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Винахід стосується молекули нуклеїнової кислоти, що кодує поліпептид, здатний зумовлювати 
резистентність до вірусу некротичного пожовтіння жилок буряка у рослини роду буряків, де 
молекула нуклеїнової кислоти містить нуклеотидну послідовність до SEQ ID NO: 1, яка кодує 
амінокислотну послідовність SEQ ID NO: 2 або SEQ ID NO: 3, вектора, клітини-хазяїна, 
поліпептиду, трансгенної рослини, які містять вказану молекули нуклеїнової кислоти, способу 
одержання та способу ідентифікації вказаної молекули нуклеїнової кислоти. 
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Область техніки, до якої належить винахід. 
Винахід належить до молекули нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид, здатний 

зумовлювати стійкість до патогену, а саме до "вірусу некротичного пожовтіння жилок буряка" 
(BNYVV) у рослин, а саме у рослин з роду буряків, де експресується цей поліпептид. Цей 
винахід також належить до самого поліпептиду, який здатний зумовлювати стійкість до 5 

патогену, а саме до BNYVV у рослин роду буряків, де експресується цей поліпептид, що 
кодується молекулою нуклеїнової кислоти, до якої належить цей винахід. Також винахід 
належить до трансгенної рослини, рослинної клітини, органу, тканини, частини або насіння, що 
містить молекулу нуклеїнової кислоти або її частини, а також до способів одержання 
трансгенних рослин або рослинних клітин цього типу. Винахід також включає способи для 10 

виявлення молекули нуклеїнової кислоти, яка зумовлює стійкість, та способи селекції рослин 
або рослинних клітин, що міститимуть молекулу нуклеїнової кислоти, яка зумовлює стійкість. 

Передумови для винаходу 
Ризоманія є найбільш серйозним захворюванням цукрових буряків у світі, яке впливає на 

прибутковість та може спричинити втрати доходів від врожайності у розмірі 50 % та більше. 15 

Захворювання, що також описується як "розростання кореня", спричиняється "вірусом 
некротичного пожовтіння жилок буряка" (BNYVV) та передається найпростішими виду Polymyxa 
betae через ґрунт. Інфекція проявляється підвищеною проліферацією тонких та вторинних 
коренів, а також формуванням значно зменшеного тіла основного кореня зі зниженим вмістом 
цукру. Інфіковані рослини слабо поглинають воду і, таким чином, стають більш схильними до 20 

висихання. Розповсюдження інфекції по всій рослині спричиняє пожовтіння жилок листків, появу 
на них некротичних вогнищ та жовтих плям. Оскільки повне вилікування рослини неможливе, 
так само як і у випадку інших вірусних захворювань, пошкоджень можна уникнути лише 
культивуючи стійкі види. Фактично, на теперішній момент вивчаються три основних гени проти 
ризоманії: RZ-1 (інша назва "Holly"), RZ-2 та RZ-3. Також в літературі описані і інші гени, що 25 

зумовлюють стійкість до ризоманії, проте, вони мають менше значення. Наразі ген 
резистентності RZ-1 вже включено до більшості гібридних ліній (батьківське насіння та/або 
компоненти опилювача батьківських форм). Однак, було виявлено, що стійкість, зумовлена 
геном RZ-1, є недостатньою у сильно заражених регіонах або в регіонах, де наявні різноманітні 
типи BNYVV (наприклад, роботи Sohi та Maleki, 2004). Тому, деякий час назад було 30 

запропоновано комбінувати RZ-1, наприклад, з RZ-2 або RZ-3. RZ-2 та RZ-3 мають походження 
з виду Буряк звичайний, підвиду приморський (Beta vulgaris subsp. maritima) (WB42, WB41), та 
знаходяться в тій же частині хромосоми 3 на генетичній мапі геному цукрового буряка, що і RZ-
1, котрий, однак, знаходиться нижче від RZ-2 та RZ-3. Scholten та співавт. (1999) визначили 
відстань між головними RZ-генами RZ-1 та RZ-2, яка склала 20-25 сантиморганід (cM). Gidner та 35 

співавт.(2005) отримали коротшу відстань, а саме 5 cM між RZ-1 та RZ-2, а також не 
підтвердили, що RZ-2 та RZ-3 розташовані в одному й тому ж локусі. Schmidlin та співавт.(2008) 
за допомогою аналізу експресії у інфікованих буряках визначали різно-індуковані гени, які, 
однак, не відповідали генам RZ-2 та RZ-3. У дослідженні Larson та співавт.(2008) у цукрових 
буряках за допомогою методу MALDI-TOF-MS були виявлені деякі білки, індуковані BNYVV, 40 

однак, ці білки, що кодувалися RZ-1, RZ-2 або RZ-3, вчені ідентифікувати не змогли. Крім того, 
ця послідовність навколо гену резистентності є повторюваною, що робить розробку 
діагностичних маркерів особливо складною. До теперішнього часу, специфічно для генів 
стійкості до ризоманії не було ні високороздільних маркованих генетичних карт, ні 
верифікованих генів-кандидатів. Також, дотепер не була повністю відома функціональна 45 

основа, тобто генетична структура цих генів стійкості. 
Для ефективної культивації сортів, стійких до ризоманії, здатних протистояти ризику появи 

окремих особин, в яких відсутня стійкість до BNYVV, необхідно постійно виявляти нові гени 
стійкості та інтегрувати їх до пулу генів у врожайних культурах, таких як цукровий буряк. 

Суть винаходу 50 

Даний винахід створено на основі описаного вище рівня техніки. Задачею цього винаходу є 
виявлення молекули нуклеїнової кислоти та/або поліпептиду, здатного зумовлювати стійкість 
рослини до ризоманії. Також задачею винаходу є одержання трансгенної рослини, стійкої до 
ризоманії, та розробка способу її розведення. Ще однією задачею цього винаходу є розробка та 
використання молекулярних маркерів, що дозволяють ефективно культивувати стійкі до 55 

ризоманії рослини та виводити нові стійкі лінії рослин. 
Варіанти реалізації цього винаходу, які вирішують поставлену в основу винаходу задачу, 

базуються на точному генетичному картуванні, ідентифікації, ізоляції та описі характеристик 
гену, що походить із донорського виду, а саме виду Beta vulgaris subsp. maritima, та кодує 
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поліпептид або білок, здатний зумовлювати стійкість до патогену у рослини, в якій 
експресується цей поліпептид. 

Деякі терміни, використані в цій заявці, будуть вперше пояснені та деталізовані далі:  
Термін "приблизно" у поєднанні з визначенням довжини нуклеотидної послідовності означає 

відхилення до ± 200 пар азотистих основ, бажано до ± 100 пар азотистих основ та найбільш 5 

бажано до ± 50 пар азотистих основ. 
"Рослина роду Буряк" відноситься до родини амарантових (Amaranthaceae). Ці рослини 

включають рослини видів Буряк великоплідний (Beta macrocarpa), Буряк звичайний (Beta 
vulgaris), Beta lomatogona, Beta macrorhiza, Буряк вінчикоцвітний (Beta corolliflora), Буряк 
трьохматочковий (Beta trigyna) та Буряк карликовий (Beta nana). Рослини роду Буряк звичайний 10 

(Beta vulgaris) - це здебільшого рослини підвиду приморський (Beta vulgaris subsp. maritima 
(Seemangold)) або підвиду столовий (Beta vulgaris subsp. vulgaris). Вони, включають, наприклад, 
Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima (цукровий буряк у більш вузькому розумінні), Beta 
vulgaris ssp. vulgaris var. vulgaris (Мангольд), Beta vulgaris ssp. vulgaris var. conditiva (червоний 
буряк), Beta vulgaris ssp. vulgaris var. crassa/alba (буряк кормовий). 15 

Під терміном "гібридизувати" або "гібридизація" мається на увазі процес, в якому 
однониткова молекула нуклеїнової кислоти прикріплюється до іншої нитки нуклеїнової кислоти, 
що є у максимально можливій мірі комплементарною, тобто формує пари азотистих основ. 
Стандартні методи гібридизації описані, наприклад, у Sambrook та співавт., 2001. Це означає, 
що бажано, щоб не менше 60 % азотистих основ у молекулі нуклеїнової кислоти формували 20 

пари з основами нитки нуклеїнової кислоти, комплементарної у максимально можливій мірі, 
більш бажано - не менше 65 %, 70 %, 75 %, 80 % або 85 %, найбільш бажано 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % азотистих основ. Вірогідність такого збігу залежить 
від того, наскільки жорсткі умови гібридизації дотримуються.  

Термін "жорсткість" відноситься до умов гібридизації. Так, високий ступінь жорсткості 25 

означає, що парування азотистих основ є контрольованим, а низький ступінь жорсткості 
означає, що парування азотистих основ є послабленим. Жорсткість умов гібридизації, зокрема, 
залежить від концентрації солі, сили іонів чи температури. Загалом, ступінь жорсткості може 
бути збільшений шляхом підвищення температури та/або зниження вмісту солі. "Жорсткі умови 
гібридизації" - це умови, при яких гібридизація відбувається переважно лише між гомологічними 30 

молекулами нуклеїнових кислот. Термін "умови гібридизації" в цьому випадку стосується не 
лише умов, які переважають під час фактичного приєднання нуклеїнових кислот, але також 
стосується умов, що переважають під час наступних стадій відмивання. Жорсткими є умови 
гібридизації, при яких, наприклад, гібридизуються переважно лише ті молекули нуклеїнових 
кислот, що мають не менше 70 %, бажано не менше 75 %, 80 %, 85 % або 90 %, особливо 35 

бажано не менше 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентичних послідовностей. Приклади 
жорстких умов гібридизації: гібридизація у 4 x SSC при 65 °C та наступне багаторазове 
промивання в 0.1 x SSC при 65 °C протягом приблизно 1 години. Термін "жорсткі умови 
гібридизації" в цьому випадку може також означати наступне: гібридизація при 68 °C в 0.25 M 
фосфату натрію, pH 7.2, 7 % додецил сульфату натрію, 1 mM ЕДТА та 1 % BSA протягом 16 40 

годин та наступне дворазове промивання у 2 x SSC та 0,1 % додецил сульфату натрію при 
68 °C. Гібридизація переважно проводиться при жорстких умовах. 

"Ізольована молекула нуклеїнової кислоти" - це молекула нуклеїнової кислоти, виділена з її 
природного або первинного середовища. Цей термін також включає молекули нуклеїнових 
кислот, що створені синтетично.  45 

"Ізольований поліпептид" - це поліпептид, що виділений зі свого природного або первинного 
середовища. Цей термін також включає синтетично створені поліпептиди. 

"Молекулярний маркер" - це нуклеїнова кислота, що є поліморфною у популяції рослин. Цей 
маркер, таким чином, може виявляти та диференціювати різні алельні стани (алелі). Відомі 
аналітичні методі, що використовуються для цієї мети, наприклад: RFLP, AFLP, SNP, SSR або 50 

KASP. Термін "молекулярний маркер" відноситься до послідовності нуклеотидів, що є 
комплементарними, принаймні у максимально можливій мірі комплементарними або 
гомологічними до геномних послідовностей, наприклад, нуклеїнові кислоти, що 
використовуються як зонди або праймери. Маркери, за допомогою яких можна описати 
поліморфізм, можуть бути визначені за допомогою напрацьованих методів. Такі методи 55 

включають наприклад, ПЛР-ампліфікацію, специфічну до послідовності, визначення 
поліморфізму довжини рестрикційних фрагментів (RFLPs), визначення поліморфізму 
полінуклеотидів за допомогою алель-специфічної гібридизації (ASH), визначення 
ампліфікованої варіаційної послідовності геному рослини, визначення самореплікації 
послідовності, визначення простих повторів послідовності (SSRs), визначення одиночних 60 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Beta_macrocarpa&action=edit&redlink=1
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нуклеотидних поліморфізмів (SNPs), або визначення ампліфікованих поліморфізмів довжини 
фрагменту (AFLPs). Крім того, відомі методи визначення маркерів експресованої послідовності 
(ESTs) та маркерів простих повторів послідовності (SSR), що є похідними від методів 
визначення маркерів експресованої послідовності (EST) та випадково ампліфікованої 
поліморфної ДНК (RAPD). 5 

"Промотор" - це регуляторна нетрансльована послідовність ДНК, типово розташована в 
області кодування згори, складається зі зв'язуючої точки для РНК-полімерази та ініціює 
транскрипцію ДНК.  

"Патоген" - це організм, що при взаємодії з рослиною призводить до виникнення симптомів 
захворювання в одному або більше органів рослини. Патогени включають в себе, наприклад, 10 

тваринні, грибні, бактеріальні, вірусні організми або ооміцети. 
"Інфекція, спричинена патогеном" - це найбільш ранній момент, коли патоген вступає у 

взаємодію з тканинами рослини-хазяїна. Наприклад, у випадку вірусного патогену BNYVV, 
хвороба передається найпростішим Polymyxa betae. Polymyxa формує спори, що можуть 
виживати у ґрунті протягом багатьох місяців. Вірус також живе у цих спорах. Коли ці тимчасово 15 

неактивні спори проростають та формують рухомі зооспори, вірус отримує змогу перейти через 
спори у клітини тканин рослини-хазяїна, та взаємодіяти з ними. (Esser 2000). 

"Органи" рослини - це, наприклад, листя, вісь росту, стебло, коріння, гіпокотіль 
(підсім'ядольне коліно), вегетативні бруньки, мерістеми, зав'язі, пильники, сім'я та плоди. 
"Частини" рослини - це сукупність кількох органів, наприклад, квітки та насінини, або частина 20 

органа, наприклад, зріз стебла.  
"Тканини" рослини - це, наприклад, калюс, паренхіма, меристемна тканина, тканина листка, 

стебла, кореня, пухлинна тканина рослини або репродуктивна тканина.  
"Клітини" рослини - це, наприклад, ізольовані клітини з клітинною стінкою, їх агрегати або 

протопласти. 25 

Термін "стійкість" має широке значення, що охоплює сукупність засобів захисту від затримки 
пригнічення розвитку хвороби. Важливим прикладом є патоген вірусу некротичного пожовтіння 
жилок буряка. Згідно цього винаходу, стійкі клітини або рослини переважно стають стійкими до 
BNYVV. Стійкість проти патогену прирівнюється до стійкості проти хвороби, спричиненої цим 
патогеном, наприклад, стійкість проти BNYVV прирівнюється до стійкості проти ризоманії. 30 

Термін "Трансгенна рослина" в цьому випадку стосується рослини, у геномі якої є принаймні 
одна інтегрована нуклеїнова кислота. В цьому випадку це може бути гетерологічна нуклеїнова 
кислота. Бажано, щоб нуклеїнова кислота була інтегрована стабільно. Це означає, що 
інтегрована нуклеїнова кислота стабільно утримується у рослині, може експресуватися, а також 
може стабільно передаватися нащадкам. 35 

Цей винахід описує молекулу нуклеїнової кислоти, що кодує поліпептид, здатний 
зумовлювати стійкість до патогену у рослини, в якій експресується цей поліпептид. Молекула 
нуклеїнової кислоти включає нуклеотидну послідовність, відібрану за наступними параметрами: 

а) нуклеотидна послідовність, що кодує поліпептид, який містить амінокислотну 
послідовність згідно SEQ ID NO: 2 або SEQ ID NO: 3, 40 

б) нуклеотидна послідовність, що містить кодуючу послідовність ДНК згідно SEQ ID NO: 1, 
в) нуклеотидна послідовність, що гібридизується з комплементарною послідовністю 

нуклеотидів згідно a) чи б) в жорстких умовах., 
г) нуклеотидна послідовність, яка кодує поліпептид, що виходить після заміщення, делеції та 

/або приєднання однієї чи більше амінокислот у послідовності, кодованої послідовністю 45 

нуклеотидів згідно a) або б), з поліпептиду, кодованого послідовністю нуклеотидів згідно a) чи 
б), 

д) нуклеотидна послідовність, що кодує поліпептид, який має послідовність амінокислот не 
менш ніж на 60 % ідентичну послідовності амінокислот, що кодується послідовністю нуклеотидів 
згідно a) чи б), або 50 

е) послідовність нуклеотидів, що кодує принаймні один нуклеотид-зв'язуючий домен (NBS 
або NB-ARC) відповідно до позицій амінокислот 168-227 у SEQ ID NO: 2 або 182-241 у SEQ ID 
NO: 3, щонайменше один лейцин-багатий домен (LRR) відповідно до позицій амінокислот 591-
613 у SEQ ID NO: 2 або 605-627 у SEQ ID NO: 3 та/або принаймні один внутрішній 
повторюваний домен (IR) відповідно до позицій амінокислот 1013-1072 у SEQ ID NO: 2 або 55 

1027-1086 у SEQ ID NO: 3. 
Молекула нуклеїнової кислоти може бути ізольованою. Бажано, щоб це була ДНК, особливо 

бажано - кДНК (кодуюча ДНК). Поліпептид, що кодується молекулою нуклеїнової кислоти, 
описаної в цьому винаході, переважно зумовлює стійкість до вірусного патогену, а саме до 
"Вірусу некротичного пожовтіння жилок буряка" (BNYVV), який зумовлює захворювання рослини 60 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Polymyxa_betae&action=edit&redlink=1
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на ризоманію. Крім того, поліпептид, що кодується молекулою нуклеїнової кислоти, як описано в 
цьому винаході, особливо у рослин роду буряків, зумовлює стійкість до патогену. Описані 
рослини - це, як правило, рослини видів Beta vulgaris, а саме рослини підвидів Beta vulgaris 
subsp. maritime або Beta vulgaris subsp. Vulgaris; вони включають, зокрема, врожайні типи, 
наприклад, цукровий буряк, червоний буряк, кормовий буряк, листковий буряк, буряк Мангольд. 5 

Відповідно до цього винаходу, в одному з варіантів реалізації молекули нуклеїнової кислоти 
вона включає в себе послідовність нуклеотидів відповідно до пункту a). Послідовність 
амінокислот у поліпептиді, що кодується за послідовністю SEQ ID NO: 2, та/або поліпептиді, що 
кодується за послідовністю SEQ ID NO: 3, утворює білок резистентності гену RZ-3. В цьому 
випадку це ген, що кодує білок резистентності типу NBS-LRR, який характеризується певною 10 

структурною послідовністю. Загальна структура таких білків резистентності у рослин була добре 
вивчена (Martin та співавт.2003). Проте, розкриття принципу структурної будови саме домену, 
відомого як LRR (лейцин-збагачений домен), який потенційно є доменом для ідентифікації 
здебільшого невідомих патогенетичних чинників, у найближчому майбутньому не 
передбачається. Таким чином, ідентифікація гену, що кодує стійкість до BNYVV або 15 

відповідного білка на основі тільки наявних знань, неможлива. Ідентифікація гену 
резистентності RZ-3 відбувалася шляхом клонування на основі генетичних карт, що вимагало 
ретельного генетичного картування та точного картування таргетної області, де спочатку 
передбачалося розміщення гену резистентності RZ-3. Процес розробки буде описано 
детальніше далі в цьому документі.  20 

Ідентифікований білок резистентності належить до типу NBS-LRR та має нуклеотид-
зв'язуючий домен (NBS, також відомий як NB-ARC) (адапторами для зв'язування нуклеотидів є 
фактор активації протеаз апоптозу-1 (APAF-1)), R білки та CED-4)), що відповідає позиціям 
амінокислот 168-227 у послідовності SEQ ID NO: 2 або 182-241 у послідовності SEQ ID NO: 3, 
лейцин-багатий домен (LRR), що відповідає позиціям амінокислот 591-613 у SEQ ID NO: 2 або 25 

605-627 у SEQ ID NO: 3 та/або принаймні один внутрішній повторюваний домен (IR; внутрішній 
домен-повтор), що відповідає позиціям амінокислот 1013-1072 у SEQ ID NO: 2 або 1027-1086 у 
SEQ ID NO: 3. Домен NBS кодується нуклеотидами 2019-2882 у SEQ ID NO: 1, домен LRR 
кодується нуклеотидами 3288-3356 у SEQ ID NO: 1, а домен IR кодується нуклеотидами 4554-
4871 у SEQ ID NO: 1. Домен NB-ARC є центральним доменом, що зв'язує нуклеотиди. Скоріше 30 

за все це функціональний домен АТФази, що ймовірно регулює активність білка резистентності. 
Домен NB-ARC складається з трьох субдоменів: NB, ARC1 та ARC2. Характерною ознакою 
домену NB-ARC є наявність фактора активації протеаз апоптозу-1 (APAF-1), що ймовірно 
відповідає за реакцію гіперчутливості, а також мотиви hhGRExE, Walker-A- або P-loop, Walker-B, 
GxP, RNBS- від A до D та MHD (Ooijen et al., 2008). Деякі із вказаних мотивів на сьогоднішній 35 

день вже можуть бути ідентифіковані. У подальших варіантах реалізації молекули нуклеїнової 
кислоти, як показано в цьому винаході, молекула нуклеїнової кислоти містить послідовність 
нуклеотидів згідно до пункту б). Послідовність нуклеотидів включає кодуючі послідовності ДНК 
відповідно до SEQ ID NO: 1, що кодують послідовності амінокислот відповідно до SEQ ID NO: 2 
та SEQ ID NO: 3.  40 

У наступному варіанті здійснення молекули нуклеїнової кислоти, молекула нуклеїнової 
кислоти містить послідовність нуклеотидів відповідно до пункту г). Ця послідовність нуклеотидів 
кодує поліпептид, що є похідним поліпептиду, який кодований послідовністю нуклеотидів 
відповідно до a) або б). Цей похідний поліпептид представляє собою отриману послідовність 
амінокислот, що містить принаймні одну заміну, делецію або приєднання однієї або більше 45 

амінокислот у функціонально значимій частині кодованого поліпептиду/білка. Якщо 
відбувається заміна однієї амінокислоти іншою амінокислотою, що має ті самі, еквівалентні чи 
подібні хіміко-фізичні властивості - це називається "консервативна заміна" або 
"напівконсервативна заміна". Приклади фізико-хімічних властивостей амінокислоти - це, 
наприклад, гідрофобність або заряд. Спеціалісту в цій галузі відомо, яка заміна амінокислоти є 50 

консервативною, а яка - напівконсервативною. Загальне знання галузі дає змогу спеціалісту 
визначити, ідентифікувати та виявити делеції амінокислот та їх приєднання, що є шкідливими 
для функціональності білка резистентності RZ-3, а також ті позиції, в яких це можливо. 
Спеціалісту в цій галузі відомо, що в разі модифікацій у послідовності амінокислот білка NBS-
LRR (заміни, делеції або приєднання однієї чи більше амінокислот), функціональність 55 

вищевказаного збереженого домена повинна залишитися незмінною, і тому в цих доменах 
можлива лише обмежена кількість модифікацій вищезгаданого типу. Послідовність нуклеотидів 
для цих варіантів реалізації винаходу кодує похідні або отримані послідовності амінокислот, 
коли послідовність нуклеотидів гомологічна або ідентична до послідовності нуклеотидів 
відповідно до пунктів a) або б) принаймні на 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 60 
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94 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %. Такі послідовності нуклеотидів, що кодують похідні або отримані 
послідовності амінокислот, переважно можуть бути виготовлені прямим або непрямим 
способом (наприклад, шляхом ампліфікації або послідовних реплікацій) із початкової 
послідовності нуклеотидів, що відповідає всій довжині або принаймні частині послідовності SEQ 
ID NO: 1 чи іншій послідовності, описаній у цьому винаході.  5 

Також варіантом реалізації цього винаходу є молекула нуклеїнової кислоти, що містить 
послідовність нуклеотидів відповідно до пункту д). Ця послідовність нуклеотидів кодує 
поліпептид, що містить послідовність амінокислот, ідентичну до послідовності амінокислот, яка 
кодується послідовністю нуклеотидів відповідно до a) або б) принаймні на 60 %, 65 %, 70 %, 
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %. 10 

Іншим варіантом реалізації цього винаходу є отримання молекули нуклеїнової кислоти, що 
містить послідовність нуклеотидів відповідно до пункту е). Така послідовність нуклеотидів кодує 
принаймні один нуклеотид-зв'язуючий домен (NBS), що відповідає позиціям амінокислот 168-
227 у послідовності SEQ ID NO: 2 або 182-241 у послідовності SEQ ID NO: 3, принаймні один 
лейцин-збагачений домен (LRR) відповідно до позицій амінокислот 591-613 у послідовності SEQ 15 

ID NO: 2 або 605-627 у послідовності SEQ ID NO: 3 та/або принаймні один внутрішній 
повторюваний домен (IR) відповідно до позицій амінокислот 1013-1072 у послідовності SEQ ID 
NO: 2 або 1027-1086 у послідовності SEQ ID NO: 3. Послідовність нуклеотидів переважно 
відповідає за кодування поліпептиду, що містить принаймні один нуклеотид-зв'язуючий домен 
(NBS) відповідно до позицій амінокислот 168-227 у SEQ ID NO: 2 або 182-241 у SEQ ID NO: 3, 20 

принаймні один лейцин-збагачений домен (LRR) відповідно до позицій амінокислот 591-613 у 
SEQ ID NO: 2 або 605-627 у SEQ ID NO: 3 та принаймні один внутрішній повторюваний домен 
(IR) відповідно до позицій амінокислот 1013-1072 у SEQ ID NO: 2 або 1027-1086 у SEQ ID NO: 3. 
Ці домени, як правило, організовані у поліпептидах послідовно від N- до C- кінця у порядку NBS-
LRR-IR, де між доменами в окремих випадках можуть бути присутні одна або більше 25 

амінокислот. 
Цей винахід також належить до поліпептиду, який здатний зумовлювати стійкість до 

патогену у рослині, де експресується цей поліпептид, та який кодується молекулою нуклеїнової 
кислоти, описаною у цьому винаході. При цьому патоген переважно представлений BNYVV 
та/або рослини переважно представлені родом буряків, а саме рослинами виду Beta vulgaris 30 

(буряк столовий). Поліпептид переважно має амінокислотну послідовність відповідно до SEQ ID 
NO: 2 або до SEQ ID NO: 3. Поліпептид може бути ізольованим.  

Ще один аспект цього винаходу належить до вектору, що містить молекулу нуклеїнової 
кислоти, як описано у винаході. Вектором може бути плазміда, косміда, фаг або експресійний 
вектор, трансформаційний вектор, човниковий вектор, клонуючий вектор, це також може бути 35 

двонитковий або однонитковий, лінійний чи колоподібний вектор, він також може 
трансформувати прокаріотичних або еукаріотичних хазяїв шляхом інтеграції у їхній геном або 
позахромосомним шляхом. Як показано у цьому винаході, молекула нуклеїнової кислоти 
переважно функціонально зв'язана з однією чи більше регуляторними послідовностями в 
експресійному векторі, що робить можливою транскрипцію та, в деяких випадках, експресію у 40 

прокаріотичній або еукаріотичній клітині-хазяїні. Як приклад, можна навести молекулу 
нуклеїнової кислоти, яка знаходиться під контролем відповідного промотора або термінатора. 
Придатними можуть бути промотори, що постійно індукуються (наприклад, промотор 35S вірусу 
мозаїки цвітної капусти (Odell та співавт.1985), а особливо придатними є промотори, що 
індукуються патогеном (наприклад, промотор PR1 петрушки (Rushton та співавт., 1996). 45 

Особливо підходять патоген-індуковані синтетичні або гібридні промотори, яких немає в 
природі, сформовані із певних елементів та які містять мінімальний промотор, а також у 
положенні вище мінімального промотора мають принаймні один цис-регуляторний елемент, що 
служить зв'язуючою точкою для спеціальних факторів транскрипції. Гібридні промотори 
розробляються у відповідності до необхідних вимог та індукуються або репресуються різними 50 

факторами. Приклади таких промоторів можна знайти у WO 00/29592, WO 2007/147395 та WO 
2013/091612. Придатним термінатором є, наприклад, термінатор нопалін синтази (nos) (Depicker 
et al., 1982) 

Крім вищеописаних векторів, цей винахід також пропонує метод включення описаного 
вектора до клітини-хазяїна. Вектор може бути включений, наприклад, за допомогою кон'югації, 55 

мобілізації, біолістичної трансформації, трансформації за допомогою агробактерій, трансфекції, 
трансдукції, вакуумної інфільтрації або електропорації. Спеціаліст у цій сфері має інформацію 
про ці методи, а також про методи підготовки описаних векторів (Sambrook та співавт.2001).  

Також цей винахід пропонує включення до клітини-хазяїна молекули нуклеїнової кислоти 
або вектору, описаного у винаході вище. Клітина-хазяїн у сенсі цього винаходу може бути 60 
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прокаріотичною (наприклад, бактерія) або еукаріотичною (наприклад, клітина рослини або 
дріжджового грибка). Клітина-хазяїн - це переважно агробактерія, наприклад, Agrobacterium 
tumefaciens або Agrobacterium rhizogenes, або рослинна клітина, яка містить молекулу 
нуклеїнової кислоти, як описано у цьому винаході. Численні методи, наприклад, кон'югація або 
електропорація є відомими для спеціаліста у цій галузі, таким чином, обізнаний спеціаліст може 5 

включити молекулу нуклеїнової кислоти або вектор, описані в цьому винаході, у агробактерію; а 
методи, похідні від трансформації (біолістична трансформація, агробактеріо-опопсередкована 
трансформація) є також відомими для обізнаного фахівця, таким чином такий фахівець може 
включити молекулу нуклеїнової кислоти або вектор, описані в цьому винаході, до рослинної 
клітини (Sambrook та співавт.2001).  10 

Ще один аспект цього винаходу стосується трансгенної рослинної клітини, що містить в 
якості трансгена молекулу нуклеїнової кислоти або вектор, описані в цьому винаході. 
Трансгенна рослинна клітина цього типу - це, наприклад, рослинна клітина, що була 
трансформована, бажано стабільно, та має молекулу нуклеїнової кислоти або вектор, як це 
описано у винаході. Більш бажаним варіантом реалізації є трансгенні рослинні клітин з 15 

оперативним приєднання молекули нуклеїнової кислоти до однієї або більшої кількості 
регуляторних послідовностей, що дозволяє транскрипцію та, в деяких випадках, експресію у 
рослинній клітині. Таким чином, згідно цього винаходу, уся подальша побудова молекули 
нуклеїнової кислоти та регуляторних послідовностей містить трансген. Такі регуляторні 
послідовності - це, наприклад, промотори або термінатори. Численні функціональні промотори 20 

або термінатори, що підходять для рослин, є добре відомими обізнаному у цій галузі фахівцю. 
Трансгенна рослинна клітина, як описано у цьому патенті, це, зокрема, клітина рослини роду 
буряків, яка переважно демонструє більшу стійкість до патогену, а саме до ВНПЖБ, ніж 
відповідна нетрансформована клітина рослини (рослинна клітина, що не містить трансгену). 
Рівень стійкості, наприклад, до ВНПЖБ у рослин роду буряків можна оцінити якісно шляхом 25 

визначення показників за відповідними шкалами (шкали для рослин роду буряків є доступними з 
попередніх робіт, наприклад, у Mechelke (1997) для цукрового буряка). Вища стійкість 
проявляється у покращенні резистентності принаймні за однією шкалою, принаймні за двома 
шкалами, або принаймні за трьома або більше шкалами. У цьому винаході, крім того, описано 
метод отримання трансгенних рослинних клітин, включаючи стадію включення молекули 30 

нуклеїнової кислоти або вектора в рослинну клітину. Наприклад, включення може відбуватися 
шляхом трансформації, переважно стабільної. Також, відповідні техніки включення, такі як 
біолістична трансформація, агробактеріо-опосередкована трансформація або електропорація, є 
відомими для обізнаного фахівця (Sambrook та співавт.2001).  

Також, цей винахід відноситься до трансгенних рослин, або їх частин, що містять трансгенні 35 

рослинні клітини, як описано вище. У цьому випадку частиною рослини може бути клітина, 
тканина, орган або комбінація певної кількості клітин, тканин або органів. Комбінація певної 
кількості органів - це, наприклад, квітка або насінина. Зокрема, у цьому варіанті реалізації 
винаходу описано отримання насіння з трансгенної рослини, яке містить молекулу нуклеїнової 
кислоти у якості трансгену, згідно цього винаходу. Трансгенні рослини, як описано у цьому 40 

винаході, а саме рослини роду буряків, переважно мають вищу стійкість до патогену, а саме до 
ВНПЖБ, ніж відповідні нетрансформовані рослини (рослини без трансгену). Рівень стійкості, 
наприклад, до ВНПЖБ у рослин роду буряків можна оцінити якісно за допомогою визначення 
показників відповідних шкал (шкали для рослин роду буряків можна знайти в попередніх 
роботах, наприклад, у Mechelke (1997)для цукрового буряка). Вища стійкість проявляється у 45 

кращій резистентності за щонайменше однією шкалою, або принаймні двома шкалами, або 
принаймні трьома чи більше шкалами. Цей винахід також належить до методу отримання 
трансгенних рослинних клітин, включаючи стадію введення молекули нуклеїнової кислоти або 
вектора в рослинну клітину, відповідно до цього винаходу, а також в деяких випадках - до стадії 
селекції трансгенної рослинної клітини. Крім того, такий метод для отримання трансгенної 50 

рослини передбачає подальший крок, який включає регенерацію трансгенної рослини із 
трансгенної клітини, отриманої у попередній стадії. Методи регенерації відомі фахівцеві, 
обізнаному у цій галузі, із попередніх робіт.  

Також цей винахід пропонує метод для отримання або збільшення стійкості до патогену, а 
саме до BNYVV, у рослин, а саме у рослин роду буряків; цей метод включає стадію 55 

трансформування рослинної клітини за допомогою молекули нуклеїнової кислоти або вектора, 
як описано у цьому винаході. Використання цього методу переважно приводить до покращення 
резистентності принаймні за однією шкалою, а в кращому випадку - до підвищення 
резистентності за двома, трьома або більше шкалами. Відповідні показники шкал для рослин 
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роду буряків відомі з попередніх робіт, наприклад, з роботи Mechelke (1997) для цукрового 
буряка. 

Також цей винахід стосується регуляторної послідовності промотора, який контролює 
експресію гену, що містить молекулу нуклеїнової кислоти, описану у цьому винаході, ця 
регуляторна послідовність може зумовлювати або модулювати експресію гетерологічної 5 

послідовності ДНК у відповідь на інфікування патогеном, також ця регуляторна послідовність 
містить молекулу нуклеїнової кислоти, яка має послідовність нуклеотидів відповідно до SEQ ID 
NO: 1 у нуклеотидах 1-1403. Гетерологічна послідовність ДНК - це, переважно, послідовність 
нуклеотидів, яка кодує компонент захисту рослини від патогену (наприклад, ген резистентності 
(R-gene) або ген, що кодує ензими, задіяні у передачі сигналу, наприклад, кінази або 10 

фосфатази, а також G- протеїн), або та, що кодує ефектор патогену (відомий як ген 
авірулентності (avr)). Крім того, цей винахід включає в себе рекомбінантну молекулу ДНК, яка 
містить регуляторну послідовність, описану вище. Рекомбінантна молекула ДНК переважно 
функціонально зв'язана з гетерологічною послідовністю ДНК.  

Також цей винахід належить до клітини-хазяїна, яка трансформована за допомогою 15 

вищеописаної регуляторної послідовності або яка містить описану рекомбінантну молекулу 
ДНК; а також трансгенної рослини, рослинної тканини або клітини, яка містить регуляторну 
послідовність або рекомбінантну молекулу ДНК як трансгену. Крім того, цей винахід пропонує 
спосіб одержання трансгенних рослин, включаючи стадію введення регуляторної послідовності 
або рекомбінантної молекули ДНК у рослинну клітину, як описано у цьому винаході, а також, в 20 

деяких випадках, стадію відбору трансгенних рослинних клітин. Крім того, такий спосіб для 
отримання трансгенної рослини передбачає подальший крок, який включає регенерацію 
трансгенної рослини із трансгенної клітини, отриманої на попередній стадії.  

Як зазначено вище, ген резистентності RZ-3 був визначений шляхом послідовного процесу 
клонування на основі картування. Цей процес, зокрема, включав у себе наступні кроки: точне 25 

генетичне картування, фізичне картування, формування дуже великої популяції для сплайсингу, 
що містила більш ніж 8000 F2 сплайсингових нащадків, рекомбінантний скринінг, розробку 
маркера у таргетному регіоні, порівняльний аналіз послідовностей за допомогою штучних 
бактеріальних хромосом (BAC-секвенування) у резистентних та чутливих генотипах, 
біоінформаційний аналіз, попередню оцінку білків та порівняння білків. Така робота є 30 

надзвичайно трудомісткою та витратною, крім того, невідомо, чи буде її результатом вдале 
виявлення гену. Після інтеграції локуса RZ-3 із Beta vulgaris підвиду maritima до рослини роду 
буряків, а саме до цукрового буряка (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima), маркери, що 
давали хороші значення, використовувалися для відстеження сегмента генома RZ-3 у точному 
картуванні, що виявилося особливо важким, оскільки таргетна область має повтори на великих 35 

проміжках. Однак, неочікувано, виявилося можливим вдало розробити кілька ідентифікаційних 
маркерів, які до того ж функціонували лише при використанні певної техніки маркування, а саме 
піросеквенування, тобто були PSQ-маркерами, або нуль-алельними маркерами.  

Незважаючи на описані технічні труднощі, шляхом комплексного аналізу за допомогою цих 
маркерів ми змогли відмежувати локус RZ-3 у вигляді геномного регіону довжиною 0,67 cM. Це 40 

відповідає фізичній довжині приблизно 340,000 пар азотистих основ. Незважаючи на інтенсивні 
зусилля, в подальшому було можливо лише частково зменшити інтрогресію у гені Beta vulgaris 
subsp. maritima шляхом маркування та визначити можливі гени, які могли би бути геном RZ-3. 
Подальше скорочення інтрогресії, однак, є бажаним у будь-якому випадку, з точки зору 
культивування, щоб уникнути будь-якого потенційного "перетягування зв'язку", що дуже 45 

характерно для гену RZ-3. В результаті, ми змогли обмежити таргетний регіон приблизно до 
0,07 cM шляхом кількастадійного точного картування та за допомогою інформації про 
послідовності із фізичних генетичних карт. Однак, це стало можливим лише завдяки тому, що 
було перевірено загалом 8004 екземплярів, включаючи інформативні рекомбінантні рослини 
BC2S1 або BC2S2, для яких були інтенсивно проаналізовані 90-180 нащадків, у кожному 50 

випадку. Це було необхідно, оскільки з невідомих причин ми не завжди могли зрозуміти 
експресію резистентності. Описані нащадки були індивідуально генотиповані та паралельно 
фенотиповані. За допомогою статистичних методів (Т-тест, аналіз сили) були визначені 
фенотипи інформативних рекомбінантів (гомозиготні резистентні - RR; гетерозиготні резистентні 
- Rs; гомозиготні чутливі - ss), таким чином, ми змогли зробити висновки щодо генотипу 55 

інформативних рекомбінантів.  
У відносно малому таргетному регіоні довжиною приблизно 38,000 пар азотистих основ, до 

генотипу чутливості можна було віднести десять генів. У резистентному BAC-пулі було 
визначено перекриваючі клони для цього таргетного регіону за допомогою нових специфічних 
до нього маркерів, а згодом їх було секвеновано. Через те, що таргетний регіон повторюється, 60 
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послідовність у чутливому генотипі була визначена у вигляді невеликих частин з невідомим 
змістом. Тому поєднання послідовностей RR та ss було надзвичайно важливим. Однак, 
виявилось можливим визначити гіпотетичний ген резистентності. Він містився у всіх без винятку 
ss-генотипах у вигляді ретротранспозону, що мав довжину приблизно 8000 пар азотистих основ 
між LRR доменом та доменом IR, що неможливо було визначити у генотипах RR. Послідовність 5 

амінокислот, яка передбачалася у гіпотетичному гені резистентності, показала, що цей ген 
ймовірно кодує білок NB-ARC-LRR. Такий висновок можна зробити, виходячи з того, що 
введення ретротранспозона вимикає функцію гена у чутливих генотипах ss, оскільки він 
відділяє внутрішній повторюваний домен (IR) від двох інших доменів (NB-ARC та LRR). 

Порівняння гену NBS-LRR у генотипах ss з цим геном у генотипах RR також показало 10 

значний поліморфізм, що продемонстровано на фіг. 1, 2 та 3. На основі цього поліморфізму у 
гені NBS-LRR було розроблено та випробувано маркери у широкому наборі генотипів, що 
складав приблизно 100 ss та RR генотипів. Маркерні панелі, а також порівняльні визначення 
послідовностей у таргетному гені підтвердили, що включення практично завжди пов'язано з 
чутливістю. Однак, кілька генотипів ss, як виявилось, не мали інсерції ретротранспозона і все 15 

одно залишалися чутливими. Ці генотипи ss, однак, можна було чітко відрізнити від генотипів 
RR за допомогою маркерів, що показують значущий поліморфізм, як показано на фіг. 1, 2 та/або 
3. 

У проаналізованій популяції було визначено рекомбінанти за таргетним регіоном, що 
демонструє рекомбінацію між геном NBS-LRR та гіпотетичним геном, що знаходиться нижче у 20 

суміжній ділянці та який міг би кодувати білок з анкіриновим повтором. У випадку двох рослин, 
рекомбінації можна виявити між геном NBS-LRR та гіпотетичним геном, що знаходиться вище у 
суміжній ділянці, що міг би кодувати білок DUF565 (білок з невідомою функцією). За допомогою 
аналізу резистентності у нащадків цих рекомбінантних рослин (видалення одного гену у ділянці 
вище та нижче гену NBS-LRR), можна цілком чітко продемонструвати, що ген між геном білка з 25 

анкіриновим повтором та геном білка DUF565, а саме ген NBS-LLR, описаний в цьому винаході, 
відповідає за стійкість у генотипі RR. На фіг. 4 наведено фізичну карту таргетного регіону RZ-3 з 
розробленими маркерами. Дані генотипу вісьмох щільних рекомбінантних ліній, а також 
статистичний аналіз їхніх нащадків показано на фіг. 5. 

Також винаходом пропонується метод визначення молекули нуклеїнової кислоти, що кодує 30 

білок, здатний зумовлювати стійкість до патогену BNYVV у рослинах роду буряків, де 
експресується цей білок. Метод включає в себе виявлення відсутності інсерцій до послідовності 
кодуючих нуклеотидів у молекулі нуклеїнової кислоти. Метод переважно включає виявлення 
відсутності інсерції, а саме інсерції ретротранспозона, до послідовності кодуючих нуклеотидів у 
молекулі нуклеїнової кислоти. Ретротранспозон може бути довжиною, наприклад, приблизно 35 

500 пар азотистих основ, приблизно 1000, 2000, 4000, 8000 або більше пар азотистих основ. У 
цьому випадку, при описі методу, зазначена молекула нуклеїнової кислоти - це молекула 
нуклеїнової кислоти, описана вище у цьому винаході, а також та, що кодує ген резистентності 
RZ-3 або функціональний гомолог гену RZ-3. Рослини роду буряків - це переважно Beta vulgaris 
subsp. maritima або Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima (цукровий буряк). Обізнаний у цій 40 

галузі фахівець володіє знаннями про те, які методі підходять для виявлення відсутності 
інсерції. Наприклад, такий фахівець, знаючи молекулу нуклеїнової кислоти, описану у цьому 
винаході, може розробити молекулярні маркери, що виявляють присутність або відсутність 
інсерції у вищеописаному регіоні гену NBS-LLR (див. приклади для приблизного розуміння). Цей 
винахід включає вищезгадані маркери та їх використання для виявлення присутності або 45 

відсутності інсерції і для селекції резистентних, а саме резистентних до BNYVV, рослин, а саме 
Beta vulgaris subsp. maritima або Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima (цукровий буряк). Такі 
маркери переважно описують локуси у точках інсерції ретротранспозону. Точки інсерції - це 
точки переходу між геномною ДНК та ретротранспозоном на 5" та/або 3" інсерції. Точки 
переходу потрібно визначати в широкому діапазоні, а локуси маркерів можуть бути організовані 50 

на ДНК на відстані менше 1000 нуклеотидів, бажано менше 800 або 600 нуклеотидів, найбільш 
бажано - менше ніж 400, 200, 150, 100, 50, 40, 30, 20 або 10 нуклеотидів вище та нижче від 
точки інсерції. Альтернативним або додатковим кроком виявлення присутності або відсутності 
інсерції до кодуючої послідовності нуклеотидів молекули нуклеїнової кислоти є метод, що 
зокрема включає виявлення поліморфізму у кодуючій послідовності нуклеотидів молекули 55 

нуклеїнової кислоти за допомогою молекулярних маркерів, що визначають поліморфізми, а 
саме значущі поліморфізми; метод включає виявлення принаймні одного поліморфізму, згідно 
фіг. 1, 2 та/або 3, бажано виявлення принаймні 2 чи 3 поліморфізмів, як показано на фіг. 1, 2 
та/або 3, найбільш бажано виявлення чотирьох, п'яти або більше поліморфізмів, як показано на 
фіг. 1, 2 та/або 3, згідно цього винаходу. Це виявлення переважно виконується за допомогою 60 
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принаймні одного маркера для одного поліморфізму, а саме для значущого поліморфізму. 
Фахівець, обізнаний у цій галузі, має інформацію про те, які техніки маркування слід застосувати 
для визначення відповідного поліморфізму та як отримати молекулярні маркери для цього 
(література). Крім того, цей винахід включає молекулярні маркери, що описують або 
визначають поліморфізм згідно до фіг. 1, 2 та/або 3, а також застосування молекулярних 5 

маркерів для визначення поліморфізму як показано на фіг. 1, 2 та/або 3. Також, методи 
ідентифікації, описані вище, включають у себе методи для селекції рослини, яка має стійкість 
до BNYVV. Методи селекції включають остаточний етап селекції резистентних рослин. 

Крім того, ми змогли показати, що у вивчених генотипах RR знаходилася частина геномної 
послідовності ДНК, яка відповідала області SEQ ID NO: 4, розташованій вище гена RZ-3 (SEQ 10 

ID NO: 1), а також частина геномної послідовності ДНК, що відповідала SEQ ID NO: 5, 
розташованій нижче гена RZ-3 (SEQ ID NO: 1), та які були щільно пов'язані з геном RZ-3 і, як 
наслідок, гарно підходили як регіони ДНК для розробки діагностичних маркерів для гену RZ-3. 
Таким чином, цей винахід належить до методу селекції рослини, яка мала би стійкість до 
BNYVV. Цей метод включає в себе використання молекулярного маркера на послідовності ДНК, 15 

що відповідає SEQ ID NO: 4 та/або на послідовності ДНК що відповідає SEQ ID NO: 5, та 
заключний етап селекції резистентної рослини. Обізнаний у цій галузі фахівець має інформацію 
про те, як розробити та використовувати маркери на основі наведеної вище інформації про 
послідовність.  

За допомогою цього винаходу можна отримати наступні переваги при культивації та 20 

розробці нових резистентних ліній рослин роду буряків: 
Інформація про послідовність, а також визначені поліморфізми, що дозволяють відрізнити 

резистентні RR та чутливі ss алелі в описаному гені, роблять можливою розробку маркера 
напряму у гені, що дозволяє розробити оптимальні елітні лінії без "перетягування зв'язку" та 
зумовлює значну користь для агронома. Також, інформація про структуру послідовності може 25 

бути використана для ідентифікації наступних генів резистентності, а саме резистентності проти 
ризоманії, які, як варіант, були би частково гомологічними.  

Використання алельного гену стійкості, описаного в цьому винаході, у цис- або трансгенних 
дослідженнях надає можливість виведення нових резистентних видів рослин роду буряків, які, 
зважаючи на дозозалежний ефект, матимуть більш високу стійкість або в яких, в результаті 30 

стекінгу/укладання гену, описаного в цьому винаході, з іншими генами резистентності, можна 
уникнути переривання та спостерігатиметься оптимізована експресія резистентності. 
Модифікація гена шляхом культивування або селекційної інженерії є також можливою для 
розробки нових алелей резистентності.  

Цей винахід також відноситься до використання ідентифікованого гена резистентності RZ3 35 

при генетичному або молекулярному стекінгу з іншими генетичними елементами, які можуть 
зумовлювати агрономічно вигідні властивості у рослині. В результаті може бути значно 
збільшена економічна цінність врожайних рослин, наприклад, за рахунок підвищення 
плодоносності, також можлива розробка нових посівних площ, що не були доступні раніше для 
культивації певних рослин, в тому числі, за рахунок біотичних факторів, таких як важке 40 

навантаження патогенів, або абіотичних факторів, таких як сухість ґрунту/клімату. Агрономічно 
вигідною властивістю є, наприклад, стійкість до гербіцидів, таких як гліфосат, глюфосинат або 
інгібітори ацетолактатсинтази. Інші численні гербіциди та можливості їх застосування відомі з 
попередніх досліджень за цією темою для відповідно фахівця. Обізнаний в цій галузі фахівець 
може звернутися до попередніх робіт за цією темою, щоб отримати інформацію щодо 45 

генетичних елементів, які потрібно застосовувати, та способів їх застосування для отримання 
бажаної стійкості у рослин. Як приклад можна навести агрономічно вигідну властивість у вигляді 
додаткової стійкості до патогену, де патогенами можуть бути комахи, віруси, круглі черви, 
бактерії або гриби. Прикладом також може бути комбінування стійкості/толерантності до різних 
видів патогенів, де широкий спектр захисту рослини від патогенів може бути досягнутий завдяки 50 

тому, що генетичні елементи можуть мати доповнюючі ефекти. Відповідно освіченому фахівцю 
відомі численні гени стійкості, які можна використати як генетичні елементи для досягнення цієї 
мети. Також, прикладом агрономічно вигідної властивості може бути стійкість до низької 
температури та морозу. Рослини, що мають таку властивість, можна сіяти раніше або, 
наприклад, вони можуть залишатися довше на полі, навіть під час заморозків, що, зокрема, 55 

може привести до більшого врожаю. Також обізнаний у цій галузі фахівець може звернутися до 
попередніх робіт з цієї теми, щоб знайти відповідні генетичні елементи. Також, прикладом 
агрономічно вигідної властивості може бути ефективне засвоєння води, ефективне засвоєння 
азоту та врожайність. Генетичні елементи, що можуть зумовлювати такі властивості, можна 
знайти у попередніх роботах з цієї теми.  60 
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Відповідно освіченому фахівцю також відомі численні модифікації захисту від патогену. Крім 
часто описуваних родин R-генів, також з користю можна використовувати досягнення по 
дослідженню Avr/R, комплементації Avr гену (WO 2013/127379), автоактивації гену R(WO 
2006/128444), дослідження HIGS (пригнічення гену індуковане клітиною-хазяїном) (наприклад, 
WO2013/050024) або VIGS (пригнічення гену індуковане вірусом). Зокрема, автоактивація гену 5 

R може мати велике значення для цього винаходу. Для досягнення цієї мети потрібно 
розробити нуклеїнову кислоту, яка кодує білок автоактивованої резистентності, який, в свою 
чергу, зумовлює стійкість до патогенів у рослин. Таким чином, ця нуклеїнова кислота матиме 
лише частину гену резистентності NBS-LRR, наприклад, гену RZ3, поширену від нижчележачої 
ділянки із 5'-кінця кодуючого регіону гену стійкості NBS-LRR до початку домену NBS в гені 10 

стійкості NBS-LRR, за умови, що ген NBS-LRR не є геном стійкості TIR-NBS-LRR. 
Крім того, цей винахід включає в себе використання алельного гену стійкості RZ3, 

визначеного за допомогою вищеописаного методу, для комбінування з однією із вищеописаних 
модифікацій або з одним з вищеописаних генетичних елементів, які можуть зумовлювати одну 
або більше агрономічно вигідних властивостей в рослин. 15 

Варіанти та способи реалізації цього винаходу будуть описані на прикладах із посиланням 
на прикладені фігури та послідовності: 

Послідовності: 
SEQ ID NO: 1 послідовність геномної ДНК у гені стійкості RZ-3. Послідовність включає 

нуклеотиди від 1 до 1403 регуляторної області промотора.  20 

SEQ ID NO: 2 передбачувана амінокислотна протеїну резистентності RZ-3_1  
SEQ ID NO: 3 передбачувана амінокислотна протеїну резистентності RZ-3_2 
SEQ ID NO: 4 суміжні хромосомальні області, що розташовані вище гену RZ-3 (SEQ ID NO: 

1)  
SEQ ID NO: 5 суміжні хромосомальні області, що розташовані нижче гену RZ-3 (SEQ ID NO: 25 

1)  
SEQ ID NO: 6 консенсусна послідовність у геномній послідовності гену RZ-3 в генотипі ss  
SEQ ID NO: 7 таргетна послідовність у гені RZ3 конструкта РНКі у векторі pZFN-C48-RNAi. 
Фігури: 
Фіг.1 A-I: порівняння послідовності нуклеотидів у геномній консенсусній послідовності гену 30 

RZ-3 у генотипі ss (SEQ ID NO: 6) та гену RZ-3 у генотипі (SEQ ID NO: 1). Значущі поліморфізми 
показано сірим та чорним шрифтом. Незначущі поліморфізми підкреслено. Потенційні початкові 
точки транскрипції у гені позначені стрілками. Вони ведуть до двох варіантів поліпептида RZ-
3_1 та RZ-3_2. Позиція ретротранспозона позначена чорним трикутником згори. 

Фіг. 2 A-L: порівняння послідовності амінокислот передбачуваного поліпептида по генотипу 35 

RR (RZ-3_1; SEQ ID NO: 2) та поліпептидів по 22 різним генотипам ss. Значущі поліморфізми 
показано сірим та чорним шрифтом. Незначущі поліморфізми підкреслено. 

Фіг. 3 A-L: порівняння послідовності амінокислот передбачуваного поліпептида по генотипу 
RR (RZ-3_2; SEQ ID NO: 3) та поліпептидів по 22 різним генотипам ss. Значущі поліморфізми 
показано сірим та чорним шрифтом. Незначущі поліморфізми підкреслено.  40 

Фіг. 4: фізична карта таргетної області гену RZ-3. П'ять генів були позначені на 
представленій таргетній області у референтному чутливому генотипі: ("2" (DUF565), "3" 
(гіпотетичний білок), "4" (NBS-LRR ген-кандидат), "5" (ретротранспозон) та "6" (анкіриновий 
повтор)). Ген-кандидат NBS-LRR ("4") містить ретротранспозон ("5") у чутливій референтній 
послідовності. Цей ретротранспозон повністю відсутній у резистентній послідовності, і таким 45 

чином, лише чотири гени можуть бути позначені як гени генотипу резистентності "2", "3", "4" та 
"6") Позиції найбільш щільних рекомбінацій (рекомбінанти: 111T_3515/ ZR11007_03075 під 
номером "7" та 111PB3645/ZR08093_05621 під номером "8") зображені згори. Виходячи з 
вищезазначеного, можна відмежувати коротшу таргетну область "1". Маркери, розроблені для 
цієї мети шляхом рекомбінантного аналізу, зображені у вигляді чорного пунктиру у нижній 50 

частині фігури. Сегмент гену ("9"), що обраний та виділений як таргетна послідовність із домену 
"10", був використаний для оцінки гену у роботі з РНКі для сплайсингу генів у алельному гені 
резистентності RZ-3. 

Фіг. 5: аналіз маркерів рекомбінантів по найбільш близько розміщених локусах у таргетній 
області RZ-3 (маленькі літери у жирній рамці є маркерними даними, отриманими in silico). Вісім 55 

рекомбінантних ліній були фенотиповані та генотиповані у 1051 нащадків. Нащадки були 
розділені на 3 групи (RR резистентні гомозиготи, Rs гетерозиготи, ss чутливі гомозиготи) на 
основі даних маркування за геном-кандидатом NBS-LRR або сплайсингу фланкуючих областей 
у випадках, коли ген-кандидат NBS-LRR був гомозиготним RR або ss. Крім того, представлено 
відповідні дані ІФА. Статистичну обробку даних сплайсингу, а також випадків, коли сплайсинг не 60 
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відбувся, було виконано за допомогою т-тесту та критеріїв Вілкоксона. На основі результатів 
можна було чітко відокремити ген-кандидат між маркерами s3e5800s01 та s3e5873s01.  

Фіг. 6: Вектор трансформації pZFN-C48-RNAi: d35S-промотор; C48 s: положення смислової 
послідовності C48; AtAAP6 інтрон2: інтрон амінокислоти пермеази 6 Арабідопсису (Arabidopsis 
thaliana); C48: положення антисмислової послідовності C48; Nos-T: термінатор Нопалін синтази; 5 

LB фланкуюча ділянка: фланкуюча ділянка лівого краю; ZFN ділянка: ділянка розпізнавання 
білкового домена "цинкові пальці" (комплементарна); Pnos: промотор Нопалін синтази; NPT: 
кодуюча послідовність; ген неоміцин фосфотрансферази (npt); pAG7: термінатор pAG7; 
Bvpal3’UTR: 3" -нетрансльована область гену Pal буряка цукрового; LB: лівий край; aadA: 
кодуюча послідовність; аміноглікозид-3″-аденілтрансферази (AAD); pVS1-REP: початок 10 

реплікації pVS1;  
ColE1 ori: початок реплікації ColE1; RB: правий край. 
Приклади: 
Картування та точне картування гену RZ-3/ фізична генетична карта. 
Ген резистентності RZ-3 (також позначений як стійкість-C48 або C48) було картовано 15 

шляхом кількох кроків за допомогою картування та точного картування хромосоми 3 між 57.1 та 
57.8 cM (внутрішня референтна карта), тобто на генетичній відстані між двома фланкуючими 
маркерами 0.0714 cM на генетичній карті. Для картування всього досліджено 8004 рослин, 
схрещених за S504 (чутливий генотип) x T74 (стійкий генотип). Паралельно до QTL картування 
C48, після кожного кроку картування розроблялися нові інформативні маркери, що орієнтовані 20 

на таргетну область та застосовані для відмежування таргетної області C48. 
Координати було додатково підтверджено при точному картуванні за допомогою аналізу 

нащадків інформативних рекомбінантів. Для цієї мети були детально проаналізовані 
інформативні рекомбінантні рослини BC2S1 або BC2S2, у кожному випадку аналізували 90-180 
нащадків. Ці нащадки були генотиповані та фенотиповані паралельно та індивідуально для 25 

кожної рослини. За допомогою статистичних методів (т-тест, аналіз потужності), було визначено 
фенотипи інформативних рекомбінантів (резистентні гомозиготи RR/гетерозиготи Rs/чутливі 
гомозиготи ss), і, таким чином, можна було зробити висновки стосовно генотипу інформативних 
рекомбінантів. Отримано гомозиготні класи нащадків (RR проти ss), що відрізняються за 
параметрами резистентності, ген був присутній у геретозиготній ділянці (Rs) батьківської 30 

рослини, в іншому випадку він був присутній у гомозиготній ділянці (RR або ss) батьківської 
рослини. 

Фізична карта була розроблена для чутливих до ризоманії генотипів за допомогою 
визначення маркерів та їхніх генетичних позицій у хромосомних послідовностях. Після QTL 
визначення області C48 було розроблено нові інформативні маркери на основі референтної 35 

послідовності та було проведено додаткове порівняльне секвенування у резистентних 
генотипах (секвенування наступного покоління та секвенування за Сангером).  

Область, що була визначена за допомогою точного картування, містить послідовність 
довжиною 37996 пар основ (положення фланкуючих маркерів SNP) у чутливій референтній 
послідовності. Колінеарність між генетичною та фізичною картами у таргетній області є 40 

суттєвою (послідовність 12 маркерів у таргетній області). 
Ідентифікація та секвенування резистентних BAC- клонів  
Бібліотека BAC була розроблена для вибраного резистентного генотипу RZ-3 (C48). Із цього 

BAC-банку було взято зразки та промарковано C48 QTL області. Для дослідження описаної 
вище таргетної області було вибрано декілька BAC-клонів. Із них для секвенування були обрані 45 

три BAC- клони різної довжини, де було повністю визначено таргетну область. BAC-клони були 
секвеновані, та на основі отриманих даних секвенування було виконано збірку "de novo". Серед 
отриманих сегментів у послідовності, що кодує стійкість, найбільша послідовність мала довжину 
110909 пар азотистих основ (34537 зчитуваних фрагментів) та повністю містила таргетну 
область.  50 

Порівняння чутливих та резистентних послідовностей - оцінка послідовностей 
Колінеарність двох ss та RR послідовностей була порівняна за допомогою різноманітних 

програмних інструментів. Для обох - резистентної та чутливої послідовностей - анотація гену 
виконувалася за допомогою програм Maker та Pedant. Анотація гену в обох послідовностях 
показала одну й ту саму послідовність передбачуваних генів. Однак, неочікувано ми виявили 55 

значну відмінність в одному із цих генів, а саме у гені, що є цим винаходом (RZ-3). 
Ретротранспозон можна було анотувати до чутливого генотипу у цьому ідентифікованому гені 
NBS-LRR. Введення ретротранспозону виконувалося у гені між двома доменами - LRR та IR. 
Резистентний генотип не має цієї інсерції та відтворюється згідно послідовності SEQ ID NO: 1. 
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Крім того, передбачувані послідовності поліпептидів були зрештою порівняні та оцінені 
(частково показано на Фіг. 2 та 3). 

Порівняльне секвенування гена-кандидата NB-ARC-LRR  
Ген-кандидат NB-ARC-LRR був секвенований за допомогою порівняльного методу шляхом 

двох кроків. У наборі генотипів, що містив всього 92 резистентних та чутливих генотипи була 5 

верифікована точка інсерції ретротранспозона. Цей аналіз показав, що жоден з резистентних 
генотипів не мав інсерції ретротранспозона. Тим часом, в чутливих генотипів інсерції можна 
було визначити у більш ніж 90 % випадків. Визначення інсерції таким чином виявилось 
пов'язаним з генотипом чутливості. Однак, завдяки знайденим невідповідностям (приблизно 
10 % решти чутливих генотипів без інсерції), на другому етапі секвенування всього гену перед 10 

точкою інсерції було розширене та охопило область промотора (SEQ ID NO: 1). Загалом було 
просеквеновано та проаналізовано 31 вибраний резистентний та чутливий генотип, включаючи 
суперечливі генотипи. В результаті всі резистентні генотипи, де стійкість мала сім різних джерел 
походження, були на 100 % ідентичними при порівнянні приблизно 4100 пар основ. Також, у 
послідовності нуклеотидів, із яких певна кількість призводила до замін амінокислот у білковій 15 

послідовності було виявлено безперечно значущі поліморфізми (див. Фіг. 1, 2 та 3). Деякі із цих 
замін, а саме в областях доменів, могли призводити до функціональної втрати визначеного 
білка резистентності у генотипах ss. Крім того, три інсерційно-делеційних поліморфізми 
(INDELs), повністю зв'язані з резистентністю (зміщення рівноваги зв'язку = 1), також були 
виявлені в області промотора (Фіг. 1). Ці інерційно-делеційні поліморфізми (INDELs) також 20 

можна вважати потенційними кандидатами на ті, що зумовлюють функціональну втрату 
відповідного білка. 

Верифікація гену за допомогою рекомбінантів за близько розміщеними локусами 
В проаналізованій популяції, що містила 8004 рослин, було виявлено 16 рекомбінантів у 

таргетній області (область точно картована і визначено 37996 пар основ). Із цих 16 генотипів 9 25 

рослин містили рекомбінацію між білком NB-ARC-LRR та суміжним білком з анкіриновим 
повтором на правій стороні. У випадку двох рослин, рекомбінації були знайдені між білком NB-
ARC-LRR та суміжними білками DUF565 зліва (білок з невідомою функцією). За допомогою 
аналізу нащадків всіх цих рекомбінантних рослин (довжина гену вліво та вправо), ми змогли 
цілком чітко продемонструвати, що ген лежить між DUF565 та білком із анкіриновим повтором, а 30 

особливо те, що лише білок NB-ARC відповідає за стійкість. 
Приблизне визначення відсутності інсерції транспозона  
Для визначення інсерції ретротранспозона, було розроблено 3 спеціальних комбінації 

праймерів. Перша та друга комбінації праймерів здатні визначити інсерції, оскільки в кожному 
випадку один праймер із кожної з двох пар знаходиться в ретротранспозоні (ліве або праве 35 

фланкування ретротранспозона), а другий праймер приєднаний безпосередньо перед 
ретротранспозоном або після нього. Третя пара праймерів визначає відсутність 
ретротранспозона, і таким чином праймери мають точки приєднання перед ретротранспозоном 
та після нього. Продукт ПЛР зрештою може бути отриманий при стандартних умовах лише якщо 
немає ретротрранспозона, в іншому випадку, коли  40 

коли ретротранспозон присутній, продукт ПЛР буде занадто великим і в такому випадку 
неможливо буде створити амплікон. 

Верифікація гену за допомогою РНКі 
Крім описаної вище верифікації генів за допомогою рекомбінантів, подальше визначення 

ефекту резистентності на ген було виконане за допомогою РНК-інтерференції. Для цієї мети, 45 

стандартний генотип резистентного цукрового буряка був трансформований за допомогою ДНК-
конструкта, який кодує двохспіральну шпилькову РНК. Ця дсРНК може впливати на пост-
транскрипційне пригнічення гена, що може зменшити або вимкнути ефект алельного гену 
резистентності RZ-3, і таким чином попередньо резистентний генотип цукрового буряка повинен 
стати чутливим до ризоманії. 50 

Для того, щоб отримати придатний ДНК-конструкт, було вибрано певну таргетну область 
алельного гену резистентності RZ3, що мала довжину 434 пар азотистих основ (SEQ ID NO: 7; 
Фіг. 4), вона була ампліфікована за допомогою ПЛР та клонована як в смисловому та і в 
антисмисловому напрямках у векторі pZFN, що є придатним для синтезу шпилькових структур 
(Фіг. 6). Цей вектор має подвоєний промотор CaMV 35S, декілька точок клонування, інтрон із 55 

гену AtAAP6, що кодує амінокислоту пермеази в Арабідопсіса (Arabidopsis thaliana), також кілька 
точок клонування та термінатор нопалін синтази. Трансформація цукрового буряка за 
допомогою отриманого вектора була виконана у відповідності з протоколом Ліндсей та Галуа 
(1990) з використанням антибіотика канаміцина як маркера селекції. Після декількох стадій 
селекції, було проаналізовано вдалу трансформацію на трансгенних паростках шляхом ПЛР за 60 
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допомогою визначення присутності гену nptll, інтрону AAP6 та двох т-ДНК крайніх 
послідовностей (LB/RB), а також відсутності vir. Позитивні паростки були розмножені за 
допомогою клонування in vitro до 30 паростків з кожного, висаджені та перенесені у землю в 
теплиці. Приблизно 2 тижні потому рослини трансгенного цукрового буряка були висаджені у 
ґрунт, заражений ризоманією, де вони зростали протягом 8-10 тижнів. В якості контрольної 5 

групи було використано нетрансформовані рослини, взяті за основу для трансформації того ж 
генетичного стандарту резистентності. Для визначення поширення ризоманії та сили атаки 
BNYVV корені цукрового буряка було зібрано та оцінено шляхом ІФА тесту, в якому низький 
показник за ІФА був показником резистентності, а високий показник вказував на чутливість 
(Mechelke 1997, Clark & Adams 1977). Показник ІФА у трансформованого цукрового буряка із 10 

середнім значенням 3.55, був достовірно вищим ніж ІФА показник у контрольній групі, що також 
була резистентною та мала середнє значення 1,27, порівнянне з чутливим стандартом D108_ss 
(таблиця 1). Результати тесту ІФА відповідно показали, що попередньо резистентна рослина 
була чутлива до ВНПЖБ в результаті пригнічення специфічного гену, а саме алельного гену 
резистентності RZ-3 на фоні трансформації. Таким чином ген, описаний в цьому винаході може 15 

бути чітко названий геном резистентності RZ3. 
 

Таблиця 1 
 

Результати тесту ІФА та статистичного аналізу даних  
(D108_ss = чутливий стандарт; 6921_RR = резистентна трансформована основа; 

 6921_RNAi = резистентна трансформована основа з дсРНК, направлена проти гену RZ3)  
 

 D108_ss 6921_RR 6921_RNAi 

n 6 25 64 
Середнє значення 3.98 1.27 3.55 
Стандартна похибка 0.02 0.25 0.11 
Стандартне відхилення 0.06 1.24 0.87 

 
T-тест (рівень достовірності): p ˂ 0.0001 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Молекула нуклеїнової кислоти, що кодує поліпептид, здатний зумовлювати резистентність до 5 

вірусу некротичного пожовтіння жилок буряка (BNYVV) у рослини роду буряків, в якій 
експресується вказаний поліпептид, яка відрізняється тим, що молекула нуклеїнової кислоти 
містить нуклеотидну послідовність, вибрану з групи, що складається з:  
а) нуклеотидної послідовності, що кодує поліпептид, який включає послідовність амінокислот 
відповідно до SEQ ID NO: 2 або SEQ ID NO: 3,  10 

б) нуклеотидної послідовності, що включає послідовність, яка кодує поліпептид, відповідно до 
SEQ ID NO: 1,  
в) нуклеотидної послідовності, що гібридизується з комплементарною нуклеотидною 
послідовністю відповідно до a) або б) у жорстких умовах, та  
г) нуклеотидної послідовності, що кодує поліпептид, який містить заміну, делецію та/або 15 

приєднання однієї або більше амінокислот в порівнянні з SEQ ID NO: 2 або SEQ ID NO: 3 або з 
поліпептидом, кодованим SEQ ID NO: 1, причому нуклеотидною послідовністю є нуклеотидна 
послідовність, що кодує принаймні один домензв'язуючий нуклеотид (NBS) відповідно до 
позицій амінокислот 168-227 у SEQ ID NO: 2 або 182-241 у SEQ ID NO: 3, принаймні один 
лейцинзбагачений домен (LRR), що відповідає позиціям амінокислот 591-613 у SEQ ID NO: 2 20 

або 605-627 у SEQ ID NO: 3, та/або принаймні один внутрішній повторюваний домен (IR), що 
відповідає позиціям амінокислот 1013-1072 у SEQ ID NO: 2 або 1027-1086 у SEQ ID NO: 3.  
2. Вектор, що містить молекулу нуклеїнової кислоти за п. 1.  
3. Клітина-хазяїн, що містить молекулу нуклеїнової кислоти за п. 1, в якій вищезгадана молекула 
нуклеїнової кислоти є гетерологічною до вищезгаданої клітини-хазяїна.  25 

4. Клітина-хазяїн, що містить вектор за п. 2.  
5. Поліпептид, що здатний зумовлювати резистентність до вірусу некротичного пожовтіння 
жилок буряка (BNYVV) у рослини роду буряків, в якій експресується вказаний поліпептид, що 
кодується молекулою нуклеїнової кислоти за п. 1.  
6. Рослинна клітина рослини роду буряків, що містить гетерологічну молекулу нуклеїнової 30 

кислоти за п. 1.  
7. Рослинна клітина рослини роду буряків, що містить вектор за п. 3.  
8. Рослина роду буряків або її частина, що включає рослинну клітину за п. 7.  
9. Рослина або її частина за п. 8, де рослина є рослиною роду буряків, за виключенням рослин, 
що належать до Beta vulgaris subsp. maritima.  35 

10. Рослина роду буряків або її частина, що містить рослинну клітину за п. 7.  
11. Насіння рослини роду буряків, що містить молекулу нуклеїнової кислоти за п. 1 як трансген.  
12. Насіння рослини за п. 11, де рослина є рослиною роду буряків, за виключенням рослин, що 
належать до Beta vulgaris subsp. maritima.  
13. Насіння рослини роду буряків, де насіння містить молекулу нуклеїнової кислоти за п. 1 у 40 

вигляді інтрогресованої області.  
14. Насіння рослини за п.13, де рослина є рослиною роду буряків, за виключенням рослин, що 
належать до Beta vulgaris subsp. maritima.  
15. Спосіб одержання трансгенної рослинної клітини рослини роду буряків, що включає 
гетерологічну молекулу нуклеїнової кислоти за п. 1, який відрізняється тим, що містить стадію 45 

включення молекули нуклеїнової кислоти за п. 1 до рослинної клітини.  
16. Спосіб одержання трансгенної рослини роду буряків, який відрізняється тим, що він 
включає наступні стадії:  
а) включення молекули нуклеїнової кислоти за п. 1 у рослинну клітину та  
б) регенерацію трансгенної рослини із трансгенної рослинної клітини, одержаної на стадії a).  50 

17. Спосіб ідентифікації молекули нуклеїнової кислоти, що кодує білок, здатний зумовлювати 
резистентність до вірусу некротичного пожовтіння жилок буряка (BNYVV) у рослинах роду 
буряків, в яких експресується вказаний білок, який відрізняється тим, що він включає наступні 
стадії:  
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i) визначення відсутності інсерції в кодуючій нуклеотидній послідовності молекули нуклеїнової 
кислоти за п. 1, або  
ii) визначення принаймні одного поліморфізму відповідно до Фігур 1, 2 та/або 3 у нуклеотидній 
послідовності, яка кодує поліпептид, що має послідовність амінокислот згідно з SEQ ID NO: 2 
або SEQ ID NO: 3, за допомогою молекулярних маркерів, що визначають поліморфізм. 5 
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