністю люциферази світляка 
(Photinus pyralis) (LUCIFERASE: 1: 3, SEQ ID №: 42), функціонально пов'язаної з 5'-3' НТО з гена 
нопалінсінтази Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-1: 1: 13, SEQ ID №: 39). Рослинний 
вектор pMON63934 містить експресійної касету з конститутивною послідовністю EXP (EXP-15 

CaMV.35S-enh-Lhcb1, SEQ ID №: 44), функціонально пов'язаною з 5' кодуючою послідовністю 
люциферази реніли морської (Renilla reniformis) (CR-Ren.hRenilla Lucife-0: 0: 1, SEQ ID NO: 43), 
функціонально пов'язаною з 5'-3' НТО з гена нопалінсінтази Agrobacterium tumefaciens (T-
AGRtu.nos-1: 1: 13, SEQ ID №: 39). 

[000110] Протопласти листків та коренів кукурудзи були трансформовані з використанням 20 

способу трансформації на основі ПЕГ, який добре відомий у цій галузі техніки. Клітини 
протопластів трансформували плазмідними ДНК pMON19437 та pMON63934 та плазмідами, 
представленими в таблиці 7, та інкубували протягом ночі у повній темряві. Надалі вимірювання 
як GUS, так і люциферази проводили шляхом внесення аліквот лізованих препаратів клітин, 
трансформованих як описано раніше, у два різних планшети із дрібними лунками. Один 25 

планшет використовували для вимірювання GUS, а другий планшет використовували для 
виконання подвійного аналізу люциферази з використанням системи подвійного аналізу 
репортеру люциферази (Promega Corp., Madison, WI; див., Наприклад, Promega Notes Magazine, 
No: 57, 1996, p.02). 

[000111] Чотири трансформації були виконані для кожного EXP або промотора + лідера + 30 

послідовності інтрона. Були визначені середні значення експресії для кожної послідовності EXP 
або промотора + лідера + послідовності інтрона з декількох зразків кожного експерименту з 
трансформації. Вимірювання зразків були проведені з використанням чотирьох повторностей 
для кожної трансформації генетичної конструкції (плазміди) з послідовністю EXP або 
промотором + лідером + послідовністю інтрона. Фонова експресія GUS була визначена з 35 

використанням негативного контролю плазмідної конструкції, в якій був відсутній трансген GUS. 
Середні рівні експресії GUS та люциферази наведені в таблицях 7 (лист) і 8 (корінь). У цих 
таблицях значення люциферази світляків (наприклад, експресія pMON19437) наведені в 
стовпчику "FLUC", а значення люциферази реніли морської (наприклад, експресія pMON63934) 
наведені в стовпчику "RLUC." Також в таблицях 7 і 8 представлені середні показники GUS / 40 

FLUC і GUS / RLUC, які представляють собою міру відносної різниці показників сили експресії в 
аналізі протопластів. 
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Таблиця 7 
 

Середні показники GUS, FLUC та RLUC, 
 отримані з трансформованих протопластів листа кукурудзи 

 

Плаз-
мідна 

конструк-
ція 

Промотор 
Лідер 

SEQ 
ID 
№: 

Серед-
ня GUS 

Середня 
FLUC 

Середня 
RLUC 

Серед-
няGUS
/FLUC 

Середн
я 

GUS/RL
UC 

pMON26
4146 

P-Cl.RCc3:3 
L-Cl.RCc3:2 

1 
 2 

532806
4,75 

105434 253107,5 50,73 21,15 

pMON26
4148 

P-Ds.RCc3_1:1 
 L-Ds.RCc3_1:1 

3 
 4 

773613 147918 338149,5 5,23 2,28 

pMON26
4088 

P-Ds.RCc3_2:1 
 L-Ds.RCc3_2:1 

5 
 6 

288355
5,75 

129947,5 309268,5 22,33 9,45 

pMON26
4107 

P-Ds.RCc3_3:1 
 L-Ds.RCc3_3:1 

7 
 8 

109378
5 

124864,7
5 

306178,75 8,70 3,55 

pMON26
4186 

P-MISgr.RCc3_1:1 
L-MISgr.RCc3_1:1 

9 
 10 

261383
9,75 

128887,2
5 

301412,75 20,45 8,83 

pMON26
4187 

P-MISgr.RCc3-2:2 
 L-MISgr.RCc3-2:1 

11 
 12 

237070
6,25 

149383,5 370443,75 15,95 6,53 

pMON26
4049 

P-Td.RCc3_1:1 
 L-Td.RCc3_1:1 

13 
 14 

750658
5,75 

150939,2
5 

368035,5 50,15 20,88 

pMON26
4050 

P-Td.RCc3_2:1 
 L-Td.RCc3_2:1 

15 
 16 

444725
4,25 

155356,2
5 

364604,5 28,78 12,40 

pMON26
4147 

P-Td.RCc3_3:1 
 L-Td.RCc3_3:1 

17 
 18 

110011
8,75 

153451 316691,5 7,13 3,48 

pMON26
4166 

P-So.RCc3:2 
 L-So.RCc3:2 

19 
 20 

306204
5 

143684,5 332394,5 21,55 9,45 

pMON26
4108 

P-SETit.Rcc3-
1:1:10 
 L-SETit.Rcc3-1:1:2 

21 
 22 

147483 
129834,2

5 
300917,25 1,15 0,50 

pMON26
4206 

P-Os.Rcc3-1:1:24 
 L-Os.Rcc3-1:1:2 

23 
 24 

184905,
25 

171440,7
5 

386387,25 1,08 0,50 
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Таблиця 8 
 

Середні показники GUS, FLUC та RLUC, отримані 
 з трансформованих протопластів кореня кукурудзи 

 

Плазмід-
на 

конструк-
ція 

Промотор 
Лідер 

SEQ 
ID 
№: 

Середня 
GUS 

Середня 
FLUC 

Середн
я RLUC 

Середня 
GUS/FLUC 

Серед
ня 

GUS/R
LUC 

pMON26
4146 

P-Cl.RCc3:3 
 L-Cl.RCc3:2 

1 
 2 

185142,
3 

18310 34502,5 10,18 5,43 

pMON26
4148 

P-Ds.RCc3_1:1 
 L-Ds.RCc3_1:1 

3 
 4 

16306,5 17008 31233 0,98 0,53 

pMON26
4088 

P-Ds.RCc3_2:1 
 L-Ds.RCc3_2:1 

5 
 6 

101603,
8 

19201,25 43298 5,23 2,33 

pMON26
4107 

P-Ds.RCc3_3:1 
 L-Ds.RCc3_3:1 

7 
 8 

29196 14483,5 
34700,7

5 
2,03 0,88 

pMON26
4186 

P-MISgr.RCc3_1:1 
L-MISgr.RCc3_1:1 

9 
 10 

87232 18411,75 
44755,7

5 
4,80 1,95 

pMON26
4187 

P-MISgr.RCc3-2:2 
 L-MISgr.RCc3-2:1 

11 
12 

510761,
5 

19093,75 41948,5 26,98 12,30 

pMON26
4049 

P-Td.RCc3_1:1 
 L-Td.RCc3_1:1 

13 
14 

884517,
8 

23881,75 55790 37,23 16,18 

pMON26
4050 

P-Td.RCc3_2:1 
 L-Td.RCc3_2:1 

15 
16 

91634,5 18385 43509,5 5,03 2,18 

pMON26
4147 

P-Td.RCc3_3:1 
 L-Td.RCc3_3:1 

17 
18 

50257,2
5 

18716,75 34489 2,65 1,45 

pMON26
4166 

P-So.RCc3:2 
 L-So.RCc3:2 

19 
20 

508345,
3 

22335,25 
51655,7

5 
22,98 10,13 

pMON26
4108 

P-SETit.Rcc3-
1:1:10 

 L-SETit.Rcc3-
1:1:2 

21 
22 

8123 17750,75 
37872,2

5 
0,45 0,23 

pMON26
4206 

P-Os.Rcc3-1:1:24 
 L-Os.Rcc3-1:1:2 

23 
24 

336095,
3 

17709,5 40179,5 19,65 8,63 

 
[000112] Як показано в таблиці 7, все гомологи RCc3 промотора продемонстрували 

здатність контролювати експресію трансгена в протопластах листя кукурудзи. Деякі з гомологів 
RCc3 промотора контролюють експресію краще, ніж інші в цьому тесті, на підставі показників 5 

GUS / FLUC і GUS / RLUC. Надалі, як показано в таблиці 8 вище, всі гомологи RCc3 промотора 
продемонстрували здатність контролювати експресію трансгена в протопластах кореня 
кукурудзи в різному ступені. 

Приклад 6 
Аналіз регуляторних елементів, які контролюють GUS у трансгенній кукурудзі. 10 

[000113] Рослини кукурудзи були трансформовані векторами, які містять RCc3 промотор, 
функціонально пов'язаний з його нативним RCc3 лідером, який контролює експресію трансгена 
β-глюкуронідази (GUS). Отримані трансформовані рослини були проаналізовані експресією 
GUS білка. 

[000114] RCc3 промоторні та лідерні послідовності були клоновані в бінарні плазмідні 15 

конструкції з використанням способів, відомих в цій області техніки та таких, як описано раніше 
в Прикладі 2. Отримані бінарні плазмідні конструкції: pMON264146, pMON264148, pMON264088, 
pMON264107, pMON264186, pMON264187, pMON264049, pMON264050, pMON264147 та 
pMON264166. Рослини кукурудзи були стабільно трансформовані pMON264108 та 
pMON264206. Якісний та кількісний аналіз експресії GUS проводили, як описано в Прикладі 2. 20 
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Рослини аналізували на V4, V7 та VT стадіях розвитку. На R1 і R3 показаний відбір проб. 
Таблиця 9 показує середні кількісні показники експресії GUS для стабільно трансформованих 
рослин кукурудзи. 

 
 5 

Таблиця 9 
 

Середні кількісні показники експресії GUS для стабільно трансформованих рослин кукурудзи 
 

Плаз-
мідна 
кон-

струк-
ція 

Промотор 
Лідер 

SE
Q 
ID 
№: 

V4 
ли
ст 

V4 
ко
рін
ь 

V7 
ли-
ст 

V7 
ко-
рінь 

VT 
ли-
ст 

VT 
ко-
рінь 

VT 
квітка 

/ 
пиль-
ники 

R1 
кач
ани
/ма
точ
кові 
сто
впч
ики 

R3 
21Д
ПЗ 
зар
одо

к 

R3 
21Д
ПЗ 

ендо
спер

м 

pMON2
64146 

P-Cl.RCc3:3 
 L-Cl.RCc3:2 

1 
 2 

25,
15 

61
,3
1 

20,7
1 

42,6
4 

35,
96 

95,1
9 298 

125
,12 

21,
97 

186,
52 

pMON2
64148 

P-
Ds.RCc3_1:1 

L-
Ds.RCc3_1:1 

3 
 4 

48,
34 

36
,8
1 

42,4
9 

125,
25 

69,
76 

55,4
4 

277,9
3 58 

67,
08 

115,
71 

pMON2
64088 

P-
Ds.RCc3_2:1 

L-
Ds.RCc3_2:1 

5 
 6 

28,
31 

51
,1
8 59,2 

149,
2 

70,
93 

158,
32 

214,4
7 

120
,72 

141
,85 

164,
68 

pMON2
64107 

P-
Ds.RCc3_3:1 

L-
Ds.RCc3_3:1 

7 
 8 

67,
1 

32
7,
44 

85,0
2 

365,
51 

16
1,6
5 

202,
17 

787,2
5 

103
,63   

pMON2
64186 

P-
MISgr.RCc3_

1:1 L-
MISgr.RCc3_

1:1 
9 

 10 
38,
66 

40
,2
5 39,7 

139,
98 

10
5,2
4 

308,
24 

406,3
8 

239
,35 

118
,54 

196,
48 

pMON2
64187 

P-
MISgr.RCc3-

2:2 
 L-

MISgr.RCc3-
2:1 

11 
12 

25,
9 

19
3,
25 

42,1
3 

291,
5 

48,
02 

549,
37 87,89 

41,
83   

pMON2
64049 

P-
Td.RCc3_1:1 

L-
Td.RCc3_1:1 

13 
14 

28
3,8
6 

23
8,
31         

pMON2
64050 

P-
Td.RCc3_2:1 

L-
Td.RCc3_2:1 

15 
16 

51,
82 

65
3,
38         
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Таблиця 9 

pMON2
64147 

P-
Td.RCc3_3:1 

L-
Td.RCc3_3:1 

17 
18 

42,
49 

55
,8
7 

41,4
9 

197,
51 

11
7,7
7 

282,
63 

1182,
96 

938
,3 

815
,36 

1240
,92 

pMON2
64166 

P-So.RCc3:2 
 L-So.RCc3:2 

19 
20 

34,
11 

21
5,
86 

125,
91 

855,
23 

79,
33 

237,
25 

347,9
9 

177
,13   

 
[000115] Як показано в таблиці 9, всі гомологи RCc3 промотора контролювали експресію 

трансгена GUS в стабільно трансформованих рослинах кукурудзи. Крім того, кожен промотор 
мав унікальний характер експресії. Наприклад, експресію VT квітка/пильник відрізняли серед 5 

гомологів RCc3 промотора. Експресія, яку контролювали P-Td.RCc3_3: 1 (SEQ ID №: 17), була 
найбільш високою для всіх спостережуваних промоторів, тоді як експресія, яку контролювали P-
MISgr.RCc3-2: 2 (SEQ ID №: 11) була найнижчою, відносно експресії R1 качанів/маточкових 
стовпчиків, Р-Td.RCc3_3: 1 (SEQ ID №: 17) показала найвищий рівень експресії в цих тканинах і 
Р-MISgr.RCc3-2: 2 (SEQ ID №: 11) показала найнижчий рівень експресії. Експресія, яку 10 

контролювали P-Td.RCc3_3: 1 (SEQ ID №: 17), збільшена в тканинах, які розвиваються пізніше. 
Рівень експресії збільшувався в корені від стадії V4 до стадії VT та навіть перевищив VT 
квітки/пильника, R1 качанів/маточкових стовпчиків та R3 21ДПЗ зародка та ендосперму. 
Експресія, яку контрольовали P-Td.RCc3_3: 1, була найвищою серед гомологів RCc3 промотора 
в VT квітки/пильника, R1 качанів/маточкових стовпчиків та R3 21ДПЗ зародка та ендосперму. 15 

[000116] Відносно експресії в листі та корені, деякі з гомологів RCc3 промотора 
продемонстрували більш високу експресію в корені по відношенню до експресії в листі. Таблиця 
10 показує співвідношення експресії в корені до експресії в листі для всіх проаналізованих 
промоторів RCc3.  

 20 

 
Таблиця 10 

 
Показники співвідношення експресії корінь/ 

лист для стабільно трансформованих рослин кукурудзи 
 

   Середнє корінь/лист 

Плазмідна 
конструкція 

Промотор 
Лідер 

SEQ ID 
№: V4 V7 VT 

pMON264146 P-Cl.RCc3:3 
 L-Cl.RCc3:2 

1 
 2 2,44 2,06 2,65 

pMON264148 P-Ds.RCc3_1:1 
 L-Ds.RCc3_1:1 

3 
 4 0,76 2,95 0,79 

pMON264088 P-Ds.RCc3_2:1 
 L-Ds.RCc3_2:1 

5 
 6 1,81 2,52 2,23 

pMON264107 P-Ds.RCc3_3:1 
 L-Ds.RCc3_3:1 

7 
 8 4,88 4,30 1,25 

pMON264186 P-MISgr.RCc3_1:1 
 L-MISgr.RCc3_1:1 

9 
 10 1,04 3,53 2,93 

pMON264187 P-MISgr.RCc3-2:2 
 L-MISgr.RCc3-2:1 

11 
 12 7,46 6,92 11,44 

pMON264049 P-Td.RCc3_1:1 
 L-Td.RCc3_1:1 

13 
 14 0,84   

pMON264050 P-Td.RCc3_2:1 
 L-Td.RCc3_2:1 

15 
 16 12,61   

pMON264147 P-Td.RCc3_3:1 
 L-Td.RCc3_3:1 

17 
 18 1,31 4,76 2,40 
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Таблиця 10 
 

Показники співвідношення експресії корінь/ 
лист для стабільно трансформованих рослин кукурудзи 

 

   Середнє корінь/лист 

Плазмідна 
конструкція 

Промотор 
Лідер 

SEQ ID 
№: V4 V7 VT 

pMON264166 P-So.RCc3:2 
 L-So.RCc3:2 

19 
 20 6,33 6,79 2,99 

 
[000117] Як показано в Таблиці 10, кожен гомолог RCc3 промотора продемонстрував різні 

коефіцієнти експресії кореня до листа та різний її характер від V4 стадії до стадії VT. 
Наприклад, Р-Cl.RCc3: 3 (SEQ ID №: 1) підтримує аналогічне співвідношення експресії від V4 
стадії до стадії VT з невеликим зниженням, яке відбувається на стадії V7. Як показано в таблиці 5 

9, експресія в корені злегка знизилася від V4 до V7, а потім збільшилася на етапі VT. Промотор 
Р-Ds.RCc3_3: 1 (SEQ ID №: 7) продемонстрував зміну співвідношення експресії від стадії до 
стадії V4 VT з більш високою експресією в корені по відношенню до листа в стадіях V4 і V7, а 
потім зсув, який наблизив експресію в листі по відношенню до кореня на стадії VT (1,25). Як 
показано в таблиці 9, цей промотор демонструє збільшення експресії в листі від стадії V4 до VT, 10 

тоді як експресія в корені знижується від стадії V7 до VT. Промотор Р-So.RCc3: 2 (SEQ ID №: 19) 
підтримує співвідношення експресії в корені до експресії в листі на рівні 6,33 на стадії V4 та на 
рівні 6,79 на стадії V7, але потім знижує до значення 2,99 на стадії VT. Разом з тим, експресія з 
цим промотором збільшилася в 3,69 і 3,96 рази в листі та корені, відповідно, від стадії V4 до V7, 
а потім знизилася до 2,33 і 1,10 по відношенню до V4 на стадії VT. 15 

[000118] Примітно, що не всі промотори мали вищий коефіцієнт співвідношення кореня до 
листа. Наприклад, промотори P-Ds.RCc3_1: 1 (SEQ ID №: 3) і Р-Td.RCc3_1: 1 (SEQ ID №: 13) 
мали співвідношення кореня до листа нижче одного на стадії V4. Разом з тим, експресія, яку 
контролювали P-Td.RCc3_1: 1, була 6,6 рази більше, ніж P-Ds.RCc3_1: 1 в корені на стадії V4. 
Найвище співвідношення кореня та листа на етапі V4 було досягнуто за допомогою Р-20 

Td.RCc3_2: 1 (SEQ ID №: 15). Співвідношення експресії кореня та листа з промотором Р-
Ds.RCc3_1: 1 збільшилася з V4 (0,76) до V7 (2.95), а потім повернулося до співвідношенню, 
аналогічному на V4 (0,79). 

[000119] Промотор Р-MISgr.RCc3-2: 2 (SEQ ID №: 11) продемонстрував збільшення експресії 
як в листі, так і в корені зі стадії V4 до стадії VT, включно. Цей промотор мав співвідношення 25 

кореня до листа вище 6,9 протягом усіх трьох стадій, але співвідношення змінилося з 7,46 на 
стадії V4 до 6,92 на стадії V7, а потім збільшилася до 11,44 на стадії VT. Експресія, яку 
контролювали P-MISgr.RCc3-2: 2, збільшилася в листі та корені від стадії V4 до стадії VT. 

[000120] Кожен з гомологів RCc3 промотора продемонстрував патерни експресії в стабільно 
трансформованій кукурудзі, які не можуть бути передбачені в силу того, що отримані з 30 

гомологічних генів, особливо при використанні для трансформації гетерологічних видів, таких як 
кукурудза. Більшість промоторів продемонстрували більш високу експресію в корені по 
відношенню до листа в деяких точках або на стадіях V4, V7 або VT, або на всіх етапах аналізу. 
Слід зазначити, що величина експресії широко відрізнялася між промоторами. Унікальні 
властивості експресії кожного з гомологів RCc3 промотора роблять деякі з них більш 35 

відповідним для певних типів експресії молекули ДНК, яка транскрибується. Наприклад, 
експресія молекули ДНК, яка транскрибується, може мати вирішальне значення для засвоєння 
поживних речовин у грунті та яка найкраще експресується в більш пізній стадії розвитку, коли 
рослина збирається почати розмноження та виробництво насіння, може отримати найбільшу 
вигоду з таким промотором, як Р-MISgr.RCc3-2: 2 (SEQ ID №: 11), який збільшує експресію в 40 

корені на стадії VT. 
* * * * * * * 

[000121] Із ілюстрацій та опису принципів винаходу фахівцям у цій галузі техніки буде 
очевидно, що форма та деталі цього винаходу можуть бути модифіковані без відступу від цих 
принципів. Ми заявляємо усі модифікації, які знаходяться в межах сутності та обсягу формули 45 

винаходу. Усі публікації та опубліковані патентні документи, цитовані в цьому документі, 
включені шляхом посилання так, як би кожна окрема публікація або заявка на патент конкретно 
та індивідуально вказувалась як включена шляхом посилання. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Рекомбінантна молекула ДНК, яка містить послідовність ДНК, вибрану з групи, що 5 

складається з: 
а) послідовності ДНК зі щонайменше 95 відсотками ідентичності повнорозмірній послідовності 
будь-якої з SEQ ID NO: 13, 15 і 17, де послідовність має промоторну активність; 
б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 13, 15 і 17; і 
в) фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 13, 15 і 17, що містить щонайменше 500 суміжних 10 

нуклеотидів, причому цей фрагмент має промоторну активність; 
при цьому зазначена послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною 
полінуклеотидною молекулою, яка транскрибується. 
2. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 1, яка відрізняється тим, що вказана послідовність ДНК 
має щонайменше 95 відсотків ідентичності послідовності до послідовності ДНК будь-якої з SEQ 15 

ID NO: 13, 15 і 17. 
3. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 1, яка відрізняється тим, що гетерологічна молекула 
ДНК, яка транскрибується, містить ген, який представляє агрономічний інтерес. 
4. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 3, яка відрізняється тим, що ген, який представляє 
агрономічний інтерес, обумовлює у рослин толерантність до гербіцидів. 20 

5. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 3, яка відрізняється тим, що ген, який представляє 
агрономічний інтерес, обумовлює у рослин стійкість до шкідників. 
6. Клітина трансгенної рослини, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка містить 
послідовність ДНК, вибрану з групи, що складається з: 
а) послідовності ДНК зі щонайменше 95 відсотками ідентичності послідовності повнорозмірній 25 

послідовності будь-якої з SEQ ID NO: 13, 15 і 17, де послідовність має промоторну активність; 
б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 13, 15 і 17; і 
в) фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 13, 15 і 17, що містить щонайменше 500 суміжних 
нуклеотидів, причому цей фрагмент має ген-регуляторну активність;  
при цьому зазначена послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною 30 

полінуклеотидною молекулою, яка транскрибується. 
7. Клітина трансгенної рослини за п. 6, яка відрізняється тим, що вказана клітина трансгенної 
рослини являє собою клітину однодольної рослини. 
8. Клітина трансгенної рослини за п. 6, яка відрізняється тим, що вказана клітина трансгенної 
рослини являє собою клітину дводольної рослини. 35 

9. Трансгенна рослина або її частина, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка містить 
послідовність ДНК, вибрану з групи, що складається з: 
а) послідовності ДНК зі щонайменше 95 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої з 
SEQ ID NO: 13, 15 і 17, де послідовність має промоторну активність; 
б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 13, 15 і 17; і 40 

в) фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 13, 15 і 17, що містить щонайменше 500 суміжних 
нуклеотидів, причому цей фрагмент має промоторну активність; і 
при цьому вказана послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною 
полінуклеотидною молекулою, яка транскрибується. 
10. Рослина-нащадок трансгенної рослини за п. 9 або її частина, яка відрізняється тим, що 45 

рослина-нащадок містить вказану молекулу рекомбінантної ДНК. 
11. Трансгенна насінина із трансгенної рослини за п. 9, яка відрізняється тим, що ця насінина 
містить вказану молекулу рекомбінантної ДНК. 
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12. Спосіб отримання товарного продукту, який включає отримання трансгенної рослини або її 
частини за п. 9 та виробництво з неї товарного продукту. 
13. Спосіб за п. 12, який відрізняється тим, що товарний продукт являє собою оброблене 
насіння, зерна, частини рослин і борошно грубого помелу. 
14. Спосіб отримання трансгенної рослини, який включає: 5 

а) трансформацію клітини рослини рекомбінантною молекулою ДНК за п. 1 для отримання 
трансформованої клітини рослини; і 
б) регенерацію трансгенної рослини із трансформованої клітини рослини. 
15. Трансгенна рослина за п. 9, яка відрізняється тим, що вказана трансгенна рослина являє 
собою однодольну рослину. 10 

16. Трансгенна рослина за п. 9, яка відрізняється тим, що вказана трансгенна рослина являє 
собою дводольну рослину. 
17. Трансгенна рослина за п. 15, яка відрізняється тим, що вказана однодольна рослина 
вибрана з групи, яка включає кукурудзу (Zea mays), рис (Oryza sativa), пшеницю (Triticum), 
ячмінь (Hordeum vulgare), сорго (Sorghum spp.), просо, африканське просо (Pennisetum 15 

glaucum), пальчасте просо (Eleusine coracana), просо звичайне (Panicum miliaceum), мишій 
італійський (Setaria italica), овес (Avena sativa), тритикале, жито (Secale cereale), росичку 
(Digitaria), цибулі (Allium spp.), ананас (Ananas spp.), газонну траву, цукрову тростину 
(Saccharum spp.), пальми (Arecaceae), бамбук (Bambuseae), банани (Musaceae), імбирні 
(Zingiberaceae), лілії (Lilium), нарциси (Narcissus), півники (Iris), амариліси, орхідеї (Orchidaceae), 20 

канни, дзвіночки (Hyacinthoides) та тюльпани (Тulіра). 
18. Трансгенна рослина за п. 16, яка відрізняється тим, що вказана дводольна рослина 
вибрана з групи, яка включає сою (Glycine max), дику сою (Glycine soja), бавовник (Gossypium), 
томати (Solanum lycopersicum), перець (Piper), гарбуз (Cucurbita), горох (Pisum sativum), 
люцерну (Medicago sativa), Medicago truncatula, квасолю (Phaseolus), нут (Cicer arietinum), 25 

соняшник (Helianthus annuus), картоплю (Solanum tuberosum), арахіс (Arachis hypogaea), кінву, 
гречку посівну (Fagopyrum esculentum), ріжкове дерево (Ceratonia siliqua), буряк (Beta vulgaris), 
шпинат (Spinacia oleracea) та огірок (Cucumis sativus). 
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