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геномі принаймні одну копію елітної події MS-B2, причому елітна подія MS-B2 містить чужорідну 
ДНК, що містить ген барнази під контролем специфічного промотору тапетуму та принаймні 
одну копію елітної події RF-BN1, причому елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що 
містить ген барстар під контролем ТА29 промотору. Винахід також стосується клітини або 
тканини, або насіння рослини; пари рослин Brassica napus або Brassica juncea для 
застосування для одержання гібридного насіння; геномної ДНК рослини Brassica napus або 
Brassica juncea та рослини, клітини або насіння рослини Brassica juncea, що містить елітну 
подію RF-BN1. 
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Галузь техніки 
Винахід стосується трансгенних рослин Brassica, матеріалу рослин та насіння, зокрема 

рослин олійного рапсу, який відрізняється тим, що в цих рослинах відбувається поєднання двох 
явищ специфічної трансформації, зокрема за наявності гена чоловічої стерильності, 
локалізованого у специфічному місці геному Brassica, та гена відновлення фертильності, 5 

локалізованого у специфічному місці геному Brassica. Винахід також стосується пари 
трансгенних рослин Brassica, зокрема рослин олійного рапсу, спеціально пристосованих для 
одержання гідридного насіння. Конкретніше, одна з рослин характеризується тим, що вона є 
чоловічо-стерильною, завдяки наявності в її геномі гена чоловічої стерильності, а друга - тим, 
що несе ген відновлення фертильності, здатного перешкоджати активності гена чоловічої 10 

стерильності. Пара рослин Brassica за винаходом поєднує здатність формувати гідридне 
насіння з оптимальними загальними агрономічними характеристиками, генетичною стабільністю 
та адаптивністю до різних генетичних фонів. 

Рівень техніки 
Фенотипічна експресія трансгена в рослині визначається як структурою самого гена, так і 15 

його розміщенням в геномі рослини. В той же час наявність трансгена (в чужому ДНК) в різних 
місцях генома буде по-різному впливати на загальний фенотип рослини. Агрономічно або 
промислово успішне надання комерційно цікавої характеристики рослині шляхом генетичної 
маніпуляції може бути довгою процедурою, що залежить від декількох факторів. По-суті, 
трансформація та регенерація генетично трансформованих рослин є лише першими кроками з 20 

цілої низки кроків, що потребуються для селекції, та включають екстенсивну генетичну 
характеризацію, виведення та оцінку рослин в польових випробуваннях. 

Термін «насіння рапсу» охоплює все насіння різновиду Brassica. Brassica вирощують в 
різних країнах - від Китаю та Індії до Фінляндії та Канади - як одну з найцінніших олійних 
культур. Більшість видів Brassica належать до сімейства Cruciferae. Вони виникли як диплоїдні 25 

види, в яких наявні анеуплоїдні хромосоми в кількості, що лежить в діапазоні від 7 (Brassica 
fruticulosa) до 12 (Sinapsis alba). Вид Brassica, що росте в Канаді найекстенсивніше, відомий як 
ріпак олійний або Brassica campestris (aa, n=10). Brassica oleracea (сс, n=9) урізноманітнилась за 
останній період історії еволюції у принаймні шість основних садових видів, в тому числі броколі, 
цвітну капусту та капусту. Brassica nigra (b, n=8) або чорна гірчиця є комерційно менш важлива 30 

сільськогосподарська культура і більш відома своїм насінням, з якого вперше гірчиця була 
одержана. З цих основних видів за останні стадії еволюції шляхом схрещування одержали 
амфіплоїдні гібриди. Найбільш важливою з них є Brassica napus (aacc), зимові види яких в 
північній Європі забезпечують найбільший врожай насіння рапсу, та Brassica juncea (aabb) або 
коричнева гірчиця, що є однією з основних олійних культур Індійського субконтиненту. Хоча 35 

схрещування різних різновидів Brassica (зокрема тих, що мають сумісні геноми) можливе і його 
часто здійснюють для виведення культур, не всі характеристики (або гени) можуть бути 
перенесені з одного різновиду до іншого або, при перенесенні до різних різновидів, зберігають 
ідентичні характеристики (або профілі експресії генів). Таким чином, генетичний локус, що 
забезпечує оптимальну експресію природного або химерного гена в одному різновиді Brassica 40 

не буде обов
ч
язково мати аналогічний ефект в іншому. 

Різновиди Brassica є двополими та зазвичай на 60-70% самозапильними. Одержання 
гібридів та введення генетичної варіації, в якості основи для селекції, традиційно залежало від 
адаптації таких природніх феноменів як самонесумісність та цитоплазматична чоловіча 
стерильність. Способи регулювання штучного запилення, такі як ручну емаскуляцію або 45 

застосування речовини, що руйнує гамети, не часто застосовують при виведенні Brassica через 
їх лімітовану практичність та високу ціну, відповідно. 

Трансгенні способи розроблювали для одержання рослин з чоловічою або жіночою 
стерильністю, що забезпечують цікаві альтернативи традиційним методикам. 

Патентний документ ЕР 0344029 описує систему досягнення ядерної чоловічої стерильності, 50 

за якої трансформують рослини, що мають ген чоловічої стерильності, який містить, наприклад, 
ДНК, що кодує молекулу барнази, під контролем специфічного промотора ТА29 тапетума, який, 
при включенні у рослину, забезпечує селективну деструкцію клітин тапетума. Трансформація 
рослин тютюну та олійного рапсу за допомогою гена, одержаного з рослини, в якій повністю 
запобігали утворенню пилку (Mariani et al. 1990, Nature 347: 737-741). 55 

Цитохімічний та гістохімічний аналіз іншого способу одержання рослин Brassica napus, що 
містять химерний ген барнази РТА29, описаний De Block та De Brouwer (1993, Planta 189:218-
225). 

Для того щоб відновити фертильність потомства з чоловічою стерильністю, була 
розроблена система, за якої рослину з чоловічою стерильністю схрещують з трансгенною 60 
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рослиною, що несе ген, що відновлює фертильність, який при експресії здатний пригнічувати 
або перешкоджати активності гена чоловічої стерильності (US 5,689,041; US 5,792,929; De Block 
and De Brouwer, supra). Застосування корегулюючих генів при одержанні рослин з чоловічою 
стерильністю для збільшення частотності трансформантів, що мають хороші агрономічні 
характеристики, описано в WO 96/26283. Зазвичай, коли ДНК стерильності кодує барназу, 5 

корегулююча ДНК кодуватиме барстар. 
Елітна подія MS-B2 та рослини з чоловічою стерильністю, що містять таку елітну подію, що 

забезпечує чоловічу стерильність, широко розкриті в документі WO01/31042 (включеному сюди 
шляхом посилання) та включають характеристику трансгена та послідовностей ДНК рослин, що 
прилягають безпосередньо до вставленого гена. 10 

Еталонне насіння, що містить елітну подію MS-B2, задепоноване в АТСС (10801 University 
Blvd., Manassas, VA 20110-2209) 14 жовтня 1999р. під номером доступу АТСС РТА-850. Інший 
зразок аналогічного насіння задепоноване під номером доступу РТА-2485. Альтернативною 
назвою MS-B2 є MS 11. 

Елітна подія RF-BN1 та рослини, що містять таку елітну подію, що забезпечує чоловічу 15 

стерильність, широко розкриті в документі WO01/41558 (включеному сюди шляхом посилання) 
та включають характеристику трансгена та послідовностей ДНК рослин, що прилягають 
безпосередньо до вставленого гена. 

Еталонне насіння, що містить елітну подію RF-BN1, задепоноване в АТСС (10801 University 
Blvd., Manassas, VA 20110-2209) 20 вересня 1999р. під номером доступу АТСС РТА-730. 20 

Альтернативною назвою RF-BN1 є Rf 3. 
WO01/41558 описує також елітну подію MS-BN1, рослини з чоловічою стерильністю, що 

містять таку подію, а також способи ідентифікації таких рослин та їх потомства. 
Альтернативною назвою MS-BN1 є MS 8. 

Події MS-BN1 та RF-BN1 містяться в гібридних рослинах В. napus, що продаються під 25 

брендом InVigor® Canola. 
Вищезазначені документи не описують, ані конкретне поєднання MS-B2 та RF-BN1 в 

рослинах Brassica, ані їх застосування при одержанні гібридного насіння. RF-BN1 в Brassica 
juncea та застосування MS-B2 з метою збільшення врожаю олійних рослин Brassica також не 
описується у вищезазначених документах. 30 

Суть винаходу 
В одному варіанті здійснення винахід пропонує спосіб одержання гібридного насіння з 

рослин олійного рапсу, таких як Brassica napus або Brassica juncea, що включає стадії 
забезпечення материнської особини рослини олійного рапсу з чоловічою стерильністю, що 
містить елітну подію MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, 35 

задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850; 
забезпечення батьківської особини рослини олійного рапсу з чоловічою фертильністю, що 
містить елітну подію RF-BN1, переважно в гомозиготній формі, причому еталонне насіння, що 
містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730; 
забезпечення запилення вказаної материнської особини рослини олійного рапсу пилком 40 

вказаної батьківської особини рослини олійного рапсу; збирання врожаю гібридного насіння зі 
вказаної материнської особини рослини. 

В іншому варіанті здійснення винахід пропонує рослину олійного рапсу, таку як Brassica 
napus або Brassica juncea, що містить у своєму ядерному геномі принаймні одну копію елітної 
події MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС 45 

під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850 та принаймні одну копію елітної 
події RF-BN1, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в 
АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730. Також пропонуються клітини або тканини, або 
насіння таких рослин олійного рапсу. 

В ще одному варіанті здійснення винаходу пропонується пара рослин олійного рапсу для 50 

застосування при одержанні гібридного насіння, де одна з рослин олійного рапсу містить елітну 
подію MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в 
АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850, а інша з цих рослин 
олійного рапсу містить елітну подію RF-BN1, причому еталонне насіння, що містить вказану 
елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730. 55 

Також завданням винаходу є забезпечення геномного ДНК рослини олійного рапсу, такої як 
Brassica napus або Brassica juncea, що містить у своєму ядерному геномі принаймні одну копію 
елітної події MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване 
в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850 та принаймні одну копію 
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елітної події RF-BN1, де еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в 
АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730. 

Також винахід пропонує Brassica napus або Brassica juncea, що містить у своєму ядерному 
геномі принаймні одну копію елітної події MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану 
елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-5 

850, та принаймні одну копію елітної події RF-BN1, причому еталонне насіння, що містить 
вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730. 

Також винахід пропонує Brassica juncea, а також його клітини та насіння, що містять елітну 
подію RF-BN1, де еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під 
номером депонування АТСС_РТА-730. Такі рослини можуть додатково містити елітну подію MS-10 

B2, де еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером 
депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850. 

Винахід додатково пропонує застосування елітної події MS-B2, де еталонне насіння, що 
містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 
або АТСС_РТА-850, для збільшення врожаю насіння в трансгенній рослині олійного рапсу, такій 15 

як Brassica juncea. 
В ще іншому варіанті здійснення винаходу пропонується спосіб збільшення врожаю рослин 

олійного рапсу, що включає стадію забезпечення рослини олійного рапсу елітною подією MS-
B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під 
номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850. 20 

Короткий опис креслень 
Фіг. 1: Порівняння активності після гербіцидного застосування ліній гібридного В. napus з 

MS/RF. Секція А: без застосування глюфосинату амонію. Секція В: одноразове застосування 
глюфосинату амонію. Секція С: дворазове застосування глюфосинату амонію. Квадрати: 
рослини з MS-BN1/RF-BN1; точки: рослини з MS-B2/RF-BN1. 25 

Фіг. 2: Порівняння врожаю після гербіцидного застосування ліній гібридного В. napus з 
MS/RF. Секція А: без застосування глюфосинату амонію. Секція В: одноразове застосування 
глюфосинату амонію. Секція С: дворазове застосування глюфосинату. Темно-сірі стовпчики: 
рослини з MS-BN1/RF-BN1; світло-сірі стопчики: рослини з MS-B2/RF-BN1. Lос. 1 - Loc. 5: 
місцезнаходження польових випробувань; AVG: середнє значення з усіх пунктів 30 

(місцезнаходжень); Врожайність представлена у % в порівнянні з рослинами, що містять MS-
BN1/RF-BN1 як 100%. 

Докладний опис винаходу 
Даний винахід описує нову комбінацію події чоловічої стерильності MS-B2 та події 

відновлення фертильності RF-BN1 в рослинах олійного рапсу, зокрема Brassica napus та 35 

Brassica juncea. 
Даний винахід базується inter alia на неочікуваному відкритті того, що елітна подія RF-BN1, 

що забезпечує відновлення фертильності, є достатньо ефективною для відновлення 
фертильності рослинами олійного рапсу Brassica, якщо вказана рослина також додатково 
містить елітну подію MS-B2, що забезпечує чоловічу стерильність. Хоча RF-BN1 ще раніше 40 

успішно використовували для відновлення фертильності в рослинах олійного рапсу, що містять 
елітну подію MS-BN1, не можливо було спрогнозувати чи можна використовувати RF-BN1 для 
відновлення фертильності в рослинах олійного рапсу, що містять MS-B2. Різна чоловіча 
стерильність, що містить елітні події, має різні рівні експресії продукту барнази, експресованого 
трансгенним геном чоловічої стерильності, а тому було неможливо спрогнозувати, що рівні 45 

інгібітора барнази, барстар, одержаного за допомогою трансгенного гена відновлення 
фертильності, в RF-BN1 відповідатимуть експресії барнази в інших окремих подіях чоловічої 
стерильності. Як зазначено у прикладах нижче, поєднання за даним винаходом дозволяє 
досягти значно більшого врожаю, ніж при поєднанні тієї ж події чоловічої стерильності MS-B2 з 
іншими подіями відновлення фертильності. 50 

Більш того, як описано вище, RF-BN1 розташована на С геномі (див. WO 01/31042; див. 
також, наприклад, www.agbios.com/dbase.php?action=showProd&data=MS8xRF3. Відповідно, 
введення RF-BN1 з В. napus (аасс) у В. juncea (aabb), що не містить С геном, не буде 
розглядатись спеціалістом в даній галузі однозначно. Однак, матеріали даної заявки 
передбачають, що RF-BN1 розташовують на А геномі, що дозволяє введення в В. juncea 55 

шляхом схрещування. 
Крім того, польові випробування показали, що присутність MS-B2 збільшує середній врожай 

(врожай зерна), якщо порівнювати його з ізогенною лінією рослин, що не містять MS-B2. 
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Таким чином, в одному варіанті здійснення винаходу пропонується спосіб одержання 
гібридного насіння з рослин олійного рапсу, такого як Brassica napus або Brassicajuncea, що 
включає стадії: 

- забезпечення материнської особини рослини олійного рапсу з чоловічою стерильністю, яка 
містить елітну подію MS-B2, що містить ген чоловічої стерильності; 5 

- забезпечення батьківської особини рослини олійного рапсу з чоловічою фертильністю, що 
містить елітну подію RF-BN1, що містить ген відновлення фертильності, переважно в 
гомозиготній формі; 

- забезпечення запилення вказаної материнської особини рослини олійного рапсу пилком 
вказаної батьківської особини рослини олійного рапсу; 10 

- збирання врожаю гібридного насіння зі вказаної материнської особини рослини. Як він тут 
використовується, термін «ген» стосується будь-якої послідовності ДНК, що містить декілька 
функціонально пов'язаних фрагментів ДНК, таких як промотор та нетрансльовану ділянку 5' (5' 
НТД), яка разом з промоторною ділянкою, кодуючою ділянкою (яка може кодувати або не 
кодувати білок) та нетрансльовану ділянку ділянку 3' (3' НТД), що містить сайт 15 

поліаденілювання. Зазвичай в клітинах рослин 5' НТД, кодуючи ділянка та 3' НТД 
транскрибуються в РНК, що у випадку гена, який кодує білок, транслюється в білок. Ген може 
містити додаткові фрагменти ДНК, такі як, наприклад, інтрони. Як він тут використовується, 
генетичний локус - це позиція наданого гена в геномі рослини. 

Термін «химерний», коли він стосується гена або послідовності ДНК, використовується для 20 

того, щоб зазначити, що ген або послідовність ДНК містить принаймні два функціонально 
релевантні фрагменти ДНК (такі як промотори, 5' НТД, кодуююча ділянка, 3' НТД, інтрон), що 
зазвичай не стосуються один одного та походять, наприклад, з різних джерел. Термін «чужий», 
коли він стосується гена або послідовності ДНК відносно різновиду рослин, використовують для 
того, щоб показати, що ген або послідовність ДНК не має місце в природі, ані самого різновиду 25 

рослин, ані в генетичному локусі різновиду. Термін «чужа ДНК» буде використовуватись тут як 
така, що стосується послідовності ДНК, коли вона включена в геном рослини в результаті 
трансформації. Як він тут використовується, термін «трансформуюча ДНК» стосується 
рекомбінантної молекули ДНК, що використовується для трансформації. Трансформуюча ДНК 
зазвичай містить принаймні один «ген, що представляє інтерес» (наприклад, химерний ген), 30 

здатний забезпечувати трансформовану рослину однією або більше специфічною 
характеристикою. Термін «рекомбінантна молекула ДНК» використовується в якості прикладу і, 
таким чином, може включати ізольовану молекулу нуклеїнової кислоти, що може бути ДНК і 
може бути одержаною за допомогою рекомбінантних або інших процесів. 

Використовуваний тут термін «трансген» стосується гена, що представляє інтерес, 35 

включеного в геном рослини. Термін «трансгенна рослина» стосується рослини, що містить 
принаймні один трансген в геномі усіх її клітин. 

Чужа ДНК, присутня в рослинах за даним винаходом, переважно матиме два гена, що 
представляють інтерес, конкретніше - або ген чоловічої стерильності та ген стійкості до 
гербіцидів, або ген відновлення фертильності та ген стійкості до гербіцидів. 40 

Як він тут використовується, термін «ген чоловічої стерильності» стосується гена, який під 
час експресії в рослині відтворює рослину, що нездатна створювати фертильний, життєдайний 
пилок. Прикладом гена чоловічої стерильності є ген, що містить послідовність ДНК, яка кодує 
барназу, під контролем промотора, що спрямовує експресію в клітинах тапетума. Конкретніше, 
відповідно до даного винаходу, геном чоловічої стерильності є «ТА29-барназа», описана в 45 

матеріалах даної заявки. 
Як він тут використовується, термін «ген відновлення фертильності» стосується гена, який 

під час експресії в рослині, що містить ген чоловічої стерильності, здатний перешкоджати 
фенотипній експресії гена чоловічої експресії, відновлюючи фертильність в рослині. 
Конкретніше, вказаний ген відновлення фертильності міститиме ДНК, що кодує білок або 50 

поліпептид, здатний попереджати фенотипну експресію гена чоловічої стерильності, під 
контролем промотора, що спрямовує експресію принаймні в клітини, в яких експресується ДНК з 
чоловічою стерильністю. Більш конкретно, відповідно до даного винаходу, геном відновлення 
фертильності є «ТА29-барстар», описаний в матеріалах даної заявки. 

Включення рекомбінантної молекули ДНК в геном рослини зазвичай спричиняється 55 

трансформацією клітини або тканини (або іншою генетичною маніпуляцією). Конкретний сайт 
включення визначається випадково або знаходиться в попередньо визначеному положенні 
(якщо використовується процес спрямованої інтеграції). 

Чужа ДНК може характеризуватись місцем та конфігурацією в сайті включення 
рекомбінантної молекули ДНК в геном рослини. Сайт в геномі рослини, куди було вставлено 60 
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рекомбінантну ДНК, також називають «сайтом вставки» або «цільовим сайтом». Вставка 
трансгена в геном рослини може бути пов'язана з делецією ДНК рослини, що має назву 
«делеція в цільовому сайті». Термін «фланкуюча ділянка» або «фланкуюча послідовність», як 
він тут використовується, стосується послідовності, що становить принаймні 20 bр, переважно 
принаймні 50 bр та до 5000 bр генома рослини, розташованої або безпосередньо вище та 5 

суміжно або безпосередньо нижче та суміжно з чужою ДНК. Процеси трансформації, що ведуть 
до випадкової інтеграції чужої ДНК, призведуть до утворення трансформантів з різними 
фланкуючими ділянками, особливими та унікальними для кожного трансформанта. Якщо 
трансген вводять в рослину за допомогою традиційного схрещування, його сайт вставки в геном 
рослини, або його фланкуюча ділянка зазвичай не змінюються. Як він тут використовується, 10 

термін «ділянка вставки» стосується ділянки, що відповідає ділянці, яка становить принаймні 40 
bр, переважно принаймні 100 bр, та навіть вище 10000 bр, охопленої верхньою та нижньою 
фланкуючими ділянками трансгена в (нетрансформованому) геномі рослини, та включає сайт 
вставки (та можливу делецію в цільовому сайті). Беручи до уваги незначні відмінності 
спричинені мутаціями в межах різновиду, ділянка вставки зберігатиме принаймні 85 %, краще 15 

90 %, ще краще 95 % та найкраще 100 % ідентичність послідовності з послідовністю, що містить 
верхню та нижню фланкуючі ділянки чужої ДНК в наданій рослині того різновиду. 

Експресія гена, що становить інтерес, стосується того факту, що ген забезпечує одне або 
більше фенотипне випробування (наприклад, толерантність до гербіциду) на рослині, що , як 
передбачалось, забезпечуватиметься шляхом введення рекомбінантної молекули ДНК - 20 

трансформуючої ДНК - що використовується впродовж трансформації (на основі структури та 
функції частини або всіх генів, що становлять інтерес). 

Термін «подія» визначають як (штучний) генетичний локус, що в результаті генетичної 
маніпуляції, несе чужу ДНК, що містить принаймні одну копію гена(ів), що становить інтерес. 
Звичайними аллельними станами події є наявність або відсутність чужої ДНК. Як вони тут 25 

використовуються, терміни подія «MS» та подія «RF» стосуються подій, що несуть відповідно 
трансгени «ТА29-барназу» та «ТА29-барстар». Подія фенотипно характеризується експресією 
одного або більше трансгенів. На генетичному рівні подія є частиною генетичної моделі 
рослини. На молекулярному рівні подія характеризується рестрикційною картою (наприклад, як 
визначено Саузерн-блоттингом) та/або верхніми та/або нижніми фланкуючими послідовностями 30 

трансгена, та/або молекулярною конфігурацією трансгена. Зазвичай трансформація рослини за 
допомогою трансформуючої ДНК, яка містить принаймні один ген, що становить інтерес, 
призводить до утворення великої кількості подій, кожна з яких є унікальною. 

Як він тут використовується, термін «елітна подія» є подією, що вибирається з групи подій, 
одержаних шляхом трансформації тією ж трансформуючою ДНК або шляхом зворотнього 35 

схрещування з рослинами, одержаними в результаті такої трансформації, на основі експресії та 
стабільності трансгена та його сумісності з оптимальними агрономічними характеристиками 
рослини, що його містить. Таким чином, критерієм відбору елітної події є один або більше, 
переважно два або більше, краще всі з наступних: 

a) наявність трансгена не пригнічує інші необхідні характеристики рослини, такі, що 40 

стосуються агрономічної поведінки або комерційної цінності рослини; 
b) подія характеризується добре визначеною молекулярною конфігурацією,  що постійно 

унаслідується, та для якої, з метою визначення контролю, можна розробити придатні 
інструменти діагностики; 

с) ген(и), що становить інтерес, демонструє в трансгені правильну, придатну та стабільну 45 

просторову та тимчасову фенотипну експресію, як в гетерозиготних (або гемізиготних), так і в 
гомозиготних умовах події, за комерційно прийнятного рівня в діапазоні умов навколишнього 
середовища, в яких рослини, що несуть подію, схоже розкриваються при звичайному 
(нормальному) агрономічному використанні. 

Краще, якщо чужа ДНК пов'язана з позицією в геномі рослини, що забезпечує інтрогресію в 50 

необхідні комерційні фонові генотипи. 
Статус події як елітної підтверджується інтрогресією вказаної елітної події в різні релевантні 

фонові генотипи та спостереженні відповідності одному, двом або всім критеріям, наприклад, 
вищезазначеним критеріям а), b) та с). 

Крім того, для трансгенів, що кодують чоловічу стерильність та відновлення фертильності, 55 

описаних в даній заявці, вибір елітних подій також визначається з огляду на сумісність між цими 
подіями, а конкретніше, з огляду на те, що потомства, що з'являються завдяки схрещуванню 
рослини, що несе подію чоловічої стерильності, з рослиною, що несе подію відновлення 
фертильності, де обидві наявні події мають такі характеристики: 
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a) адекватну фенотипну експресію фенотипу з відновленою фертильністю, тобто чоловічою 
фертильністю; 

та 
b) фенотипну експресію при комерційно доступному рівні в такому діапазоні умов 

навколишнього середовища, в якому рослини, що несуть дві події, схоже розкриваються при 5 

звичайному (нормальному) агрономічному використанні. 
Таким чином, «елітна подія» стосується генетичного локуса, що містить трансген, який 

відповідає вищенаведеним критеріям. Рослина, рослинний матеріал або потомство, таке як 
насіння, можуть містити одну або більше елітних подій в своєму геномі. 

Елітна подія MS-B2 детально охарактеризована відповідно до того як її описано в WO 10 

01/31042 (див., зокрема, приклади 1 та 3). Трансформуюча ДНК описана в прикладі 1. 
Фланкуючі послідовності ДНК рослини після вставки трансгена ізолюють та ідентифікують (див 
WO 01/31042, зокрема приклади 3.2 та SEQ ID No 1 та 2). Діагностична ПЛР, що дозволяє 
ідентифікувати елітну подію MS-B2 в біологічному матеріалі, також описана в WO 01/31042, 
зокрема в прикладі 5. Якщо в рослинах, клітинах, насінні або тканинах Brassica присутня елітна 15 

подія MS-B2, їх геномний ДНК можна використовувати для розширення фрагмента ДНК, що 
становить 160-200 bр, зокрема приблизно 183 bр, застосовуючи полімеразну ланцюгову реакцію 
з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність SEQ ID No 3 та SEQ ID No 4, 
відповідно. Еталонне насіння задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-850 
або РТА-2485. Альтернативною назвою елітної події MS-B2 є MS11. 20 

Елітна подія RF-BN1 детально охарактеризована відповідно до того як її описано в WO 
01/41558 (див. зокрема приклади 1b та 4.2.2). Трансформуюча ДНК описана в прикладі 1b. 
Фланкуючі послідовності ДНК рослини після вставки трансгена ізолюють та ідентифікують (див 
WO 01/31042, зокрема приклади 4.2.2 та SEQ ID No 5 та 6). Діагностична ПЛР, що дозволяє 
ідентифікувати елітну подію RF-BN1 в біологічному матеріалі, також описана в WO 01/41558, 25 

зокрема в прикладі 5.2. Якщо в рослинах, клітинах, насінні або тканинах Brassica присутня 
елітна подія RF-BN1, їх геномний ДНК можна використовувати для розширення фрагмента ДНК, 
що становить 195-235 bр, зокрема приблизно 215 bр, застосовуючи полімеразну ланцюгову 
реакцію з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність SEQ ID No 7 та SEQ ID No 
8, відповідно. Еталонне насіння задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-30 

730. Альтернативними назвами події RF-BN1 є RF3 або ACS-BN003-6. 
Рослини, що містять RF-BN1 або MS-B2, можуть бути одержані, наприклад, з насіння, 

депонованого в АТСС. Такі рослини можуть далі розмножуватись та/або застосовуватись в 
звичайній схемі виведення з метою введення елітної події за винаходом в інші сорти 
аналогічних різновидів рослин. Депоноване насіння належить до різновидів Brassica napus. Тим 35 

не менш, способи введення аллелів або трансгенів, розташованих на Α-геномі від В. napus до 
В. juncea добре відомі в рівні техніки та включають повторне зворотнього схрещування. 

Винахід вперше пропонує рослини, насіння, клітини та тканини В. juncea, які містять в своїх 
ядерних геномах елітну подію RF-BN1, що містить геном відновлення фертильності. Раніше в 
доступній інформації зазначалось, що елітна подія RF-BN1 присутня на С геномі; однак, згідно 40 

інформації, розкритій в даній заявці, вставка RF-BN1 міститься в А геномі, що забезпечує 
перенесення елітної події до В. juncea. 

Рослини Brassica, що містять MS-B2 та/або RF-BN1, також характеризуються своєю 
толерантністю до глюфосинату, що в контексті даного винаходу означає те, що рослини є 
толерантними до гербіциду Liberty™. Толерантність до Liberty™ визначається тим критерієм, 45 

що обприскування листя рослин в 3-4 стадії (3V-4V) принаймні 200 г активного інгредієнта на 
гектар (г.а.і./га), переважно 400 г.а.і./га та можливо до 1600 г.а.і./га, не вбиває рослини. Згідно з 
дослідженнями PAT, рослини, що містять MS-B2 та/або RF-BN1 можуть додатково 
характеризуватись наявністю в своїх клітинах фосфінотріцин ацетил трансферази (De Block et 
al, 1987, EMBO J. 6: 2513-2518). 50 

Рослини Brassica за даним винаходом можна вирощувати традиційним способом. Наявність 
гена 35S-bar гарантує те, що вони є толерантними до глюфосинату. Таким чином, бур'ян на 
полях, де вирощують такі рослини Brassica, можна контролювати шляхом застосування 
гербіцидів, що містять глюфосинат в якості активнадого інгредієнта (таких як, Liberty™). 

Польові випробування додатково показали, що присутність MS-B2 в рослинах Brassica 55 

забезпечує збільшення врожаю насіння або зерна, порівняно з ізогенною лінією рослин без MS-
B2. Відповідно, варіантом здійснення даного винаходу є спосіб збільшення врожаю насіння в 
рослинах олійного рапсу, що включає стадію забезпечення рослини олійного рапсу елітною MS-
B2. 
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Згідно з формулою винаходу нижче, поки чітко не вказано інше, термін «рослина» 
призначений охоплювати тканини рослин на будь-якій стадії зрілості, а також будь-які клітини, 
тканини або органи, взяті з або, що походять від будь-якої такої рослини, включаючи без 
обмежень, будь-яке насіння, листя, стебло, квітки, коріння, одинокі клітини, гамети, культури 
клітин, культури тканин або протопласти. Клітини рослин, як вони тут використовуються, 5 

охоплюють клітини рослин, що не регенеруються. 
Термін рослини «Brassica», як він тут використовується, стосується рослин сімейства 

Brassicacea, переважно рослин, що містять А геном. Переважно, рослина Brassica належатиме 
до одного з різновидів Brassica napus, Brassica rapa (або campestris), або Brassica juncea. 
Альтернативно, вказана рослина може належати до різновидів, що виникли в результаті 10 

перехресного запилення цих різновидів Brassica, таких як В. napocampestris або штучного 
схрещування одного з цих різновидів Brassica з іншими різновидами Cruciferacea. Як він тут 
використовується, термін «олійна рослина» стосується будь-якого різновиду Brassica napus, 
Brassica rapa (або campestris) або Brassica juncea. 

Олійні рослини за винаходом також можуть обробляти гербіцидами, включаючи Клопіралід, 15 

Диклофоп, Флуазифоп, Глюфосинат, Гліфосат, Метазахлор, Трифлуралін, Етаметсульфурон, 
Квінмерак, Квізалофоп, Клетодим, Тепралоксидим; фунгіцидами включаючи Азоксистробін, 
Карбендазим, Флудиоксоніл, Іпродіон, Прохлораз, Вінклозолін або інсектицидами, включаючи 
Карбофуран, Органофосфати, Піретроїди, Тіаклоприд, Делтаметрин, Імідаклоприд, Клотіанідин, 
Тіаметоксам, Ацетаміприд, Динетофуран, бета-Цифлутрин, гама- та лямбда- Цигалотрин, тау-20 

Флувалериат, Етипрол, Спиносад, Спиноторам, Флубендиамід, Ринаксипір, Циазипір або 4-[[(6-
хлорпіридин-3-іл)метил](2,2-дифторетил)аміно]фуран-2(5Н)-он. 

Як він тут використовується, термін «що містить» повинен розглядатись як такий, що 
уточнює наявність наведених ознак, систем, стадій або компонентів, яких вони стосуються, але 
не попереджує наявність або додавання однієї або більше їх ознак, систем, стадій або 25 

компонентів, або груп. Таким чином, наприклад, нуклеїнова кислота або білок, що містить 
послідовність нуклеотидів або амінокислот, може містити більше нуклеотидів або амінокислот, 
ніж фактично зазначено, тобто, бути вбудованими в більшу нуклеїнову кислоту або білок. 
Химерний ген, що містить послідовність ДНК, яка функціонально або структурно визначена, 
може містити додаткові послідовності ДНК, і т.д. 30 

Наступні приклади описують характеристики рослин олійного рапсу, що мають елітні події 
MS-B2 та RF-BN1. 

Поки не вказано інше, всі методики з рекомбінантною ДНК здійснюють згідно зі 
стандартними протоколами, описаними в Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY та в томах 1 та 2 Ausubel et al. 35 

(1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Стандартні матеріали та 
способи для роботи з рослинами на молекулярному рівні описані R.D.D. Сrоу в роботі Plant 
Molecular Biology Labfax (1993), опублікованій BIOS Scientific Publications Ltd (UK) та Blackwell 
Scientific Publications, UK. 

В описі та прикладах є посилання на такі послідовності: 40 

SEQ ID No 1: 5' фланкуюча послідовність MS-B2 
SEQ ID No 2: 3' фланкуюча послідовність MS-B2 
SEQ ID No 3: олігонуклеотидний праймер 1 для детекії MS-B2 
SEQ ID No 4: олігонуклеотидний праймер 2 для детекції MS-B2 
SEQ ID No 5: 5' фланкуюча послідовність RF-BN1 
SEQ ID No 6: 3' фланкуюча послідовність RF-BN1 
SEQ ID No 7: олігонуклеотидний праймер 1 для детекції RF-BN1 
SEQ ID No 8: олігонуклеотидний праймер 2 для детекії RF-BN1 
SEQ ID No 9: плазмідний pTHW118 
SEQ ID No 10: плазмідний рТСО113 
Вищенаведений опис винаходу призначений для ілюстрації, а не обмеження. Різноманітні 

зміни або модифікації в описаних варіантах здійснення можуть бути здійснені фахівцем в даній 
галузі без відходження від суті або об'єму винаходу. 

ПРИКЛАДИ 
Приклад 1. Короткий опис MS-B2 та RF-BN1 45 

1.1. Елітна подія MS-B2 
Елітна подія MS-B2 була одержана шляхом опосередкованої агробактеріями трансформації 

рослин В. napus з химерною ДНК, що містить ген барнази під контролем специфічного 
промотора тапетума (рТСО113). 
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Плазмідний рТСО113 по-суті походив від проміжного вектора pGSV1. Сам вектор pGSV1 
походить від pGSC1700 (Cornelissen and Vandewielle, 1989), але містить штучну Т-ділянку, що 
складається з лівої та правої граничних послідовностей TL-ДНК з pTiB6S3 та клонуючі сайти з 
мультилінкерами, що забезпечують вставку химерних генів між граничними повторами Т-ДНК. 
Вектор pGSV1 має ген барстар на основі плазміди з регуляторними сигналами для експресії в 5 

Е. соlі. 
Повний опис ДНК, що міститься між граничними повторами рТСО113, наведений в Таблиці 1 

(SEQ ID No 10): 
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Фланкуючі послідовності виділяли відповідно до того, як описано в WO 01/31042. 
Права фланкуюча ділянка (5') 
Фланкуючу ділянку 5' розширили як са. фрагмент 415 bр, повна послідовність якого була 5 

визначена (SEQ ID No 1). Послідовність між нуклеотидом 1 і 234 відповідає ДНК рослини, а 
послідовність між нуклеотидом 235 і 415 - Т-ДНК. 

Ліва фланкуюча ділянка (3') 
Вказану фланкуючу ділянку 3' розширили як са. фрагмент 416 bр, повна послідовність якого 

була визначена (SEQ ID No 2). Послідовність між нуклеотидом 1 і 193 відповідає Т-ДНК, а 10 

послідовність між нуклеотидом 194 та 416-ДНК рослини. 
Ідентифікація MS-B2 за допомогою ПЛР 
Відповідно до WO 01/31042, MS-B2, що містить біологічний матеріал, може бути 

ідентифікована застосовуючи описаний в документі протокол ідентифікації за допомогою ПЛР. 
Наступні праймери, що специфічно розпізнають чужу ДНК та фланкуючу послідовність MS-15 

B2, можуть бути застосовані: 

 

 
Очікуваними розширеними фрагментами реакції ПЛР є: 
для пари праймерів В01-В02 183 bр (елітна подія MS-B2) 20 

1.2. Елітна подія RF-BN1 
Елітна подія RF-BN1 була одержана шляхом опосередкованої агробактеріями 

трансформації рослин В. napus з химерною ДНК, що містить ген барнази під контролем 
промотора ТА29 (pTHW118). 
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Плазмідний pTHW118 також по-суті походив від проміжного вектора pGSV1 (описаного 
вище). Повний опис ДНК, що міститься між граничними повторами pTHW118 наведений в 
таблиці 2 (SEQ ID No. 9). 

 

 5 

 
 
Фланкуючі послідовності виділяли відповідно до того, як описано в WO 01/41558. 
Права фланкуюча ділянка (5') 
Фланкуючу ділянку 5' розширили як са. фрагмент 1077 bр, повна послідовність якого була 10 

визначена (SEQ ID No 5). Послідовність між нуклеотидом 1 і 881 відповідає ДНК рослини, а 
послідовність між нуклеотидом 882 і 1077 - Т-ДНК. 

Ліва фланкуюча ділянка (3') 
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Вказану фланкуючу ділянку 3' розширили як са. фрагмент 1500 bр, повна послідовність 
якого була визначена (SEQ ID No 6). Послідовність між нуклеотидом 1 та 166 відповідає Т-ДНК, 
а послідовність між нуклеотидом 167 та 1441 -ДНК рослини. 

Ідентифікація RF-BN1 за допомогою ПЛР 
Відповідно до WO 01/41558, RF-BN1, що містить біологічний матеріал, може бути 5 

ідентифікована застосовуючи описаний в документі протокол ідентифікації за допомогою ПЛР. 
Для того, щоб ідентифікувати матеріал рослини, що містить RF-BN1, використовують 

наступні праймери, що специфічно розпізнають трансген і фланкуючу послідовність RF-BN1: 

 
Приклад 2. Ідентифікація генома, на якому розташований локус RF-BN1, та введення в 10 

Brassica juncea 
Для того, щоб визначити де знаходиться локус RF-BN1 - чи на А геномі, чи на С геномі 

Brassica napus - проаналізували спільне успадкування або зчеплення RF-BN1 з відомими 
маркерами на геномі Brassica в 4 різних популяціях В. napus BC1, що розщеплюються, 
одержаних в результаті схрещування донорської лінії, що містить трансген RF-BN1 в 15 

гомозиготному стані, з рекурентною батьківською особиною, що не містить трансгена. Для 
утворення генетичних маркерів використовували спосіб поліморфізму довжини ампліфікованих 
фрагментів (AFLP). Аналіз AFLP адаптували від Vos et al. (1995, NAR 23:4407-4414, ЕР0534858 
та US 6,045,994). Для того, щоб ідентифікувати зв'язані з RF-BN1 маркери AFLP, здійснювали 
масовий сегрегаційний аналіз (BSA) відповідно до Michelmore et al. (1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 20 

USA 88:9828-9823). 
Усі генетичні маркери AFLP, що показали різну ампліфікацію між пулами RF-BN1 позитивних 

рослин (що містять видимий маркер AFLP) та RF-BN1 негативних рослин (де аналогічний 
маркер є невидимим) були проаналізовані на принаймні 46 окремих зразках популяції ВС1, де 
вказаний маркер AFLP при проведенні аналізу BSA показав потенційне зчеплення. Залишили 25 

лише ті маркери, що показали значну косегрегацію з маркером RF-BN1 ПЛР, потенційні інші 
маркери, що не відповідали цьому критерію, були відкинуті з аналізу BSA як псевдо позитивні. 
Аналіз груп зчеплення здійснювали використовуючи версію Joinmap 3.0 (Van Ooijen and Vorrips 
(2001) JoinMap Version 3.0, Software for the calculation of genetic linkage maps, Plant Research 
International, Wageningen, The Netherlands), застосовуючи дані, одержані від маркерів AFLP, які 30 

залишили, та дані щодо маркерів RF-BN1 ПЛР, що виникли на окремих рослинах для кожної 
популяції ВС1 окремо. Оскільки 4 окремі карти навколо локуса RF-BN1 показали багато 
спільного, ці 4 карти ВС1 можна було поєднати в одну карту, що показувала б ділянку навколо 
локуса RF-BN1, із застосуванням аналогічного програмного забезпечення, уможливлюючи 
місцеву локалізацію локуса RF-BN1. 35 

Потім одержану місцеву карту ділянки RF-BN1 порівнювали з генетичною еталонною 
картою, що представляє всі хромосоми В. napus. Для такої хромосомної карти вже були 
визначені номера хромосом відповідно до Sharpe et al. (1995, Genome 38:112-1121) та Parkin et 
al. (1995, Genome 38:1122-1131). N01-N10 є А геномними хромосомами, a N11-N19 - С 
геномними. Було виявлено дуже чіткий взаємозв'язок між картою ділянки RF-BN1 та 40 

хромосомою N07 еталонної карти, яка, як відомо, є А геномною хромосомою. RF-BN1 
розміщена на А геномі В. napus. 

Подію RF-BN1 вводили за допомогою повторного зворотнього схрещування різновидів 
рослин Drakkar, що містять подію RF-BN1, в таку культуру як Brassica juncea. 

Через  принаймні 4 покоління прискорених зворотніх схрещувань рослини В. juncea 45 

проаналізували і виявили, що: 
a) Наявність чужих ДНК не послаблювала інші необхідні характеристики рослини, такі як ті, 

що стосуються її агрономічної поведінки або комерційної цінності; 
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b) подія характеризувалася добре визначеною молекулярною конфігурацією, що постійно 
унаслідувалась; та 

c) ген(и), що становить інтерес, в чужому ДНК демонстрував правильну, придатну та 
стабільну просторову та тимчасову фенотипну експресію, як в гетерозиготних (або 
гемізиготних), так і в гомозиготних умовах події, за комерційно прийнятного рівня в діапазоні 5 

умов навколишнього середовища, в яких рослини, що несуть подію, схоже розкриваються при 
звичайному (нормальному) агрономічному використанні. Більш того, рослини проаналізували з 
точки зору їхніх агрономічних характеристик та поведінки у порівнянні з різновидами дикої 
Brassica juncea. 

Широкомаштабні випробування в польових умовах показали, що RF-BN1 в Brassica juncea 10 

призвели до одержання рослин, що показали адекватну експресію генів, що становлять інтерес, 
в чужих ДНК, тобто фенотип з чоловічою стерильністю, у поєднанні з оптимальними 
агрономічними характеристиками. Таким чином, незважаючи на те, що спочатку RF-BN1 
виявлили в В. napus, було несподівано виявлено, що вона також є в Brassica juncea. Більш того, 
RF-BN1 можна було ефективно застосовувати для відновлення фертильності в рослинах В. 15 

juncea, що містять MS-B2. 
Приклад 3. Агрономічна поведінка рослин з MS-B2/RF-BN1 
Проводили польові випробування над рослинами олійного рапсу Brassica, що містять події 

MS-B2/RF-BN1, та рослинами, що містять MS-B2 та інші події-відновлювачі, разом з ізогенними 
нетрансгенними контрольними перевірками. Відповідні дані щодо врожаю підсумовані в 20 

наведених нижче таблицях. Слід зауважити, що в аналіз, для обчислення середнього значення, 
значущості і т.д. були включені дані польових випробувань над додатковими лініями рослин. 

Стане ясно, що врожай, одержаний від ліній рослин, що містять MS-B2 та RF-BN1, значно 
вищий від врожаю, одержаного від ліній рослин, що містять MS-B2 та інші події-відновлювачі, 
такі як RF-BN2. 25 

Крім того, стане зрозуміло, що врожай, одержаний від ліній рослин, що містять MS-В2, 
вищий від врожаю, одержаного від ізогенних, нетрансгенних ліній рослин. 
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Приклад 4. Агрономічна поведінка рослин В. napus з MS-B2/RF-BN1 у порівнянні з 

рослинами В. napusз MS-BN1/RF-BN1 
Польові випробування здійснювали в 5 місцях (4 реплікації/повні ділянки) для того, щоб 5 

підтвердити відновлення та оцінити толерантність до гербіцида та агрономічну поведінку 
гібридів В. napus з MS-B2/RF-BN1 в порівнянні з гібридами, що містять MS-BN1/RF-BN1, в тому 
ж генетичному фоні. 

Врожайність та активність визначали без спрею на основі глюфосинату або за допомогою 
одноразової (В) або дворазової (С) обробки при традиційному застосуванні глюфосинату 10 

Liberty®). 
Результати підсумовані у Фігурі 1. Активність гібридів, що містять MS-B2/RF-BN1, завжди 

вища за активність MS-BN1/RF-BN1 - чи то без обробки (А), чи то з одноразовою обробкою (В) 
чи дворазовою обробкою глюфосинатом амонію. 

В цілому, гібриди з MS-B2/RF-BN1 були схильними квітнути (починати та закінчувати) та 15 

дозрівати раніше, ніж гібриди з MS-BN1/RF-BN1. 
Врожайність також визначали для польових випробувань описаного вище типу А, В, С і 

підсумовували результати у Фігурі 2. Гібриди з MS-B2/RF-BN1 мають на 2-5% вищий показник 
врожайності ніж гібриди з MS-BN1/RF-BN1. 

Також помітили, що відновлення щодо MS-B2/RF-BN1 було повним з огляду на всі генотипи 20 

та місцезнаходження. 
Як висновок, винахід спрямований на варіанти здійснення, описані в наступних 

пронумерованих параграфах. 
1. Спосіб одержання гібридного насіння з рослин олійного рапсу, що включає стадії: 
а. забезпечення материнської особини рослини олійного рапсу з чоловічою стерильністю, 25 

що містить елітну подію MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, 
задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850; 

b. забезпечення батьківської особини рослини олійного рапсу з чоловічою фертильністю, що 
містить елітну подію RF-BN1, переважно в гомозиготній формі, причому еталонне насіння, що 
містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730; 30 

c. забезпечення запилення вказаної материнської особини рослини олійного рапсу пилком 
вказаної батьківської особини рослини олійного рапсу; 

d. збирання врожаю гібридного насіння зі вказаної материнської особини рослини. 
2. Спосіб відповідно до параграфу 1,  в якому вказані рослини олійного рапсу належать до 

різновидів Brassica napus або Brassicajuncea. 35 

3. Рослина олійного рапсу, що містить в своєму ядерному геномі принаймні одну копію 
елітної події MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване 
в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850 та принаймні одну копію 
елітної події RF-BN1, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване 
в АТСС під номером депонування АТСС_РТА-730. 40 

4.  Рослина олійного рапсу відповідно до параграфу 3, причому вказані рослини олійного 
рапсу належать до різновидів Brassica napus або Brassicajuncea. 

5. Клітина або тканина, або насіння рослини олійного рапсу відповідно до параграфу 3. 
6. Пара рослин олійного рапсу для застосування при одержанні гібридного насіння, де одна 

з вказаних рослин олійного рапсу містить елітну подію MS-B2,  причому еталонне насіння, що 45 

містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 
або АТСС_РТА-850, а інша з цих рослин олійного рапсу містить елітну подію RF-BN1, причому 
еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером 
депонування АТСС_РТА-730. 
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7. Геномна ДНК рослини олійного рапсу відповідно до параграфу 2. 
8. Рослина або клітина рослини Brassica juncea, що містить елітну подію RF-BN1, причому 

еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером 
депонування АТСС_РТА-730. 

9. Насіння рослини Brassica juncea відповідно до параграфу 5, що містить елітну подію RF-5 

BN1, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під 
номером депонування АТСС_РТА-730. 

10. Рослина або клітина відповідно до параграфу 8, яка додатково містить елітну подію MS-
B2, причому еталонне насіння, містить вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером 
депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850. 10 

11. Застосуванння елітної події MS-B2, причому еталонне насіння, що містить вказану елітну 
подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або АТСС_РТА-850, 
для збільшення врожаю насіння в трансгенній рослині олійного рапсу. 

12. Застосування відповідно до параграфу 11, в якому вказаною рослиною олійного рапсу є 
Brassica juncea. 15 

13. Спосіб збільшення врожаю рослин олійного рапсу, що включає стадію забезпечення 
вказаної рослини олійного рапсу елітною подією MS-B2, причому еталонне насіння, що містить 
вказану елітну подію, задепоноване в АТСС під номером депонування АТСС_РТА 2485 або 
АТСС_РТА-850. 

14. Спосіб одержання гібридного насіння та гібридних рослин В. juncea, що включає 20 

a. щільну посадку рослин В. juncea, що містять елітну подію MS-B2, з рослинами В. juncea, 
що містять елітну подію RF-BN1; 

b. забезпечення перехресного запилення рослин; 
с збирання врожаю насіння з рослин В. juncea, що містять елітну подію MS-B2. 
15. Застосування рослини В. juncea, що містить елітну подію RF-BN1 для одержання 25 

потомств-рослин або насіння. 
16. Застосування RF-BN1 для відновлення чоловічої фертильності по відношенню до 

рослини В. juncea, що містить MS-B2. 
17. Геномна ДНК В. juncea, що містить RF-BN1. 
18 Геномна ДНК відповідно до параграфу 17, що додатково містить MS-B2. 30 

19. Клітина рослини, рослина або насіння В. juncea, яка містить в своєму геномі 
послідовність з нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 5 та послідовність з нуклеотидною 
послідовністю SEQ  ID No 6,  що додатково містить послідовність,  що кодує інгібітор барстар, 
між вказаними послідовностями. 

20. Клітина рослини, рослина або насіння відповідно до параграфу 19, що додатково містить 35 

в своєму геномі послідовність з нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 1 та послідовність з 
нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 2, що додатково містить послідовність, що кодує 
інгібітор барнази, між вказаними послідовностями. 

21. Спосіб одержання гібридного насіння та гібридних рослин В. napus, що включає 
a. щільну посадку рослин В. napus, що містять елітну подію MS-B2, з рослинами В. napus, 40 

що містять елітну подію RF-BN1; 
b. забезпечення перехресного запилення рослин; 
с. збирання врожаю насіння з рослин В. napus, що містять елітну подію MS-B2. 
22. Геномна ДНК β. napus, що містить RF-BN1, і яка додатково містить MS-B2. 
23. Клітина рослини, рослина або насіння В. napus, що містить в своєму геномі послідовність 45 

з нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 5 та послідовність з нуклеотидною послідовністю SEQ 
ID No 6, що додатково містить послідовність, що кодує інгібітор барстар, між вказаними 
послідовностями, а також послідовність з нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 1 та 
послідовність з нуклеотидною послідовністю SEQ ID No 2, 

що додатково містить послідовність, що кодує інгібітор барнази, між вказаними 50 

послідовностями. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Рослина Brassica napus або Brassica juncea, що містить в своєму ядерному геномі принаймні 5 

одну копію елітної події MS-B2, причому елітна подія MS-B2 містить чужорідну ДНК, що містить 
ген барнази під контролем специфічного промотору тапетуму, SEQ ID NO: 1 і SEQ ID NO: 2, та 
де елітну подію MS-B2 можна ідентифікувати в полімеразній ланцюговій реакції з двома 
праймерами, що мають нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 3 та SEQ ID NO: 4, з 
одержанням фрагмента 183 bp; та принаймні одну копію елітної події RF-BN1, причому елітна 10 

подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що містить ген барстар під контролем ТА29 промотору, 
SEQ ID NO: 5 та SEQ ID NO: 6, та де елітну подію RF-BN1 можна ідентифікувати в полімеразній 
ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 7 та 
SEQ ID NO: 8, з одержанням фрагмента 215 bp. 
2. Клітина або тканина, або насіння рослини за пунктом 1, де вказана клітина або тканина або 15 

насіння містить в своєму ядерному геномі принаймні одну копію елітної події MS-B2, причому 
елітна подія MS-B2 містить чужорідну ДНК, що містить ген барнази під контролем специфічного 
промотору тапетуму, SEQ ID NO: 1 і SEQ ID NO: 2, та де елітну подію MS-B2 можна 
ідентифікувати в полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну 
послідовність SEQ ID NO: 3 та SEQ ID NO: 4, з одержанням фрагмента 183 bp; та принаймні 20 

одну копію елітної події RF-BN1, причому елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що 
містить ген барстар під контролем ТА29 промотору, SEQ ID NO: 5, та SEQ ID NO: 6, та де елітну 
подію RF-BN1 можна ідентифікувати в полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, 
що мають нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 7 та SEQ ID NO: 8, з одержанням фрагмента 
215 bp. 25 

3. Пара рослин Brassica napus або Brassica juncea для застосування для одержання гібридного 
насіння, в якій одна з вказаних рослин Brassica napus або Brassica juncea містить елітну подію 
MS-B2, причому елітна подія MS-B2 містить чужорідну ДНК, що містить ген барнази під 
контролем специфічного промотору тапетуму, SEQ ID NO: 1 і SEQ ID NO: 2, та де елітну подію 
MS-B2 можна ідентифікувати в полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають 30 

нуклеотидну послідовність SEQ ID NO: 3 та SEQ ID NO: 4, з одержанням фрагмента 183 bp; а 
інша з цих рослин Brassica napus або Brassica juncea містить елітну подію RF-BN1, причому 
елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що містить ген барстар під контролем ТА29 
промотору, SEQ ID NO: 5 та SEQ ID NO: 6, та де елітну подію RF-BN1 можна ідентифікувати в 
полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність 35 

SEQ ID NO: 7 та SEQ ID NO: 8, з одержанням фрагмента 215 bp. 
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4. Геномна ДНК рослини Brassica napus або Brassica juncea за пунктом 1, де вказана геномна 
ДНК містить елітну подію MS-B2, причому елітна подія MS-B2 містить чужорідну ДНК, що 
містить ген барнази під контролем специфічного промотору тапетуму, SEQ ID NO: 1 і SEQ ID 
NO: 2, і містить елітну подію RF-BN1, причому елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що 
містить ген барстар під контролем ТА29 промотору, SEQ ID NO: 5 та SEQ ID NO: 6. 5 

5. Рослина або клітина рослини Brassica juncea, що містить елітну подію RF-BN1, причому 
елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що містить ген барстар під контролем ТА29 
промотору, SEQ ID NO: 5 та SEQ ID NO: 6, та де елітну подію RF-BN1 можна ідентифікувати в 
полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність 
SEQ ID NO: 7 та SEQ ID NO: 8, з одержанням фрагмента 215 bp. 10 

6. Насіння з рослини Brassica juncea за пунктом 5, що містить елітну подію RF-BN1, причому 
елітна подія RF-BN1 містить чужорідну ДНК, що містить ген барстар під контролем ТА29 
промотору, SEQ ID NO: 5 та SEQ ID NO: 6, та де елітну подію RF-BN1 можна ідентифікувати в 
полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну послідовність 
SEQ ID NO: 7 та SEQ ID NO: 8, з одержанням фрагмента 215 bp. 15 

7. Рослина або клітина за пунктом 5, яка додатково містить елітну подію МS-В2, причому елітна 
подія МS-В2 містить чужорідну ДНК, що містить ген барнази під контролем специфічного 
промотору тапетуму, SEQ ID NO: 1 і SEQ ID NO: 2, та де елітну подію МS-В2 можна 
ідентифікувати в полімеразній ланцюговій реакції з двома праймерами, що мають нуклеотидну 
послідовність SEQ ID NO: 3 та SEQ ID NO: 4, з одержанням фрагмента 183 bp. 20 
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