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(57) Настоящая заявка относится к растениям дыни (Cucumis melo), обладающим устойчивостью к
заражению вирусом курчавости листьев томата Нью-Дели (ToLCNDV). Устойчивые растения
дыни содержат геномный фрагмент интрогрессии на хромосоме 5, который придает доминантную
устойчивость к ToLCNDV. Также раскрыты маркеры для идентификации указанных фрагментов,
способы идентификации или получения устойчивых растений дыни.
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Настоящая заявка относится к растениям дыни (Cucumis melo), обладающим устойчивостью к за-

ражению вирусом курчавости листьев томата Нью-Дели (ToLCNDV). Устойчивые растения дыни содер-

жат геномный фрагмент интрогрессии на хромосоме 5, который придает доминантную устойчивость к 

ToLCNDV. Также описаны маркеры для идентификации этих фрагментов, способы идентификации и 

получения растений дыни, обладающих устойчивостью к этому вирусу. 

Вирус курчавости листьев томата Нью-Дели (ToLCNDV) классифицируется как вирус из рода Be-

gomovirus, принадлежащий семейству Geminiviridae. ToLCNDV имеет двухкомпонентный геном, со-

стоящий из двух двухцепочечных молекул ДНК, которые именуются ДНК А и ДНК В (Saez et al., 2016, 

Annals of Applied Biology). 

Изначально, в 1995 г. в Индии было обнаружено, что ToLCNDV инфицирует растения томата (So-

larium lycopersicum). Затем было обнаружено, что ToLCNDV также инфицирует растения других расте-

ний рода Solanacea, таких как Solarium melongena (баклажан), перец чили (род Capsicum) и Solarium tube-

rosum (картофель). В 2012 г. в Испании были обнаружены инфицированные ToLCNDV растения бахче-

вых культур (кабачок, Cucurbita реро сорт giromontiina), а в 2015 г. вирус был идентифицирован как ис-

точник заболевания в растениях дыни, огурца и кабачка в Тунисе. В то же время было доказано, что ви-

рус инфицирует много растений рода Curcubitacea, такие как Benincasa hispida (тыква восковая), Citrullus 

lanatus (арбуз), Cucumis melo (дыня), Cucumis melo, сорт flexuosus (дыня змеевидная), Cucumis sativus 

(огурец), Cucurbita moschata (тыква мускатная), Cucurbita pepo (тыква обыкновенная), Cucurbita реро, 

сорт giromontiina (кабачок), Lagenaria siceraria (горлянка обыкновенная), Luffa cylindrica (тыква мочалоч-

ная), Momordica charantia (тыква китайская горькая). Также были описаны случаи заражения сорных рас-

тений (например, Eclipta prostrata - семейство Asteraceae) и других культурных растений, таких как Hibis-

cus cannabinus (кенаф - семейство Malvaceae) и Carica papaya (папайя - семейство Caricaceae). В Среди-

земноморском регионе заболевание встречается у различных видов сельскохозяйственных культур в 

Италии (Сицилия), Испании и Тунисе. В азиатских странах инфекция была обнаружена в различных 

культурах в Бангладеш, Индии, Индонезии, Пакистане, Филиппинах, Шри-Ланке, Тайване и Таиланде. 

Дополнительная информация о географическом распространении ToLCNDV отсутствует, однако, исходя 

из текущих наблюдений очевидно, что вирус далее распространяется и географически, и среди других 

культур. Симптомы заболевания в целом включают фенотипическое появление желтой мозаики на ли-

стьях, скручивание листьев, набухание жилок и низкорослость растений. У бахчевых культур при зара-

жении молодых растений ToLCNDV проявляется замедленный рост и уменьшение или снижение коли-

чества плодов. Также сообщалось о плодах с шероховатостью кожуры и продольным растрескиванием. 

Таким образом, ToLCNDV является причиной экономически значимых потерь урожая различных важ-

ных видов сельскохозяйственных культур и представляет собой серьезную угрозу. Заражение растений 

ToLCNDV происходит постоянно при передаче вируса белокрылкой (Bemisia tabaci), питающаяся фло-

эмой (European и Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO RS 2015/114, 2016/024, 2016/040, дата 

внесения записи: 2015-06). 

Было показано, что у мочалочной тыквы устойчивость к ToLCNDV контролируется одним доми-

нантным геном (Islam et al., 2010, Euphytica, 174(1):83-89). 

Трансгенные растения томата, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, были получены путем 

сайленсинга генов вируса (Varma & Praveen, 2006, ISB News Report). 

Были разработаны методы передачи ToLCNDV путем механического переноса сока зараженного 

растения цуккини неинфицированным растениям из других родов тыквенных растений (Cucumis, Cucur-

bita, Citrullus, Lagenaria). Были идентифицированы пять образцов Cucumis melo (подвид agrestis, сорт 

momordica: Mom-KhaInd/ Kharbuja, Mom-PI124Ind/ PI 124112, Mom-PI124Ind/ PI 414723 и подвид agrestis 

дикого типа: Ag-WM9Ind/WM9, Ag-WM7Ind/WM7), обладающих устойчивостью к ToLCNDV (Lopez et al., 

2015, Euphytica, 204(3), 679-691). Подтверждение устойчивости этих образцов к природному заражению 

белокрылкой не проводили. 

В работе Saez et al., 2016, с. 214-216 (Proceedings of Cucurbitaeceae, 2016, XI Заседание EUCARPIA 

(Европейской ассоциации научных исследований по растениеводству) по Генетике и Размножению Cu-

curbitaceae, 24-28 июля 2016 г., Варшава, Польша) описано, что отношение устойчивых неустойчивых 

растений в популяции F2, полученной из образца WM-7 С. melo подвид agrestis, обладающего устойчи-

востью к ToLCNDV, составляет 3:1, что указывает на наличие единственного доминантного гена устой-

чивости, присутствующего в WM-7. Как и в работе Lopez et al., 2015, выше, использовали механическую 

инокуляцию, а не природный путь инфицирования через белокрылку. 

Осуществляли скрининг различных видов рода Cucurbita (С. реро, С. moschata, С. maxima, С. frater-

nal, С. ficifolia) на устойчивость к ToLCNDV путем скринингового исследования механической передачи 

сока. Было обнаружено, что четыре образца Curcubita moschata (PI 604506, PI 381814, Nigerian local, Ku-

rokawa) проявляют сниженные симптомы после механического инфицирования ToLCNDV. При зараже-

нии белокрылкой этот результат, однако, может быть воспроизведен лишь для двух образцов (PI 604506, 

PI 381814), что показывает, что устойчивость к ToLCNDV следует тестировать не только в искусствен-

ных условиях, но и дополнительно используя природную систему инфицирования белокрылкой  

(Saez et al., 2016, Хроники прикладной биологии (Annals of Applied Biology)). Таким образом, не ясно, 
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являются ли образцы, идентифицированные как устойчивые к инфекции ToLCNDV, устойчивыми в при-

родных условиях выращивания, когда вирус переносится белокрылками. 

Попытки борьбы с инфекцией сельскохозяйственных культур ToLCNDV включают борьбу с пере-

носчиками (белокрылкой) с помощью инсектицидов и внедрение агротехнических приемов, включая 

использование безвирусного материала (пересадка растений), выделение площадей чистого пара и зале-

жей, борьбу с сорняками (устранение зараженных вирусом сорняков) и уничтожение зараженных расте-

ний в полевых условиях. Однако из-за сложных эпидемиологических факторов, связанных с этим забо-

леванием, такие попытки не всегда эффективны (Saez et al., 2016, Хроники прикладной биологии (Annals 

of Applied Biology)). 

Следовательно, существует необходимость в осуществления дальнейших мер, направленных на 

снижение заболеваемости ToLCNDV, предотвращения дальнейшего распространения вируса в другие 

географические районы и распространения на другие виды сельскохозяйственных культур. Для борьбы с 

этим заболеванием большое значение будет иметь выведение сортов, устойчивых к ToLCNDV. 

Целью настоящего изобретения является предоставление мер контроля инфекции ToLCNDV у рас-

тений дыни. 

В соответствии с настоящим изобретением описаны растения и клетки растений дыни, устойчивые 

к инфекциям, вызываемым ToLCNDV. 

Общеизвестно, что ToLCNDV заражает различные виды растений семейства Curcubitaceae, в том 

числе различные виды дыни. Также хорошо известно, что ToLCNDV постоянно передается от заражен-

ных растений к неинфицированным растениям через вредителей, питающихся этими растениями - Be-

misia tabaci (белокрылка). Было показано, что возможен перенос ToLCNDV от одного вида сельскохо-

зяйственных культур к другим видам сельскохозяйственных культур или даже от различных видов сор-

ных растений к видам сельскохозяйственных культур. Белокрылка может переносить ToLCNDV из зон, 

где не предпринимаются меры по борьбе с этим заболеванием, от различных видов растений к растениям 

дыни, произрастающим в зоне, где предпринимаются меры по борьбе с этим заболеванием. Поэтому 

борьба с переносчиком (белокрылкой) имеет некоторую (однако ограниченную) эффективность в каче-

стве меры предотвращения инфицирования ToLCNDV. Устойчивые к ToLCNDV растения дыни имеют 

то преимущество, что они не заражаются ToLCNDV, при этом не происходит значительных потерь уро-

жая, даже если растения, произрастающие на прилежащих площадях, инфицированы ToLCNDV. 

Авторы изобретения идентифицировали донорский образец дыни, обладающий устойчивостью к 

ToLCNDV, и произвели картирование устойчивости в сегрегирующей популяции, путем инфицирования 

белокрылкой испанским штаммом ToLCNDV для фенотипирования устойчивости. Локус количествен-

ного признака (QTL) был идентифицирован на хромосоме 5 (QTL5) и интрогрессирован от дикого до-

норского образца в элитную культурную линию дыни. Семена элитной линии, включающие интрогрес-

сию QTL5 в гомозиготной форме, были внесены в базу Nunhems B.V. под номером доступа NCIMB 

42585 в соответствии с Будапештским договором. В этих семенах присутствует донорский генотип мар-

керов однонуклеотидного полиморфизма (SNP) (SNP_01-SNP_06), предоставляемый в соответствии с 

настоящим изобретением. Сам донор не однороден и имеет белую мякоть плода с низким содержанием 

сухих веществ. Этот образец не имеет агрономической ценности. Донор также уже отсутствует в амери-

канском семенном фонде. Путем идентификации и переноса QTL5 от донора в культурную дыню стало 

возможным получать культурные сорта дыни и сорта с высокой агрономической ценностью (с единооб-

разными характеристиками и с плодами, обладающими нормальным рыночным качеством, имеющими 

высокое содержание сухих веществ и высокую лежкоспособность), с устойчивостью к ToLCNDV; таким 

образом, можно выращивать эти сорта дыни в районах, зараженных ToLCNDV без потери урожая. 

В контексте настоящего изобретения термины "клетки растений дыни" или "растения дыни", кото-

рые также могут именоваться в данной области "клетки растений мускусной дыни" или "растения мус-

кусной дыни" означают клетки, полученные из растений вида Cucumis melo, или растения, принадлежа-

щие к виду Cucumis melo. 

Вид Cucumis melo может подразделяться на следующие подвиды: С. melo cantalupensis, С. melo in-

odorous и С. melo reticulatus. С. melo cantalupensis также называют канталупой, в основном она имеет 

круглую форму с выступающими ребрами и почти без сетчатости. Большинство плодов имеют сладкую 

мякоть оранжевого цвета, как правило, плоды имеют сильный, душистый запах. В отличие от европей-

ской канталупы североамериканская канталупа не относится к этому типу, однако она принадлежит к 

настоящим мускусным дыням. С. melo inodorous (или зимние дыни) подразделяются на различные типы, 

такие как белая мускатная дыня, Пьель де сапо, сахарная дыня, японская дыня и т.д. С. melo reticulatus -

настоящая мускусная дыня с кожурой, покрытой сетчатым узором (сетчатая кожура), этот подвид вклю-

чает дыни Галия, дыни Шарлин и североамериканскую канталупу. 

Дыня и ее дикие родственники являются диплоидными растениями и имеют 12 пар гомологичных 

хромосом, которые пронумерованы от 1 до 12. 

В контексте настоящего изобретения термины "устойчивый" или "обладающий устойчивостью" от-

носятся к растению, которое является видом-хозяином определенного патогена и, следовательно, может 

быть заражено данным патогеном, однако при этом растение содержит генетический элемент (например, 
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фрагмент интрогрессии), приводящий к снижению развития и/или распространения патогена в растении 

после заражения по сравнению с растением, восприимчивым к такому патогену, в котором такой генети-

ческий элемент отсутствует. В контексте настоящего изобретения термины "устойчивый" или "обла-

дающий устойчивостью", в частности, относятся к растениям или клеткам растений, устойчивым к 

ToLCNDV. Устойчивость - это относительный термин, который может охватывать целый ряд (различ-

ных) реакций, вызванных патогенной инфекцией, в растении или клетке растения. Эффект этих реакций 

в растении или клетке растения может быть измерен различными способами. Как правило, эффект изме-

ряется путем определения уровня симптомов, проявляющихся в растении или клетке растения. Как пра-

вило, среднюю степень выраженности симптомов в нескольких растениях в линии (например, в 10 рас-

тениях и более) сравнивают со средней степенью выраженности симптомов в растениях контрольной 

линии или сорта, предпочтительно в растениях контрольной линии или сорта, восприимчивых к такому 

патогену. Таким образом, в определенный момент времени производится оценка и подсчет баллов по 

меньшей мере для 10 и более отдельных растений линии или сорта и вычисляется средний индекс актив-

ности заболевания. 

В контексте настоящего изобретения в соответствии с фенотипическими наблюдениями, проведен-

ными после инфицирования ToLCNDV, применяют следующие общеизвестные уровни выраженности 

симптомов. 

1 = Мертвое растение. 

2 = Чрезвычайно сильная мозаичность и свертывание листа, хлороз и снижение роста. Растение не 

может выздороветь. 

3 = Сильная мозаичность и свертывание листа, хлороз и снижение роста. Растение не может выздо-

роветь. 

4 = Свертывание и мозаичность, хлороз, наблюдается незначительное снижение роста или сниже-

ние роста не наблюдается. Растение не может выздороветь. 

5 = Свертывание и мозаичность, хлороз, снижение роста не наблюдается. Наблюдается незначи-

тельное выздоравливание верхней части растения. 

6 = Незначительное свертывание, мозаичность и хлороз, снижение роста не наблюдается. Наблюда-

ется выздоравливание верхней и средней части растения. 

7 = Незначительное свертывание, мозаичность и хлороз, снижение роста не наблюдается. Симпто-

мы наблюдаются лишь в нижней части растения. 

8 = Слабая мозаичность. 

9 = Симптомы отсутствуют. 

Для определения уровня выраженности симптомов (или индекса активности заболевания) предпоч-

тительно молодые растения заражают ToLCNDV. Такими молодыми растениями предпочтительно явля-

ются растения возраста увеличения первого истинного листа, предпочтительно приблизительно возраста 

12-15 дней после посева. Заражение предпочтительно осуществляют через переносчика вируса (Bemisia), 

который поедает растения. Для этого проращивание и выращивание растений осуществляют в оптималь-

ных условиях или в условиях близких к оптимальным. Уровень выраженности симптомов предпочти-

тельно определяют по меньшей мере один раз, например, через 30 дней после инфицирования (или поз-

же, например, через 31, 32, 33, 34, 35 дней после инфицирования). При необходимости для подтвержде-

ния результата уровень выраженности симптомов определяют дважды или даже трижды в разные мо-

менты времени после заражения, например, первую оценку производят приблизительно через  

15, 20 или 25 дней после заражения ToLCNDV, а вторую оценку - приблизительно через 30 дней после 

заражения (или позднее, например, через 31, 32, 33, 34, 35 дней после заражения). См. также раздел 

"Примеры". В соответствии с одним аспектом растительная линия именуется устойчивой к инфицирова-

нию ToLCNDV, если ее средний индекс активности заболевания 5,0 или выше, в то время как восприим-

чивая контрольная линия или сорт, например сорт Gandalf (или Gandalf F1, Nunhems B.V.) или Vedantrais 

имеет средний индекс активности заболевания 2,5 или менее или 2,0 или менее при выращивании в тех 

же условиях и инфицировании таким же образом. 

Наблюдалось, что интрогрессия специфического фрагмента, расположенного на хромосоме 5 в ди-

ком растении-доноре дыни, в культурные растения дыни придает устойчивость к инфекции ToLCNDV 

культурным растениями дыни или полученным из них клеткам. Для придания устойчивости к ToLCNDV 

достаточно, чтобы соответствующий фрагмент присутствовал только в гетерозиготном состоянии, это 

показывает, что фрагмент придает доминантную устойчивость к инфекции ToLCNDV. Были идентифи-

цированы единичные нуклеотидные полиморфизмы (SNP) на хромосоме 5, которые тесно связаны с 

фрагментом хромосомы 5, обеспечивающим устойчивость к ToLCNDV. В депонированных семенах нук-

леотид SNP устойчивого донора (т.е. нуклеотид фрагмента интрогрессии) присутствует в гомозиготной 

форме, т.е. донорный нуклеотид присутствует в гомозиготной форме для SNP_01-SNP_06 (связан с 

QTL5). Следовательно, SNP можно использовать для тестирования присутствия фрагмента интрогрес-

сии, содержащего QTL5, в клетке, ткани, части растения и/или в селекции с помощью маркера (СПМ) 

для переноса QTL в другие элитные линии или сорта дыни. SNP также можно использовать для селекции 

растений, содержащих меньшие фрагменты интрогрессии, по сравнению с фрагментами присутствую-
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щими в депонированных семенах, при этом такие меньшие субфрагменты все равно содержат QTL. В 

качестве альтернативы SNP можно использовать для идентификации других доноров, которые включают 

QTL5, и для введения этих QTL в культурную дыню. 

Таким образом, настоящее изобретение относится к растениям или клеткам растений дыни, содер-

жащим фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к 

ToLCNDV, при этом фрагмент интрогрессии содержит последовательность растения-донора между 

SNP_01 и SNP_06, предпочтительно последовательность растения-донора между SNP_01 и SNP_05, бо-

лее предпочтительно последовательность растения-донора между SNP_01 и SNP_04. QTL, придающий 

устойчивость к ToLCNDV, присутствует на фрагменте интрогрессии, что может быть определено с по-

мощью анализа устойчивости в соответствии с описанием в настоящем документе. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения настоящее изобретение относится к куль-

турным растениям или клеткам растений дыни, содержащим фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 рас-

тения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при этом фрагмент интрогрессии содержит по-

следовательность растения-донора между SNP_02 и SNP_06, предпочтительно последовательность рас-

тения-донора между SNP_02 и SNP_05, более предпочтительно последовательность растения-донора 

между SNP_02 и SNP_04. 

Настоящее изобретение также относится к растениям или клеткам растений дыни, содержащим 

фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при 

этом фрагмент интрогрессии содержит последовательность растения-донора, обладающего устойчиво-

стью к ToLCNDV, между SNP_03 и SNP_06, предпочтительно последовательность растения-донора, об-

ладающего устойчивостью к ToLCNDV, между SNP_03 и SNP_05. 

Наиболее предпочтительно настоящее изобретение относится к растениям или клеткам растений 

дыни, содержащим фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчиво-

стью к ToLCNDV, при этом фрагмент интрогрессии содержит последовательность растения-донора ды-

ни, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, между SNP_03 и SNP_04. 

В соответствии с одним аспектом выражение "фрагмент интрогрессии, содержащий последователь-

ность между двумя SNP (однонуклеотидными полиморфизмами)" означает, что один или оба из двух 

SNP также происходят от донора, обладающего устойчивостью", т.е. имеют донорный нуклеотид в по-

ложении SNP. В соответствии с другим аспектом эти два SNP происходят от реципиента, например от 

растения дыни, не обладающего устойчивостью, и лишь участок между двумя SNP происходит из устой-

чивого донора и придает устойчивость к ToLCNDV, т.е. донорный фрагмент, придающий устойчивость 

расположен между двух маркеров SNP. Так, например, растение может содержать фрагмент интрогрес-

сии, содержащий последовательность устойчивого к ToLCNDV растения-донора дыни между SNP_03 и 

SNP_04, в соответствии с одним аспектом это растение содержит тимин (Т) в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 

и/или аденин (А) в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, т.е. донорные нуклеотиды. В соответствии с другим 

аспектом лишь участок (весь участок или его часть) между этими двумя SNP происходит из донора, в то 

время как SNP_03 и SNP_04 происходят из реципиента, например, с цитозином (С) в нуклеотиде 68  

SEQ ID NO: 3 и нуклеотид гуанином (G) в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4. 

Таким образом, в отношении QTL на хромосоме 5 SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и 

SNP_06 все могут иметь генотип устойчивого донора. Или лишь SNP_01 и SNP_02 могут иметь генотип 

устойчивого донора; или только SNP_02 и SNP_03 могут иметь генотип устойчивого донора; или только 

SNP_03 и SNP_04 могут иметь генотип устойчивого донора и т.д. Или лишь один SNP, т.е. только 

SNP_01, или только SNP_02, или только SNP_03, или только SNP_04, или только SNP_05, или только 

SNP_06 имеет генотип устойчивого донора. Таким образом, SNP, которые не имеют генотип устойчиво-

го донора, имеют другой генотип, генотип реципиента. Генотип реципиента для SNP может быть любым 

из 3 других нуклеотидов, т.е. для SNP_01 генотип реципиента может быть аденином, гуанином или ти-

мином. Таким образом, например, когда указано, что фрагмент интрогрессии расположен между SNP_03 

и SNP_04 в отношении QTL на хромосоме 5, и SNP_03, и SNP_04 могут иметь генотип устойчивого до-

нора. Или лишь один SNP, т.е. лишь SNP_03, или лишь SNP_04, могут иметь имеет генотип устойчивого 

донора, или ни SNP_03, ни SNP_04 может не иметь генотип устойчивого донора, при этом последова-

тельность между ними содержит QTL5. 

Причина того, что не все SNP в соответствии с настоящим изобретением должны иметь генотип ус-

тойчивого донора, состоит в том, что фрагмент интрогрессии, содержащий QTL из донора, может быть 

меньше, чем фрагмент хромосомы, интрогрессированный, например, в депонированные семена, но это 

фрагмент все равно содержит QTL5. Тем не менее можно определить, что растение содержит фрагмент 

интрогрессии (содержащий QTL5) по фенотипу и/или путем переноса фрагмента в восприимчивое рас-

тение и, следовательно, переноса фенотипа устойчивости к ToLCNDV или путем секвенирования участ-

ка между SNP маркерами для идентификации донорного фрагмента или с помощью других способов, 

известных специалистам, таких как насыщение области большим количеством маркеров SNP, исследо-

вания на аллелизм, идентификация причинного гена и т.д. 

Таким образом, для демонстрации того, что QTL5 присутствует в растении или клетке растения 

может быть использована комбинация методов, даже если не для всех связанных SNP присутствует до-
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норный генотип SNP. Средний индекс устойчивости к ToLCNDV, который придается QTL5, составляет 

по меньшей мере 5.0 при переносе в линию или сорт, которые не обладают устойчивостью при условии, 

что этот признак является доминантным. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 

растения-донора между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между 

SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, между SNP_03 и SNP_06, между 

SNP_03 и SNP_05, предпочтительно между SNP_03 и SNP_04 придает устойчивость к ToLCNDV куль-

турным растениям или клеткам растений дыни по настоящему изобретению. 

Предпочтительно клетка растения дыни по настоящему изобретению получена из культурного рас-

тения дыни, или растение дыни по настоящему изобретению представляет собой культурное растение 

дыни. 

В соответствии с одним аспектом настоящее изобретение относится к культурным растениям (или 

частям растений) или клеткам растений дыни, содержащим фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 рас-

тения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при этом фрагмент интрогрессии придает ус-

тойчивость к ToLCNDV и фрагмент интрогрессии может быть идентифицирован по генотипу SNP расте-

ния-донора (содержит генотип SNP растения-донора) для одного или нескольких (или для всех) следую-

щих SNP: SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и/или SNP_06 и при необходимости любой SNP 

между SNP_01 и SNP_06. 

В соответствии с одним аспектом растение, часть растения или клетка растения содержат QTL5 и 

содержат донорский генотип SNP по меньшей мере для SNP_03, так как этот SNP наиболее сильно свя-

зан с устойчивостью QTL5 к ToLCNDV. В соответствии с еще одним аспектом растение, часть растения 

или клетка растения содержат донорский генотип SNP по меньшей мере для SNP_03 и SNP_04 или по 

меньшей мере для SNP_03 и SNP_02. При необходимости растение, часть растения или клетка растения 

содержат QTL5 и содержат донорский генотип SNP по меньшей мере для SNP_01, SNP_02 и SNP_03; 

или для SNP_02, SNP_03 и SNP_04. 

Следовательно, фрагмент интрогрессии может содержать донорный генотип SNP для всех маркеров 

SNP, связанных с QTL5 (как в семенах, депонированных в соответствии с настоящим изобретением), или 

фрагмент меньшего размера, в результате чего один или несколько маркеров SNP отсутствуют. Как опи-

сано ниже, могут отсутствовать все донорные маркеры SNP или все донорные маркеры SNP за исключе-

нием одного, при этом QTL5 будет все же присутствовать на фрагменте интрогрессии. 

Нуклеотидные последовательности (SEQ ID NO: 1-6), содержащие SNP согласно настоящему изо-

бретению, представляют собой нуклеотидные последовательности устойчивого донора, т.е. они содержат 

донорный нуклеотид SNP. Следовательно, в соответствии с одним аспектом настоящее изобретение от-

носится к культурным растениям (или частям растений) или клеткам растений дыни, содержащим фраг-

мент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при 

этом фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV, и фрагмент интрогрессии может быть 

идентифицирован по (содержит) SEQ ID NO: 1 или идентифицирован по цитозину (содержит цитозин) 

в нуклеотиде 101 SEQ ID NO: 1 или идентифицирован по цитозину (содержит цитозин) в эквивалент-

ном нуклеотиде последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с  

SEQ ID NO: 1, и/или по SEQ ID NO: 2, или по тимину в нуклеотиде 945 SEQ ID NO: 2, или по тимину в 

эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существенную идентичность последователь-

ности с SEQ ID NO: 2, и/или по SEQ ID NO: 3, или по тимину в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3, или по ти-

мину в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существенную идентичность последо-

вательности с SEQ ID NO: 3, и/или по SEQ ID NO: 4, или аденину в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, или 

по аденину в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существенную идентичность 

последовательности с SEQ ID NO: 4, и/или по SEQ ID NO: 5, или по цитозину в нуклеотиде 839  

SEQ ID NO: 5, или по цитозину в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существен-

ную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 5, и/или по SEQ ID NO: 6, или аденину в нуклеотиде 

445 SEQ ID NO: 6, или по аденину в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существен-

ную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 6. QTL, придающий устойчивость к ToLCNDV, при-

сутствует на фрагменте интрогрессии. 

В контексте настоящего изобретения выражение "клетка растения донора" или "растение-донор" 

означает клетку дыни или растение дыни, которые обладают устойчивостью к ToLCNDV. Аналогичным 

образом, термин "фрагмент ДНК или фрагмент интрогрессии из растения-донора или клетки растения-

донора" означает фрагмент хромосомы 5 растения дыни, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, в 

результате чего этот фрагмент придает устойчивость к TOLCNDV при переносе в растение дыни, не об-

ладающее устойчивостью к ToCNDV. В предпочтительном варианте осуществления изобретения расте-

ние-донор представляет собой дикий вид или дикий образец дыни. В соответствии с особенно предпоч-

тительным вариантом осуществления изобретения фрагменты ДНК или фрагменты интрогрессии из рас-

тений-доноров или клеток растений-доноров представляют собой донорные фрагменты, полученные из 

растений, выращенных из семян, депонированных под № NCLMB 42585, или из потомства, полученного из 

растений, выращенных из семян, депонированных под № NCLMB 42585, или из растений, полученных пу-
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тем скрещивается с растениями, выращенными из семян, депонированных под № NCLMB 42585. 

Растения-доноры дыни могут быть получены из различных источников. Специалистам известны 

способы определения того, из каких источников были получены растения-доноры дыни, обладающие 

устойчивостью к ToLCNDV. Для определения таких источников растений-доноров, обладающих устой-

чивостью к ToLCNDV, в основном растения дыни могут быть инфицированы ToLCNDV, механическим 

путем в соответствии с описанием в работе Lopez et al. (2015, Euphytica, 204(3), 679-691) или путем пере-

дачи вируса от белокрылки. В контексте настоящего изобретения предпочтительно инфицирование про-

исходит через белокрылку. Затем могут быть выбраны растения, проявляющие пониженные уровни вы-

раженности симптомов по сравнению с контрольными растениями, не обладающими устойчивостью, и 

такие растения могут использоваться в качестве источника фрагментов генома или последовательностей, 

придающих устойчивость к ToLCNDV. Предпочтительный способ заражения растений дыни ToLCNDV 

и способы определения уровня выраженности симптомов зараженных растений приведены в настоящем 

документе в разделе "Общие методы". 

В контексте настоящего изобретения растения-доноры предпочтительно имеют средний уровень 

выраженности симптомов равный или выше 5.0, более предпочтительно равный или выше 6.0, более то-

го, предпочтительно равный или выше 7.0, еще более предпочтительно равный или выше 8.0 и наиболее 

предпочтительный равный или выше 9.0. В соответствии с одним аспектом растение-донор содержит 

донорный генотип SNP для одного или нескольких или всех SNP_01, SNP_2, SNP_3, SNP_04, SNP_05 и 

SNP_06, как показано в табл. 2. Предпочтительно донорный генотип SNP является гомозиготным. В со-

ответствии с настоящим изобретением термин "донор", например, относится к дикой дыне, не имеющей 

агрономической ценности, например к растению с белой мякотью, с низким содержанием сухих веществ 

и т.д. 

В соответствии с настоящим изобретением термины "рекуррентная растительная клетка" или "ре-

куррентное растение" или "растение-реципиент" означают растение или клетку растения дыни, которое 

является чувствительным (синоним - "восприимчивым") или которое не обладает устойчивостью к ин-

фекции ToLCNDV. Является ли растение чувствительным или обладает ли оно устойчивостью к 

ToLCNDV, можно определить, наблюдая уровни выраженности симптомов после инфицирования 

ToLCNDV. Рекуррентное растение предпочтительно имеет средний уровень выраженности симптомов 

ниже 3,0, более предпочтительно равный или ниже 2,5 или равный или ниже 2,0. Уровни выраженности 

симптомов и способы заражения растений дыни ToLCNDV описаны по тексту настоящего документа и 

применяются здесь соответственно. В предпочтительном варианте осуществления изобретения клетка 

рекуррентного растения дыни по настоящему изобретению получена из культурного растения дыни или 

рекуррентное растение дыни по настоящему изобретению представляет собой культурное растение ды-

ни. Предпочтительно это элитная линия, линия разведения или сорт. 

Термин "фрагмент интрогрессии" относится к фрагменту хромосомы, части или участку хромосо-

мы, который был введен в другое растение того же или родственного вида путем скрещивания или тра-

диционными методами селекции. В результате интрогрессии фрагмента из растения-донора в рекуррент-

ное растение потомство, полученное в результате скрещивания растения-донора и рекуррентного расте-

ния, приобретает фенотип, отсутствующий в рекуррентном растении. В контексте настоящего изобрете-

ния фенотип, перенесенный из растения-донора в рекуррентное растение, является устойчивостью к 

ToLCNDV, например, средний индекс активности заболевания в таком растении составляет 5.0. Для ин-

трогрессии фрагмента в определенную селекционную линию или сорт первый этап скрещивания может, 

например, сопровождаться одним или несколькими обратными скрещиваниями с предполагаемой лини-

ей разведения или сортом. При использовании по тексту настоящего документа термин "интрогрессия" 

может относиться к первому скрещиванию растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, с рекуррентным 

растением, не обладающим устойчивостью к ToLCNDV, и дальнейшему обратному скрещиванию одного 

или нескольких растений, устойчивых к ToLCNDV, полученных в результате первого скрещивания, с 

растениями-реципиентами, которые должны приобрести устойчивость к ToLCNDV. В таком случае ин-

трогрессированный фрагмент является результатом применения методов размножения, для которых ис-

пользуется термин "интрогрессия" (таких как обратное скрещивание), в отношении реципиентного сорта 

или линии размножения. Таким образом, интрогрессия признака устойчивости к ToLCNDV в рекуррент-

ное растение - это технический антропогенный процесс. В частности, в настоящем документе термин 

"интрогрессия" относится к процессу или способу искусственного разведения. В таком процессе могут 

использоваться один или несколько или все молекулярные маркеры (маркеры SNP) в соответствии с на-

стоящим изобретением. Полученное растение, т.е. культурная линия или сорт, которые содержат один 

фрагмент интрогрессии (на хромосоме 5) от донора, т.е. содержат рекомбинантную хромосому 5, также 

является искусственным и не существует в природных условиях. 

Фрагмент интрогрессии может быть большим, например, он может составлять половину хромосо-

мы, однако предпочтительно он меньше, например, около 15 Мб или менее, например около 10 Мб или 

менее, около 9 Мб или менее, около 8 Мб или менее, около 7 Мб или менее, около 6 Мб или менее около 

5 Мб или менее, около 4 Мб или менее, около 3 Мб или менее, около 2 Мб или менее, около 1 Мб (что 

равно 1000000 оснований или менее) или около 0,8 Мб (что равно 800000 пар оснований) или менее. 
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Фрагмент интрогрессии может происходить из дикого растения дыни или дикого образца дыни или 

диких родственников дыни или местных сортов (донор). Дикие растения дыни или образцы дикой дыни 

или дикие родственники растений или местные сорта дыни могут использоваться для интрогрессии 

фрагментов донорного генома в геном культурной дыни Cucumis melo для создания линий скрещивания 

или сортов с хорошими агрономическими характеристиками. Таким образом, такое культурное растение 

дыни имеет "геном культурного растения С. melo", однако содержит в своем геноме фрагмент донора, 

например, фрагмент интрогрессии родственного дикого генома Cucumis genome, например, Cucumis melo 

ssp. agrestis, С. melo ssp. melo, C. melo ssp. a cidulous, C. callosus, C. trigonus, C. picrocarpus или другой 

дикой дыни или дикого родственника дыни. Очевидно, что термин "фрагмент интрогрессии" никогда не 

включает в себя целую хромосому, а только часть хромосомы. Следовательно, хромосомы, несущие ин-

трогрессию, также включают часть или части рекуррентного растения дыни (растения-реципиента) и, 

кроме того, части растения-донора дыни. 

Когда хромосома 5 культурной дыни содержит фрагмент интрогрессии, это, следовательно, означа-

ет, что культурное растение дыни содержит рекомбинантную хромосому 5, в результате чего интрогрес-

сированный фрагмент включает QTL, придающий признак устойчивости к ToLCNDV. Как описано по 

тексту, фрагмент интрогрессии от донора может содержать один или несколько или все донорные нук-

леотиды SNP (для SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и/или SNP_06) или одну или несколько 

или все последовательности, содержащие донорные нуклеотиды SNP (SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 и/или  

SEQ ID NO: 6). 

Таким образом, например, фрагмент интрогрессии (в гомозиготной или гетерозиготной форме) мо-

жет содержать и может быть идентифицирован по одному или нескольким или всем следующим геноти-

пам SNP: генотип СС или СТ для SNP_01 в SEQ ID NO: 1, и/или TT или TG генотип для SNP_02 в  

SEQ ID NO: 2, и/или ТТ или ТС генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для 

SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или СТ генотип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или AG гено-

тип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6. 

В соответствии с настоящим изобретением в одном аспекте нижняя часть хромосомы 5 культурной 

дыни ниже маркера CMGAAN144 на хромосоме 5 на странице 3 согласно работе Diaz et al., 2015  

(Mol. Breeding, 35:188) или между маркером CMGAAN144 и маркером AI_13-Н12 содержит QTL5 от 

донора. 

В соответствии с одним аспектом растение-донор по изобретению не является растением из пяти 

образцов Cucumis melo подвид agrestis (подвид agrestis var. momordica: Mom-Khalnd/ Kharbuja, Mom-

PI124Ind/PI124112, Mom-PI124Ind/PI414723 и подвид agrestis дикие типы: Ag-WM9Ind/WM9, Ag-

WM7Ind/WM7), которые обладают устойчивостью к ToLCNDV, идентифицированным Lopez et al., 2015, 

Euphytica, 204(3), 679-691. 

Термин "разведение" в настоящем документе включает скрещивание, обратное скрещивание, само-

опыление, селекцию, получение двойных гаплоидов, эмбриональное спасение, слияние протопластов, 

селекцию с помощью маркеров, мутационную селекцию и другие методы, известные селекционеру  

(т.е. иные методы, которые не включают генетическую модификацию), с помощью которых, например, 

может осуществляться получение, идентификация и/или перенос рекомбинантной хромосомы 5. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения фрагмент интрогрессии 

происходит из дикого растения Cucumis или дикого образца Cucumis, наиболее предпочтительно фраг-

мент интрогрессии происходит из дикого Cucumis melo ssp. melo, с мелкими плодами (длиной не более  

6 см), с белой мякотью плода с кислым вкусом. В настоящем изобретении использовался этот донор, од-

нако специалист сможет определить других доноров, которые включают, например, тот же генотип SNP 

для SNP_01-SNP_06 и содержат QTL в той же области хромосомы 6. 

В соответствии с одним аспектом подходящим донором является дикое растение или образец С. me-

lo, имеющие средний индекс активности заболевания 

ToLCNDV по меньшей мере 7.0 или по меньшей мере 7.1, 7.2, 7.3 или 7.4 или 7.5 или 7.6 по шкале 

от 1 = мертвое растение до 9 = отсутствие симптомов, которое включает один или несколько или все из 

следующих генотипов SNP: СС или СТ генотип для SNP_01 в SEQ ID NO: 1, и/или ТТ или TG генотип 

для SNP_02 в SEQ ID N0: 2, и/или ТТ или ТС генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG 

генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или СТ генотип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА 

или AG генотип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6. 

"Сорт растения" представляет собой группу растений в пределах одного ботанического таксона 

низшего известного класса, которая (независимо от того, выполнены или нет условия для признания пра-

ва на защиту созданного сорта растения) может быть определена на основе экспрессии характеристик, 

которые получаются из определенного генотипа или комбинации генотипов, которую можно отличить от 

любой другой группы растений на основании экспрессии по меньшей мере одной из этих характеристик 

и которая может рассматриваться как единое целое, потому что при размножении таких растений не 

происходит каких-либо изменений. Таким образом, термин "сорт растения" не может использоваться для 

обозначения группы растений, даже если они того же рода, если все они характеризуются наличием од-

ного или двух локусов или генов (или фенотипических характеристик в связи с такими специфическими 
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локусами или генами), но в противном случае могут чрезвычайно отличаться друг от друга относительно 

других локусов и генов. 

"F1", "F2", "F3" и т.д. относятся к последовательным, связанным поколениями после скрещивания 

двух родительских растений или родительских линий. Растения, выращенные из семян, полученных пу-

тем скрещивания двух растений или линий, называются поколение F1. В результате самоопыления рас-

тений F1 получают поколение F2 и т.д. 

Растение "гибрид F1" или (семя "гибрид F1") - это поколение, полученное путем скрещивания двух 

инбредных родительских линий. Таким образом, гибридные семена F1 представляют собой семена, из 

которых выращиваются гибридные растения F1. Гибриды F1 обладают большей мощностью, они дают 

больший урожай из-за гетерозиса. Инбредные линии преимущественно гомозиготны в большинстве ло-

кусов в геноме. 

Термин "растительная линия" или "линия скрещивания" относится к растению и его потомству. При 

использовании по тексту настоящего документа термин "инбредная линия" относится к растительной 

линии, которая была получена путем повторного самоопыления и является практически гомозиготной. 

Таким образом, термины "инбредная линия" или "родительская линия" относятся к растению, несколько 

поколений которого подверглось инбридингу (например по меньшей мере 5, 6, 7 или более поколений), в 

результате чего получают линию растений с высокой однородностью. 

Термин "однородность" или "однородный" относится к генетическим и фенотипическим характери-

стикам линии или сорта растений. Инбредные линии генетически высоко однородны, так как их получа-

ют в нескольких поколениях в результате инбридинга. Аналогичным образом и гибриды F1, которые 

получены из таких инбредных линий, являются высокооднородными по своим генотипическим и фено-

типическим характеристикам и свойствам. 

В предпочтительном частном варианте осуществления изобретения растения и клетки растения по 

настоящему изобретению характеризуется тем, что фрагмент интрогрессии, придающий устойчивость к 

ToLCNDV, получен из семян, депонированных под NCIMB 42585, или из их потомства. 

В еще одном предпочтительном варианте осуществления изобретения клетка растения дыни по на-

стоящему изобретению получена из культурного растения дыни, или растение дыни по настоящему изо-

бретению представляет собой культурное растение дыни и фрагмент интрогрессии получен из дикого 

растения Cucumis или из дикого образца Cucumis или из растений-доноров, описанных в настоящем до-

кументе как предпочтительные растения-доноры, или полученных из семян, депонированных под 

NCIMB 42585, или из их потомства. 

В контексте настоящего изобретения "хромосома 5 растения дыни" означает скаффолды, фрагмен-

ты, области, маркеры и нуклеотидные последовательности, которые в соответствии с данными ICuGI 

(Международной инициативы по геному тыквенных культур) принадлежат хромосоме 5 генома дыни. 

Термин "ортологичная хромосома 5" относится к хромосоме 5 диких родственников дыни, части 

которой могут быть интрогрессированы в хромосому 5 культурной дыни. 

Термин "рекомбинантная хромосома" относится к хромосоме с новой генетической структурой, 

возникающей в результате скрещивания между гомологичными хромосомами, например "рекомбинант-

ная хромосома 5" означает хромосому 5, которая не присутствует ни в одном из родительских растений и 

возникла в результате редкого события кроссинговера между гомологичными хромосомами пары хромо-

сом 5. Например, в соответствии с настоящим изобретением предоставляется рекомбинантная хромосома 5 

дыни, содержащая QTL, придающий устойчивость к ToLCNDV. Таким образом, рекомбинантная хромо-

сома 5 представляет собой хромосому культурной дыни с фрагментом интрогрессии из дикого донора, в 

результате чего фрагмент интрогрессии включает QTL, придающий признак устойчивости к ToLCNDV. 

В настоящем документе термин "ICuGI" относится к данным о Cucumis melo, опубликованным Ме-

ждународной инициативой по геному тыквенных культур, которая публикует генетические карты, на-

пример, Cucumis melo (http://www.icugi.org/cgi-bin/cmap/mapset_info?speciesacc=CM). Текущая версия 

CM_3.5.1 карты генома С. melo от 4 марта 2012 г., а карта хромосомы 5 именуется ICuGI_V (или LG_V, 

или Linkage Group V). Дополнительную информацию, включая дополнительную информацию о марке-

рах и информацию о картировании в дополнение к данным ICuCI, можно найти в работе Diaz et al. (2015, 

Mol. Breeding., 35, 188), а также в дополнительных данных, включенных в онлайн-версию соответст-

вующей статьи. 

Термин "культурное растение дыни" означает растения вида Cucumis melo, т.е. разновидности, ли-

нии скрещивания или сорта вида С. melo, которые культивируются человеком и имеют высокие агроно-

мические характеристики, в частности растения, дающие съедобные плоды, обладающие нормальным 

рыночным качеством, хорошего размера и качества, а также обладающие достаточной однородностью; 

такие растения не являются растениями "дикого типа", т.е. растениями, которые, как правило, обладают 

значительно меньшей урожайностью и худшими агрономическими характеристиками по сравнению с 

культурными растениями и которые, например, растут в природных условиях в диких популяциях. Рас-

тения "дикого типа" включают, например, экотипы, линии интродукции растений, местные сорта, дикие 

образцы или дикие родственники вида. 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP" (=одиночный нуклеотидный полиморфизм)" 
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означает вариацию в единственном нуклеотиде, которая происходит в определенном положении в гено-

ме. SNP - это вариация одного нуклеотида в определенном положении в геноме двух растений. Если ди-

кое растение дыни, обладающее устойчивостью к ToLCNDV (растение-донор), в соответствующей по-

следовательности в определенной отдельной позиции имеет нуклеотид, отличный от соответствующего 

нуклеотида в том же положении культурного растения дыни, это положение определяет SNP между ди-

кой и культурной дыней. Если растение-донор имеет один из четырех возможных нуклеотидов (А, С, Т 

или G) в определенном положении, SNP возникает, если культурное растение имеет один из оставшихся 

трех возможных нуклеотидов в том же соответствующем положении последовательности. Поэтому в 

культурном растении дыни, содержащем фрагмент интрогрессии от донора, можно легко определить, 

получен ли единственный нуклеотид SNP от донора или от культурной дыни (реципиента). 

Термин "нуклеотид SNP" относится к одному нуклеотиду, а термин "генотип SNP" относится к паре 

нуклеотидов в диплоидной клетке растения. Так, для SNP_01 нуклеотидом SNP донора устойчивого к 

ToLCNDV является цитозин (С) для нуклеотида 101 SEQ ID NO: 1, тогда как генотипом SNP растения 

или клетки, содержащим SEQ ID NO: 1, может быть СС (цитозин в обеих хромосомах) или СТ (цитозин в 

одной хромосоме и тимин в другой хромосоме), в результате чего нуклеотид SNP (цитозин) донора ус-

тойчивого к ToLCNDV и, следовательно, SEQ ID NO: 1 (или последовательность с существенной степе-

нью идентичности SEQ ID NO: 1) является гомозиготным или гетерозиготным. Термин "генотип SNP 

донора" относится к нуклеотиду SNP донора, присутствующему в гомозиготной или гетерозиготной 

форме, т.е. для SNP_01 генотипом SNP донора является СС или СТ. 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP_01", который альтернативно именуется 

"mME11320_k", означает SNP в положении 101 в SEQ ID NO: 1. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 1 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 1 можно 

найти на хромосоме 5. Относительное положение SNP_01 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, 

может быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая 

SNP_01, имеет нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с 

нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 1, более предпочтительно по меньшей 

мере 90% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 1, наиболее 

предпочтительно по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной 

под SEQ ID NO: 1, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 1, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 

идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 1, в частности пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 1 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-

ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 1, при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 101 в SEQ ID NO: 1 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекур-

рентного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99% или 

более идентичности последовательности с SEQ ID NO: 1, именуются последовательностями со значи-

тельной идентичностью последовательности с SEQ ID NO: 1. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют 

С (цитозин) в положении 101 в SEQ ID NO: 1 или в последовательности, имеющей существенную иден-

тичность последовательности с SEQ ID NO: 1. В соответствии с предпочтительным вариантом осуществ-

ления изобретения SNP_01 характеризуется тем, что рекуррентное растение имеет A, G или Т в положе-

нии 101 в SEQ ID NO: 1. В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет Т в 

положении 101 в SEQ ID NO: 1. 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения SNP_01 характеризуется тем, что 

растение-донор имеет С в положении 101 в SEQ ID NO: 1 (или в эквивалентном положении в последова-

тельности, имеющей существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 1) и рекуррентное 

растение имеет Т в положении 101 в SEQ ID NO: 1. 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP_02", который альтернативно именуется 

"mME43070_k", означает SNP в положении 945 в SEQ ID NO: 2. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 2 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 2 можно 

найти на хромосоме 5. Относительное положение SNP_02 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, 

может быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая 

SNP_02, имеет нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с 

нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 2, более предпочтительно по меньшей 

мере 90% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 2, наиболее 

предпочтительно по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной 

под SEQ ID NO: 2, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 2, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 

идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 2, в частности, пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 2 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-
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ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 2 при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 945 в SEQ ID NO: 2 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекур-

рентного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99 или более 

идентичности последовательности с SEQ ID NO: 2, рассматривают как имеющие существенную иден-

тичность последовательности с SEQ ID NO: 2. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют Т 

(тимин) в положении 945 в SEQ ID NO: 2 или в последовательности, имеющей существенную идентич-

ность последовательности с SEQ ID NO: 2. 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения SNP_04 характеризуется тем, что 

рекуррентное растение имеет А, С или G в положении 945 в SEQ ID NO: 2 или в последовательности, 

имеющей существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 2. 

В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет G (гуанин) в положе-

нии 945 в SEQ ID NO: 2 или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 2. 

В соответствии с частным вариантом осуществления изобретения SNP_02 характеризуется тем, что 

растение-донор имеет Т в положении 945 в SEQ ID NO: 2 (или в последовательности, имеющей сущест-

венную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 2) и рекуррентное растение имеет G в положе-

нии 945 в SEQ ID NO: 2 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 2). 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP03", который альтернативно именуется 

"mME10621_k", означает SNP в положении 68 в SEQ ID NO: 3. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 3 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 3 можно 

найти на хромосоме 5. Относительное положение SNP_03 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, 

может быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая 

SNP_03, имеет нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с 

нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 3, более предпочтительно по меньшей 

мере 90% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 3, наиболее 

предпочтительно по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной 

под SEQ ID NO: 3, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 3, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 

идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 3, в частности пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 3 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-

ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 3 при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 68 в SEQ ID NO: 3 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекуррент-

ного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99% или более 

идентичности последовательности с SEQ ID NO: 3, рассматривают как имеющие существенную иден-

тичность последовательности с SEQ ID NO: 3. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют Т 

(тимин) в положении 68 в SEQ ID NO: 3 (или в последовательности, имеющей существенную идентич-

ность последовательности с SEQ ID NO: 3). В соответствии с одним вариантом осуществления изобрете-

ния SNP_03 характеризуется тем, что рекуррентное растение имеет А, С или G в положении 68 в  

SEQ ID NO: 3 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с 

SEQ ID NO: 3). В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет С в положе-

нии 68 в SEQ ID NO: 3 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 3). 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения SNP_03 характеризуется тем, что 

растение-донор имеет Т в положении 68 в SEQ ID NO: 3 (или в последовательности, имеющей сущест-

венную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 3) и рекуррентное растение имеет С в положе-

нии 68 в SEQ ID NO: 3 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 3). 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP_04", который альтернативно именуется 

"mME50729_k", означает SNP в положении 227 в SEQ ID NO: 4. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 4 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 4 можно 

найти на хромосоме 5. Относительное положение SNP_04 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, 

может быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая 

SNP_04, имеет нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с 

нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 4, более предпочтительно по меньшей 

мере 90% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 4, наиболее 

предпочтительно по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной 

под SEQ ID NO: 4, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 4, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 
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идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 4, в частности пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 4 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-

ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 4 при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 227 в SEQ ID NO: 4 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекур-

рентного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99% или 

более идентичности последовательности с SEQ ID NO: 4, рассматривают как имеющие существенную 

идентичность последовательности с SEQ ID NO: 4. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют 

А (аденин) в положении 227 в SEQ ID NO: 4 (или в последовательности, имеющей существенную иден-

тичность последовательности с SEQ ID NO: 4). В соответствии с одним вариантом осуществления изо-

бретения SNP_04 характеризуется тем, что рекуррентное растение имеет С, Т или G в положении 227 в 

SEQ ID NO: 4 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с 

SEQ ID NO: 4). В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет G в положе-

нии 227 в SEQ ID NO: 4 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 4). 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения SNP_04 характеризуется тем, что 

растение-донор, обладающее устойчивостью к ToLCNDV, имеет А в положении 227 в SEQ ID NO: 4 (или 

в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 4), и 

рекуррентное растение имеет G в положении 227 в SEQ ID NO: 4 (или в последовательности, имеющей 

существенную идентичность последовательности c SEQ ID NO: 4). 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP_05", который альтернативно именуется 

"mME32395_k", означает SNP в положении 839 в SEQ ID NO: 5. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 5 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 5 можно найти 

на хромосоме 5. Относительное положение SNP_05 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, может 

быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая SNP_05, имеет 

нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 5, более предпочтительно по меньшей мере 90% иден-

тичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 5, наиболее предпочтитель-

но по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под  

SEQ ID NO: 5, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной после-

довательностью, показанной под SEQ ID NO: 5, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 

идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 5, в частности, пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 5 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-

ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 5 при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 839 в SEQ ID NO: 5 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекур-

рентного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99% или 

более идентичности последовательности с SEQ ID NO: 5, рассматривают как имеющие существенную 

идентичность последовательности с SEQ ID NO: 5. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют 

С (цитозин) в положении 839 в SEQ ID NO: 5 (или в последовательности, имеющей существенную иден-

тичность последовательности с SEQ Ш N0: 5). В соответствии с одним вариантом осуществления изо-

бретения SNP_05 характеризуется тем, что рекуррентное растение имеет А, Т или G в положении 839 в 

SEQ ID NO: 5 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с 

SEQ ID NO: 5). В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет Т в положе-

нии 839 в SEQ ID NO: 5 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 5). 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения SNP_05 характеризуется тем, что 

растение-донор, обладающее устойчивостью к ToLCNDV, имеет С в положении 839 в SEQ ID NO: 5 (или 

в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 5), и 

рекуррентное растение имеет Т в положении 839 в SEQ ID NO: 5 (или в последовательности, имеющей 

существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 5). 

В контексте настоящего изобретения термин "SNP_06", который альтернативно именуется 

"mME49184_k", означает SNP в положении 445 в SEQ ID NO: 6. В соответствии с данными ICuGI  

SEQ ID NO: 6 или последовательность с существенной степенью идентичности SEQ ID NO: 6 можно 

найти на хромосоме 5. Относительное положение SNP_06 согласно маркерам, опубликованным ICuGI, 

может быть выведено из табл. 1. Предпочтительно нуклеотидная последовательность, содержащая 

SNP_06, имеет нуклеотидную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с 

нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 6, более предпочтительно по меньшей 

мере 90% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 6, наиболее 

предпочтительно по меньшей мере 95% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной 
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под SEQ ID NO: 6, еще более предпочтительно по меньшей мере 97% идентичности с нуклеотидной по-

следовательностью, показанной под SEQ ID NO: 6, еще наиболее предпочтительно по меньшей мере 98% 

идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 6, в частности пред-

почтительно по меньшей мере 99% идентичности с нуклеотидной последовательностью, показанной под 

SEQ ID NO: 6 или более конкретно предпочтительно по меньшей мере 99,5% идентичности с нуклеотид-

ной последовательностью, показанной под SEQ ID NO: 6 при условии, что в каждом случае нуклеотид в 

положении 445 в SEQ ID NO: 6 отличен от соответствующего нуклеотида в том же положении рекур-

рентного растения. Такие последовательности, имеющие по меньшей мере 85, 90, 95, 97, 98, 99% или 

более идентичности последовательности с SEQ ID NO: 6, рассматривают как имеющие существенную 

идентичность последовательности с SEQ ID NO: 6. 

Растения-доноры, обладающие устойчивостью к ToLCNDV, в соответствии с изобретением имеют 

А (аденин) в положении 445 в SEQ ID NO: 6 (или в последовательности, имеющей существенную иден-

тичность последовательности с SEQ ID NO: 6). В соответствии с одним вариантом осуществления изо-

бретения SNP_06 характеризуется тем, что рекуррентное растение имеет С, Т или G в положении 445 в 

SEQ ID NO: 6 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с 

SEQ ID NO: 6). В соответствии с одним аспектом изобретения рекуррентное растение имеет G в положе-

нии 445 в SEQ ID NO: 6 (или в последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 6). 

В соответствии с частным вариантом осуществления изобретения SNP_06 характеризуется тем, что 

растение-донор, обладающее устойчивостью к ToLCNDV, имеет А в положении 445 в SEQ ID NO: 6 (или 

в последовательности, имеющей существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 6) и 

рекуррентное растение имеет G в положении 445 в SEQ ID NO: 6 (или в последовательности, имеющей 

существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 6). 

Таблица 1 
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Описанные в настоящем документе молекулярные маркеры могут быть обнаружены стандартными ме-

тодами. Например, маркеры SNP могут быть обнаружены путем KASP-анализа (см. www.kpbioscience.co.uk) 

или других видов анализа. Для описанных в настоящем документе SNP был разработан KASP-анализ. 

Более подробная информация представлена в разделе "Примеры". Последовательности, используемые в 

соответствующих KASP-анализах, приведены в перечне последовательностей. Для разработки  

KASP-анализов для SNP в соответствии с сведениями общедоступного характера в этой области были 

разработаны два аллель-специфических прямых праймера и один аллель-специфический обратный прай-

мер (см., например, Allen et al., 2011, Plant Biotechnology J., 9, 1086-1099, в частности, р097-098 для 

KASP-анализа). 
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"Идентичность последовательности" и "сходство последовательности" можно определить путем 

выравнивания двух пептидных или двух нуклеотидных последовательностей с использованием алгорит-

мов глобального или локального выравнивания. Таким образом, последовательности могут именоваться 

"существенно идентичными" или "с существенной степенью идентичности", когда они имеют опреде-

ленный общий минимальный процент идентичности последовательности (в соответствии с определением 

ниже) при оптимальном выравнивании с использованием программных средств GAP или BESTFIT или 

программы Needle (пакет Emboss) с параметрами по умолчанию, см. ниже. Эти программы используют 

алгоритм глобального выравнивания Нидлмана-Вунша для выравнивания двух последовательностей по 

всей длине, получая максимальное количество совпадений и сводя к минимуму количество делеций. 

Обычно используются параметры по умолчанию, штраф на внесение делеции=10, штраф на продолжение 

делеции=0,5 (как для выравнивания нуклеотидных последовательностей, так и выравнивания последова-

тельностей белков). Для нуклеотидов по умолчанию используется матрица замен DNAFULL, а для белков - 

Blosum62 (Henikoff & Henikoff, 1992, PNAS, 89, 10915-10919). Выравнивания последовательности и показа-

тели процента идентичности последовательности, например, могут быть определены с помощью компью-

терных программ, таких как EMBOSS, которая доступна по адресу: ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). В 

качестве альтернативы процент сходства или идентичности может определяться путем поиска в базах 

данных, таких как FASTA, BLAST и т.д., однако для сравнения идентичности последовательности сов-

падения должны быть получены и приведены в соответствие попарно. Два белка или два белковых доме-

на или две нуклеотидных последовательности имеют "существенную идентичность последовательно-

сти", если процент идентичности последовательности составляет по меньшей мере 85, 90, 95, 98, 99% 

или более (например по меньшей мере 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9 или более (в соот-

ветствии с определением для программы Needle (пакет Emboss) с использованием параметров по умол-

чанию, т.е. штраф на внесение делеции=10, штраф на продолжение делеции=0,5 с использованием мат-

рицы замен DNAFULL для нуклеиновых кислот и Blosum62 для белков). 

При упоминании по тексту нуклеотидной последовательности (например, ДНК или геномной ДНК), 

имеющей "существенную идентичность последовательности" с эталонной последовательностью или 

имеющей идентичность последовательности по меньшей мере 80%, например по меньшей мере 85, 90, 

95, 98, 99, 99.2, 99.5, 99.9% идентичности нуклеотидной последовательности с эталонной последователь-

ностью, в соответствии с одним вариантом осуществления изобретения считается, что указанная нуклео-

тидная последовательность имеет существенную идентичность последовательности с определенной нук-

леотидной последовательностью и может быть идентифицирована с использованием жестких условий 

гибридизации. В еще одном варианте осуществления изобретения нуклеотидная последовательность со-

держит одну или несколько мутаций по сравнению с определенной нуклеотидной последовательностью, 

однако она все же может быть идентифицирована с использованием жестких условий гибридизации. 

Для культурных растений дыни, содержащих фрагмент, придающий устойчивость к ToLCNDV, ин-

трогрессированный в хромосому 5, демонстрируется снижение симптомов при инфицировании ToLCNDV, 

в то время для контрольных чувствительных растений (без фрагмента интрогрессии) в тех же условиях 

проявляются ожидаемые тяжелые симптомы. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения растения или клетки растения по на-

стоящему изобретению характеризуется тем, что после их инфицирования ToLCNDV средняя степень 

выраженности симптомов составляет по меньшей мере 4.0, более предпочтительно по меньшей мере 5.0. 

Как было указано ранее, QTL5 придает устойчивость, когда QTL находится в гомозиготной или гетеро-

зиготной форме. Из восприимчивого к ToLCNDV растения, в которое вводится фрагмент интрогрессии, 

содержащий QTL5, путем, например, обратного скрещивания и самоопыление которого при необходи-

мости осуществляется для получения гомозиготного фрагмента интрогрессии (содержащего генотип до-

нора для одного или нескольких или всех из SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и SNP_06 в го-

мозиготной форме), получают растение, обладающее устойчивостью к инфицированию ToLCNDV, сред-

ний индекс активности заболевания которого составляет по меньшей мере 4.0, предпочтительно по 

меньшей мере 5.0, предпочтительно по меньшей мере 6.0 или предпочтительно по меньшей мере 7.0. 

Уровни выраженности симптомов, возникающие после заражения ToLCNDV, между 1 и 9, где 1 опреде-

ляется как уровень с наиболее тяжелыми симптомами, а 9 определяется как наивысший уровень устой-

чивости, были описаны в настоящем документе выше и применяются соответственно. Предпочтитель-

ный тест для определения уровней выраженности симптомов приведен ниже в разделе "Общие методы". 

В еще одном варианте осуществления изобретения растения или клетки растения по настоящему 

изобретению характеризуется тем, что после их инфицирования ToLCNDV степень выраженности сим-

птомов находится в диапазоне 4-6, более предпочтительно степень выраженности симптомов находится 

в диапазоне 5-6, в то время как восприимчивые контрольные растения проявляют степень выраженности 

симптомов составляет 2 или менее. 

Устойчивость к ToLCNDV, которая придается фрагментом интрогрессии, выражается доминант-

ным образом, таким образом, она может наблюдаться, когда лишь одна хромосома 5 содержит фрагмент 

интрогрессии, содержащий последовательность растения-донора между маркерами хромосомы 5, опи-

санными в настоящем документе. 
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Таким образом, другие частные варианты осуществления изобретения относятся к растениям дыни 

или клеткам растений дыни по настоящему изобретению, в которых фрагмент интрогрессии из хромосо-

мы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, содержащий последовательность рас-

тения-донора между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между 

SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, между SNP_03 и SNP_06, между 

SNP_03 и SNP_05 или предпочтительно между SNP_03 и SNP_04 присутствует в гетерозиготном состоя-

нии. Соответственно достаточно, чтобы по меньшей мере одна хромосома 5 в клетках растений по изо-

бретению или в растениях по изобретению содержала описанный фрагмент интрогрессии. Однако по-

нятно, что хромосома 5 по отношению к описанному фрагменту интрогрессии также может присут-

ствовать в гомозиготном состоянии без уменьшения степени устойчивости из-за доминантной устойчи-

вости к ToLCNDV, которая придается описанным фрагментом интрогрессии. Таким образом, настоящим 

изобретением охватываются растения или клетки растений по настоящему изобретению, содержащие 

описанный фрагмент интрогрессии в гетерозиготном или гомозиготном состоянии. 

В табл. 2 приведен генотип SNP растений или клеток, содержащих донорные SNP, обладающие ус-

тойчивостью к ToLCNDV, в гомозиготной или гетерозиготной форме, а также генотип SNP рекуррентно-

го родительского растения, в котором отсутствует фрагмент интрогрессии. 

Таблица 2 

 

 
В одном варианте осуществления предоставляется культурное растение дыни (вида С. melo), кото-

рое содержит рекомбинантную хромосому 5, в результате чего рекомбинантная хромосома 5 содержит 

фрагмент интрогрессии, который придает устойчивость к ToLCNDV растению дыни, если он присутст-

вует в гомозиготной или гетерозиготной форме, при этом фрагмент интрогрессии получен от дикого до-

нора вида С. melo. В соответствии с одним аспектом фрагмент интрогрессии содержит донорный гено-

тип SNP для одного или нескольких или всех SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и/или SNP_06. 

В соответствии с одним вариантом осуществления изобретения фрагмент интрогрессии содержит донор-

ный генотип SNP по меньшей мере для SNP_03 и/или SNP_04. Генотип SNP донора может присутство-

вать в гомозиготной форме (если фрагмент интрогрессии находится в гомозиготной форме) или в гетеро-

зиготной форме (если фрагмент интрогрессии находится в гетерозиготной форме). Таким образом, на-

пример, растение, клетка растения или часть растения могут содержать ТТ или ТС генотип для SNP_03 в 

нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3. Таким образом, растение, клетка растения или часть растения могут содер-

жать SEQ ID NO: 3 или последовательность, включающую по меньшей мере 95, 97 или 98% идентично-

сти последовательности с SEQ ID NO: 3, в гомозиготной или гетерозиготной форме. 

В соответствии с одним из вариантов осуществления изобретения предоставляются культурные 

растения дыни или клетки этих растений, которые содержат фрагмент интрогрессии от дикого донора на 

хромосоме 5, причем этот фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV, при этом такой 

фрагмент интрогрессии находится между SNP_01 и SNP_06 (или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 6, 

или последовательностью, содержащей по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей 

мере 97 или 98% идентичности последовательности с SEQ ID NO: 1 или с SEQ ID NO: 6); или при этом 

фрагмент интрогрессии находится между SNP_01 и SNP_05 (или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 5, или 

последовательностью, содержащей по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей 

мере 97 или 98% идентичности последовательности с SEQ ID NO: 1 или с SEQ ID NO: 5). 

В соответствии с одним аспектом культурные растения дыни или клетки этих растений содержат 
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фрагмент интрогрессии от дикого донора на хромосоме 5, причем этот фрагмент интрогрессии придает 

устойчивость к ToLCNDV, при этом такой фрагмент интрогрессии находится между SNP_01 и SNP_06 

(или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 6, или последовательностью, содержащей по меньшей мере 

90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последовательности с 

SEQ ID NO: 1 или с SEQ ID NO: 6), или фрагмент интрогрессии находится между SNP_01 и SNP_05 (или 

между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 5, или последовательностью, содержащей по меньшей мере 90%, или 

по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последовательности с SEQ ID NO: 1 

или с SEQ ID NO: 5), и при этом фрагмент интрогрессии содержит тимин (Т) в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 

или в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей существенную идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO: 3. 

В соответствии с еще одним аспектом фрагмент интрогрессии, при необходимости, содержит аде-

нин (А) нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4 или в эквивалентном нуклеотиде последовательности, имеющей 

существенную идентичность последовательности с SEQ ID NO: 4. 

В соответствии с еще одним аспектом фрагмент интрогрессии, при необходимости, содержит до-

норный нуклеотид SNP_02 и/или SNP_05. Таким образом, фрагмент интрогрессии может содержать до-

норный генотип для SNP_03, SNP_04 и SNP_05; или для SNP_03 и SNP_02; или для SNP_03 и SNP_02 и 

SNP_04; или для SNP_03, SNP_02, SNP_04 и SNP_05. 

В соответствии с другим аспектом фрагмент интрогрессии при необходимости содержит донорный 

нуклеотид SNP_02 и/или SNP_01. Таким образом, фрагмент интрогрессии может содержать донорный 

генотип для SNP_03 и SNP_02; или для SNP_03, SNP_02 и SNP_01; и при необходимости также для 

SNP_04, и далее при необходимости также для SNP_05, и далее при необходимости также для SNP_06. 

В соответствии с еще одним другим аспектом фрагмент интрогрессии при необходимости содержит 

донорный нуклеотид SNP_05 и/или SNP_06. 

Таким образом, в соответствии с одним аспектом культурные растения дыни или клетки этих рас-

тений содержат фрагмент интрогрессии от дикого донора на хромосоме 5, причем этот фрагмент интрог-

рессии придает устойчивость к ToLCNDV, при этом такой фрагмент интрогрессии находится между 

SNP_01 и SNP_06 (или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 6, или последовательностью, содержащей по 

меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последо-

вательности с SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 6), и при этом фрагмент интрогрессии содержит генотип 

SNP, обладающий устойчивостью к ToLCNDV, для одного или нескольких или для всех SNP_01, 

SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и SNP_06. В соответствии с одним аспектом фрагмент содержит до-

норный генотип SNP для SNP_03 и/или SNP_04. 

Таким образом, в соответствии с одним аспектом культурные растения дыни или клетки этих рас-

тений содержат фрагмент интрогрессии от дикого донора на хромосоме 5, причем этот фрагмент интрог-

рессии придает устойчивость к ToLCNDV, при этом такой фрагмент интрогрессии находится между 

SNP_01 и SNP_05 (или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 6, или последовательностью, содержащей по 

меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последо-

вательности с SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 5), и при этом фрагмент интрогрессии содержит генотип 

SNP, обладающий устойчивостью к ToLCNDV, для одного или нескольких или для всех SNP_01, 

SNP_02, SNP_03, SNP_04 и SNP_05. В соответствии с одним аспектом фрагмент содержит донорный 

генотип SNP для SNP_03 и/или SNP_04. При необходимости генотип устойчивости SNP также присутст-

вует для SNP_06. 

Таким образом, в соответствии с одним аспектом культурные растения дыни или клетки этих рас-

тений содержат фрагмент интрогрессии от дикого донора на хромосоме 5, причем этот фрагмент интрог-

рессии придает устойчивость к ToLCNDV, при этом такой фрагмент интрогрессии находится между 

SNP_03 и SNP_04 (или между SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 6, или последовательностью, содержащей по 

меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последо-

вательности с SEQ ID NO: 3 или SEQ ID NO: 4), и при этом фрагмент интрогрессии при необходимости 

содержит генотип SNP, обладающий устойчивостью к ToLCNDV, для SNP_03 и/или SNP_04. При необ-

ходимости, донорный генотип также присутствует для одного или нескольких или всех маркеров SNP, 

выбранных из SNP_01, SNP_02, SNP_05 и SNP_06. 

В соответствии с еще одним аспектом культурные растения дыни или клетки этих растений содер-

жат фрагмент интрогрессии от дикого донора на хромосоме 5, причем этот фрагмент интрогрессии при-

дает устойчивость к ToLCNDV, при этом такой фрагмент интрогрессии находится между SNP_02 и 

SNP_04 (или между SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 4, или последовательность, содержащую по меньшей 

мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 97 или 98% идентичности последовательно-

сти с SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 4), при этом фрагмент интрогрессии при необходимости содержит 

генотип SNP, обладающий устойчивостью к ToLCNDV, для SNP_02, и/или SNP_03, и/или SNP_04. При 

необходимости донорный генотип также присутствует для одного или нескольких или всех маркеров 

SNP, выбранных из SNP_01, SNP_05 и SNP_06. 

Растения, содержащие клетки растений по изобретению, являются еще одним вариантом осуществ-

ления настоящего изобретения. 
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Растение дыни по настоящему изобретению может представлять собой инбредную линию, свобод-

ноопыляемый сорт (СОС) или гибрид F1. В соответствии с одним аспектом гибрид F1 содержит фраг-

мент интрогрессии в гетерозиготной форме, т.е. фрагмент интрогрессии, полученный путем скрещивания 

двух инбредных родительских линий, одна из которых содержит фрагмент интрогрессии (предпочти-

тельно, но необязательно в гомозиготной форме) и сбора семян гибрида F1, полученного в результате 

такого скрещивания. Гибрид F1 также может содержать фрагмент интрогрессии в гомозиготной форме, 

т.е. полученный путем скрещивания двух инбредных родительских линий, каждая из которых содержит 

фрагмент интрогрессии в гомозиготной или гетерозиготной форме. 

Растение дыни по настоящему изобретению может быть любого типа. Предпочтительно такое рас-

тение обладает хорошими агрономическими характеристиками и хорошими характеристиками качества 

плодов, такими, например, как большой средний размер плодов (по меньшей мере 500, 600, 700, 800, 900, 

1000 г или более), высокое содержание сухих веществ (например, среднее процентное содержание сухих 

веществ по рефрактометру от общего содержания растворимых твердых веществ составляет по меньшей 

мере 10, 12, 14, 16, 18% или более), большое количество плодов на растении, плотная мякоть плодов и т.д. 

Также в растения дыни по изобретению могут быть введены другие виды устойчивости, такие как 

устойчивость к одному или нескольким из следующих заболеваний: бактериальное увядание, корневая 

гниль, завядание кроны, дынная ржавчина, настоящая мучнистая роса, вертициллиозный вилт, серный 

ожог, парша, мозаика арбуза, ложная мучнистая роса, Fusarium oxysporum специализированная форма 

melonis (FOM) раса 0, Fusarium oxysporum специализированная форма melonis (FOM) раса 1, Fusarium 

oxysporum специализированная форма melonis (FOM) раса 2, Fusarium oxysporum специализированная 

форма melonis (FOM) раса 1.2, фузариозный вилт R2, корневой нарост (нематода), антракноз, мозаика 

огурца и мозаика кабачка, и/или устойчивость к одному или нескольким следующим вредителям: тля, 

огневка, чернотелка, жужелица, жук-блошка окаймленная, клещи, жук-блошка одиннадцатиточечная, 

дынная кобылочка, дынный червь, Acalymma trivittata или дынный листовой минер. Также могут вво-

диться другие гены устойчивости к патогенным вирусам, грибкам, бактериям или вредителям. 

Специфический аспект изобретения относится к растениям или клеткам растений, содержащим 

фрагмент интрогрессии по изобретению, при этом такой фрагмент интрогрессии можно получить из се-

мян, депонированных под NCIMB 42585, или из их потомства. Депонированные семена представляют 

собой культурные растения дыни поколения BC4S4, содержащие фрагмент интрогрессии в гомозиготной 

форме, причем донорный нуклеотид присутствует в гомозиготной форме для SNP_01, SNP_02, SNP_03, 

SNP_04, SNP_05 и SNP_06. Наиболее вероятно, что участок устойчивости к ToLCNDV находится между 

SNP_03 и SNP_04, это означает, что размер участка донорной интрогрессии может быть уменьшен путем 

выбора рекомбинантов с меньшим размером фрагментов интрогрессии. Таким образом, растения, содер-

жащие субфрагменты фрагмента интрогрессии (причем указанные субфрагменты все-таки придают ус-

тойчивость к ToLCNDV), содержащие донорский SNP для SNP_03 и/или SNP_04, но имеющие генотип 

SNP рекуррентного родителя для одного или нескольких или всех других SNP, могут получены способа-

ми, известными специалисту. 

Определить, приобрело ли растение участок устойчивости к ToLCNDV от депонированных семян 

(фрагмент интрогрессии того же размера или субфрагмент) можно различными методами, такими как 

секвенирование и сравнение последовательностей фрагментов интрогрессии и сайтов рекомбинации. 

Растения и части растений дыни (такие как листья, стебли, корни, плоды, пыльца, цветки и т.д.), со-

держащие клетки растений дыни по изобретению, также являются вариантом осуществления настоящего 

изобретения. Аналогичным образом настоящее изобретение включает семена, из которых могут быть 

выращены такие растения, а также части таких семян (например, клетки или ткани семян, такие как обо-

лочка семян, зародыш и т.д.). 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к семенам дыни, содержащим фрагмент ин-

трогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, в которых фраг-

мент интрогрессии содержит последовательность растения-донора дыни, обладающего устойчивостью к 

ToLCNDV, между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между SNP_02 

и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 и 

SNP_05 или между SNP_03 и SNP_04. В предпочтительном варианте осуществления изобретения семена 

содержат фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 устойчивого к ToLCNDV растения-донора, причем 

фрагмент интрогрессии содержит последовательность устойчивого к ToLCNDV растения-донора между 

SNP_01 и SNP_06, более предпочтительно между SNP_01 и SNP_05, еще более предпочтительно между 

SNP_02 и SNP_05, кроме того, предпочтительно между SNP_02 и SNP_04 и наиболее предпочтительно 

между SNP_03 и SNP_04. 

Еще один вариант осуществления настоящего изобретения относится к семенам дыни, получаемым 

или полученным из растений по изобретению, или к семенам, содержащим клетки растений по настоя-

щему изобретению. 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к плодам дыни, содержащим фрагмент интрог-

рессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, в которых фрагмент 

интрогрессии содержит последовательность растения-донора дыни, обладающего устойчивостью к 
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ToLCNDV, между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между SNP_02 

и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 и 

SNP_05 или между SNP_03 и SNP_04. В предпочтительном варианте осуществления изобретения семена 

содержат фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 устойчивого к ToLCNDV растения-донора, причем 

фрагмент интрогрессии содержит последовательность устойчивого к ToLCNDV растения-донора между 

SNP_01 и SNP_06, более предпочтительно между SNP_01 и SNP_05, еще более предпочтительно между 

SNP_02 и SNP_05, кроме того, предпочтительно между SNP_02 и SNP_04 и наиболее предпочтительно 

между SNP_03 и SNP_04. 

Еще один вариант осуществления настоящего изобретения относится к плодам дыни, получаемым 

или полученным из растений по изобретению, или к плодам, содержащим клетки растений по настояще-

му изобретению. 

Предпочтительно плоды дыни по настоящему изобретению отличаются тем, что они содержат 

фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, 

содержащего последовательность растения-донора между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, 

между SNP_01 и SNP_04, между SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, 

между SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 и SNP_05 или предпочтительно между SNP_03 и SNP_04 в ге-

терозиготном или гомозиготном состоянии. 

Предпочтительные варианты осуществления и прочие варианты осуществления, описанные в на-

стоящем документе для растений дыни или клеток растений дыни по изобретению, применимы соответ-

ственно к предпочтительным и прочим вариантам осуществления, относящимся к плодам растений ды-

ни. 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к материалу для размножения растений дыни, 

содержащему фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к 

ToLCNDV, в котором фрагмент интрогрессии содержит последовательность устойчивого к ToLCNDV 

растения-донора между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между 

SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и SNP_04, SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 

и SNP_05 или между SNP_03 и SNP_04. В предпочтительном варианте осуществления изобретения ма-

териал для размножения содержит фрагмент интрогрессии из хромосомы 5 устойчивого к ToLCNDV 

растения-донора, причем фрагмент интрогрессии содержит последовательность устойчивого к 

ToLCNDV растения-донора между SNP_01 и SNP_06, более предпочтительно между SNP_01 и SNP_05, 

еще более предпочтительно между SNP_02 и SNP_05, кроме того, предпочтительно между SNP_02 и 

SNP_04 и наиболее предпочтительно между SNP_03 и SNP_04. 

Еще один вариант осуществления настоящего изобретения относится к материалу для размножения 

растений дыни, который получают/можно получить из растений по изобретению, или к материалу для 

размножения растения дыни, содержащему клетки растений по настоящему изобретению. 

Предпочтительные варианты осуществления и прочие варианты осуществления, описанные в на-

стоящем документе для растений или клеток растений по изобретению, применимы соответственно к 

предпочтительным и прочим вариантам осуществления, относящимся к материалу для размножения рас-

тений дыни. 

Термин "материал для размножения" включает те компоненты растения, которые пригодны для по-

лучения потомства вегетативным (бесполым) или генеративным (половым) путем. Для вегетативного 

размножения могут использоваться, например, черенки, культуры ткани in vitro, клетки, протопласты, 

зародыши или каллусы, материал для микроклонального размножения, корневища или клубни. Прочий 

материал для размножения включает, например, плоды, семена, сеянцы, которые являются гомозигот-

ными или гетерозиготными по фрагменту интрогрессии хромосомы 5, который придает устойчивость к 

ToLCNDV и т.д. В соответствии с одним аспектом материал для размножения представляет собой черен-

ки, размножение которых осуществляется путем их прививки к другому корневищу или материалу тка-

невой культуры in vitro, в частности, к зародышевым культурам. Особенно предпочтительным является 

материал для размножения в виде материала для тканевых культур in vitro, в частности зародышевые 

культуры in vitro. 

В соответствии с одним аспектом предоставляются не размножающиеся клетки растений, содержа-

щие рекомбинантную хромосому 5, описанную в настоящем документе. В соответствии с одним аспек-

том, однако, такие не размножающиеся клетки растения могут быть частью растения дыни. 

Еще один вариант осуществления изобретения относится к способу получения растения дыни, об-

ладающего устойчивостью к ToLCNDV, включающему следующие этапы: 

a) отбор растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV; 

b) скрещивание растения-донора, отобранного на этапе а), с рекуррентным растением, не обладаю-

щим устойчивостью к ToLCNDV; 

c) получение семян из растений, полученных путем скрещивания на этапе b), и при необходимости; 

d) проверку того, обладают ли растения, выращенные из семян, полученных на этапе с), устойчиво-

стью к ToLCNDV и/или содержат ли они один или несколько SNP из растения-донора, которые выбраны 

из группы SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и SNP_06. 
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На этапе а) способа получения устойчивого к ToLCNDV растения дыни по изобретению устойчивое 

к ToLCNDV растение-донор может быть отобрано путем заражения растений дыни ToLCNDV и опреде-

ления уровня выраженности симптомов заражения ToLCNDV растения дыни в соответствии с описанием 

в настоящем документе. То же самое применимо для проверки на этапах b) и с) способа получения рас-

тений дыни, обладающих устойчивостью к ToLCNDV по настоящему изобретению, для подтверждения 

того, обладает ли растение устойчивостью к ToLCNDV или нет соответственно. 

В предпочтительном варианте осуществления способа получения растения дыни, обладающего ус-

тойчивостью к ToLCNDV, по настоящему изобретению, растение-донор, обладающее устойчивостью к 

ToLCNDV, на этапе а) содержит фрагмент на хромосоме 5, придающий устойчивость к ToLCNDV, при 

этом такой фрагмент содержит последовательность растения-донора между SNP_01 и SNP_06, между 

SNP_01 и SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между 

SNP_02 и SNP_04, между SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 и SNP_05 или между SNP_03 и SNP_04. 

Наиболее предпочтительно фрагмент на хромосоме 5, придающий устойчивость к ToLCNDV, содержит 

последовательность между SNP_03 и SNP_04. В особенно предпочтительном варианте осуществления 

изобретения в способе получения растения дыни согласно изобретению, устойчивого к ToLCNDV, рас-

тение-донор, устойчивое к ToLCNDV, на этапе а) содержит фрагмент хромосомы 5, придающий устой-

чивость к ToLCNDV, содержащий последовательность между SNP_01 и SNP_06, между SNP_01 и 

SNP_05, между SNP_01 и SNP_04, между SNP_02 и SNP_06, между SNP_02 и SNP_05, между SNP_02 и 

SNP_04, между SNP_03 и SNP_06, между SNP_03 и SNP_05 или предпочтительно между SNP_03 и 

SNP_04, как обнаружено в семенах, хранящихся под NCIMB 42585. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения способ получения растения, обладающе-

го устойчивостью к ToLCNDV, по настоящему изобретению используют для получения растения по на-

стоящему изобретению. Предпочтительные варианты осуществления и прочие варианты осуществления, 

описанные в настоящем документе для растений по изобретению, применимы соответственно к способу 

получения растения дыни, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, по настоящему изобретению. 

Растения, получаемые или полученные способом получения растений дыни, обладающих устойчи-

востью к ToLCNDV, по настоящему изобретению, также являются вариантом осуществления изобрете-

ния. 

Еще один вариант осуществления изобретения относится к способу получения семян дыни, вклю-

чающему следующие этапы: 

а) выращивание растения дыни, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 с фрагментом ин-

трогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при этом фраг-

мент интрогрессии содержит последовательность растения-донора между SNP_03 и SNP_04; 

b) сбор плодов растений дыни, выращенных на этапе а); 

c) сбор семян из плодов, полученных на этапе b). 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения растения дыни на этапе а) способа полу-

чения семян дыни по изобретению имеют специфические характеристики, описанные в настоящем доку-

менте как предпочтительные и дополнительные варианты осуществления для растений по настоящему 

изобретению. Предпочтительные варианты осуществления и прочие варианты осуществления, описан-

ные в настоящем документе для растений по изобретению, применимы соответственно к способу полу-

чения гибридного семени дыни по настоящему изобретению. 

Семена, которые можно получить способом получения семян дыни по настоящему изобретению, 

также являются вариантом осуществления изобретения. 

Еще один вариант осуществления изобретения относится к способу получения гибридных семян 

дыни, который включает следующие этапы: 

a) получение первого инбредного растения дыни, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 

с фрагментом интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, 

при этом фрагмент интрогрессии содержит последовательность растения-донора между SNP_03 и 

SNP_04; 

b) получение второго инбредного растения дыни, содержащего или не содержащего хромосому 5 с 

фрагментом интрогрессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, 

при этом фрагмент интрогрессии содержит последовательность растения-донора между SNP_03 и 

SNP_04; 

c) скрещивание растения, полученного на этапе а), с растением, полученным на этапе b); 

d) отбор семян, полученных в результате скрещивания на этапе с). 

В контексте настоящего изобретения термин "инбредное растение" или "инбредная линия" означает 

растения, которые были получены путем самоопыления в нескольких поколениях и являются в высокой 

степени однородными по своей генетической структуре и фенотипическому внешнему виду. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения инбредные линии на этапах а) и b) спо-

соба получения гибридных семян дыни по изобретению имеют специфические характеристики, описан-

ные в настоящем документе как предпочтительные и дополнительные варианты осуществления для рас-

тений по настоящему изобретению. Предпочтительные варианты осуществления и прочие варианты 
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осуществления, описанные в настоящем документе для растений по изобретению, применимы соответст-

венно к способу получения гибридного семени дыни по настоящему изобретению. 

Гибридные семена, получаемые или полученные способом получения гибридных семян дыни по 

настоящему изобретению, также являются вариантом осуществления изобретения. 

Еще один вариант осуществления настоящего изобретения относится к способу получения плода 

дыни, который включает следующие этапы: 

a) выращивание растения, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 с фрагментом интрог-

рессии из хромосомы 5 растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, при этом фрагмент 

интрогрессии содержит последовательность растения-донора между SNP_03 и SNP_04; 

b) сбор плодов растений, выращенных на этапе а). 

Термин "плод" в его ботаническом значении обычно означает структуру, содержащую семя, кото-

рая развивается из завязи цветков покрытосеменных. 

Плоды дыни, получаемые или полученные способом получения плодов дыни по настоящему изо-

бретению, также являются вариантом осуществления изобретения. 

Растения-доноры дыни, устойчивые к ToLCNDV, могут быть идентифицированы с помощью мар-

керов SNP, в частности одного или нескольких или всех из SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и 

SNP_06, которые описаны в настоящем документе. Таким образом, настоящим изобретением впервые 

обеспечивается возможность для специалиста в данной области идентифицировать растения-доноры, из 

которых фрагмент интрогрессии, придающий устойчивость растениям дыни к ToLCNDV, может быть 

перенесен в рекуррентные растения дыни. 

Таким образом, еще один вариант осуществления изобретения относится к применению одного или 

нескольких или всех SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 или SNP_06 для идентификации расте-

ния дыни, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, или его частей (таких как клетки, плоды, листья). 

Предпочтительно применение относится к идентификации устойчивых к ToLCNDV растений-доноров 

дыни и/или рекуррентных растений дыни, а также к идентификации линий скрещивания, сортов или раз-

новидностей, содержащих рекомбинантную хромосому 5, например рекомбинантную хромосому 5, по-

лученную из семян, депонированных в соответствии с настоящим документом, которая при необходимо-

сти включает субфрагмент фрагмента интрогрессии, присутствующего в депонированных семенах. 

Еще один вариант осуществления изобретения относится к применению одного или нескольких или 

всех SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 или SNP_06 для интрогрессии характеристики устойчи-

вости к ToLCNDV в растение дыни, не обладающее устойчивостью к ToLCNDV, в частности в культур-

ную линию или сорт дыни. 

Кроме того, еще один вариант осуществления изобретения относится к применению одного или не-

скольких или всех SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 или SNP_06 для выведения растений ды-

ни, обладающих устойчивостью к ToLCNDV. 

Также предоставляется способ скрининга растений или растительного материала или полученных 

из них ДНК на наличие фрагмента на хромосоме 5, придающего устойчивость к ToLCNDV. Данный спо-

соб включает следующие этапы: 

скрининг геномной ДНК на генотип SNP одного или нескольких или всех SNP_01, SNP_02, 

SNP_03, SNP_04, SNP_05 и SNP_06; и 

при необходимости отбор растений или растительного материала, которые содержат устойчивый 

донорный генотип одного или нескольких или всех SNP_01, SNP_02, SNP_03, SNP_04, SNP_05 и 

SNP_06. 

Также предоставляется способ получения культурного растения С. melo, содержащего фрагмент 

интрогрессии на хромосоме 5, при этом указанный фрагмент интрогрессии содержит QTL ToLCNDV, 

при этом указанный способ включает следующие этапы: 

скрещивание первого культурного растения дыни, чувствительного к ToLCNDV, со вторым, диким 

растением дыни, обладающим устойчивостью к ToLCNDV, при этом указанное второе растение дыни 

содержит СС или СТ генотип для SNP_01 в SEQ: ID NO: 1, и/или ТТ или TG генотип для SNP_02 в  

SEQ ID NO: 2, и/или ТТ или ТС генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для 

SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или СТ генотип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или AG гено-

тип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6; 

сбор семян F1 растения, полученного в результате указанного скрещивания, и обратное скрещива-

ние растения F1 с первым растением дыни для получения популяции обратного скрещивания (BC1) или 

самоопыление указанных растений F1 один или несколько раз для получения популяции F2 или F3 и при 

необходимости самоопыление популяции обратного скрещивания для получения популяции BC1S1, 

при этом указанное F2, F3, ВС1 или BC1S1 растение содержит СС или СТ генотип для SNP_01 в 

SEQ: ID NO: 1, и/или ТТ или TG генотип для SNP_02 в SEQ ID NO: 2, и/или ТТ или ТС генотип для 

SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или СТ гено-

тип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или AG генотип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6. 

Также предоставляется способ идентификации или определения культурного растения С. melo, со-

держащего фрагмент интрогрессии на хромосоме 5, при этом указанный фрагмент интрогрессии содер-
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жит аллель, устойчивый к ToLCNDV, при этом указанный способ включает следующие этапы: 

скрининг растения Cucumis melo с использованием анализа молекулярных маркеров, с помощью 

которого может осуществляться детекция по меньшей мере одного из маркеров SNP, выбранных из 

группы, состоящей из: SNP_01 в SEQ ID NO: 1, SNP_02 в SEQ ID NO: 2, SNP_03 в SEQ ID NO: 3, 

SNP_04 в SEQ ID NO: 4, SNP_05 в SEQ ID NO: 5 и/или SNP_06 в SEQ ID NO: 6; и 

идентификацию и/или отбор растения, содержащего СС или СТ генотип для SNP_01 в SEQ: ID NO: 1, 

и/или ТТ или TG генотип для SNP_02 в SEQ ID NO: 2, и/или ТТ или ТС генотип для SNP_03 в  

SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или СТ генотип для 

SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или AG генотип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6. 

Предоставляется способ получения гибридных растений С. melo F1, содержащих фенотип устойчи-

вости к ToLCNDV, при этом указанный способ включает следующие этапы: 

скрещивание первого инбредного растения дыни, содержащего по меньшей мере одну рекомби-

нантную хромосому 5, при этом рекомбинантная хромосома 5 содержит фрагмент интрогрессии, кото-

рый придает устойчивость к ToLCNDV первому инбредному растению дыни, когда он присутствует в 

гомозиготной или гетерозиготной форме, и при этом указанный фрагмент интрогрессии получен от ди-

кого растения вида Cucumis melo, со вторым инбредным растением дыни, которое может содержать или 

не содержать указанную по меньшей мере одну рекомбинантную хромосому 5, и 

сбор гибридных семян F1, полученных в результате указанного скрещивания. 

Также настоящее изобретение включает способ получения растения дыни, которое включает устой-

чивость к ToLCNDV на хромосоме 5, включающий следующие этапы: 

a) скрининг одного или нескольких диких образцов дыни с использованием анализа молекулярных 

маркеров, с помощью которого может осуществляться детекция по меньшей мере одного из маркеров 

SNP, выбранных из группы, состоящей из SNP_01 в SEQ ID NO: 1, SNP_02 в SEQ ID NO: 2, SNP_03 в 

SEQ ID NO: 3, SNP_04 в SEQ ID NO: 4, SNP_05 в SEQ ID NO: 5 и/или SNP_06 в SEQ ID NO: 6; 

b) идентификацию и/или отбор дикого растения дыни, содержащего СС или СТ генотип для 

SNP_01 в SEQ: ID NO: 1, и/или ТТ или TG генотип для SNP_02 в SEQ ID NO: 2, и/или ТТ или ТС гено-

тип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4, и/или СС или 

СТ генотип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или AG генотип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6; 

c) при необходимости подтверждение наличия характеристики устойчивости к ToLCNDV путем ис-

следования устойчивости; и 

d) при необходимости интродуцирование указанной устойчивости к ToLCNDV от указанного дико-

го образца в культурное растение дыни. 

Предоставляется растение Cucumis melo или его часть, содержащее рекомбинантную хромосому 5, 

причем такая рекомбинантная хромосома 5 содержит фрагмент интрогрессии, который придает расте-

нию Cucumis melo устойчивость к ToLCNDV, когда он присутствует в гомозиготной или гетерозиготной 

форме, при этом указанный фрагмент интрогрессии содержит один, или несколько, или все маркеры од-

ноядерного полиморфизма (SNP) из следующей группы: СС или СТ генотип для SNP_01 в SEQ ID NO: 1, 

ТТ или TG генотип для SNP_02 в SEQ ID NO: 2, ТТ или ТС генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, АА или 

AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4, СС или СТ генотип для SNP_05 в SEQ ID NO: 5, и/или АА или 

AG генотип для SNP_06 в SEQ ID NO: 6, при этом указанный фрагмент интрогрессии получен из дикого 

растения вида Cucumis melo, причем указанное дикое растение имеет средний индекс активности заболе-

вания ToLCNDV по меньшей мере 7.0 по шкале от 1 = мертвое растение до 9 = отсутствие симптомов. 

В соответствии с одним аспектом культурное растение дыни содержит по меньшей мере ТТ или ТС 

генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3, и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4. 

В соответствии с одним аспектом QTL придающий устойчивость к ToLCNDV или фрагмент ин-

трогрессии, содержащий QTL, может быть получен из/присутствует в тех семенах, репрезентативный 

образец которых был депонирован под регистрационным номером NCIMB42585 или в их потомстве 

(вследствие чего потомство сохраняет признак устойчивости к ToLCNDV). 

Информация о внесении семян в базу данных. 

Репрезентативный образец семян культурной дыни, именуемый Cucumis melo TOLCHR5, содержа-

щий фрагмент интрогрессии, придающий устойчивость к ToLCNDV, который интрогрессирован на хро-

мосоме 5 (обратное скрещивание 4, поколение самоопыления 4, BC4S4), был депонирован компанией 

Nunhems B.V. 6 июня 2016 г. в NCIMB Ltd. (Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn Aberdeen, 

Шотландия, АВ21 9YA, UK) согласно Будапештскому договору на основании экспертного решения  

(ЕРС 2000, Правило 32(1)). Семенам были присвоены следующие номера депонирования: NCIMB 42585. 

По требованию заявителя образцы биологического материала и любого материала, полученного из 

него, могут передаваться лишь уполномоченному эксперту в соответствии с правилом 32(1) ЕРС или в 

соответствии с применимым государственным законодательством или договорами, в которых содержат-

ся аналогичные положения и нормы, до указания о выдаче патента, или до момента истечения 20 лет с 

даты подачи заявления, если заявка была отклонена, отозвана или считалась отозванной. 

В течение периода рассмотрения настоящей заявки доступ к внесенным в базу данных образцам бу-

дет предоставляться лицами, определяемым уполномоченным директором Патентного ведомства США, 
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по запросу. С учетом положений Раздела 37 Свода Федеральных Правил США, § 1.808(b) любые ограни-

чения, накладываемые вносящим лицом в отношении внесенного в базу данных материала, после пре-

доставления патента в безотзывном порядке снимаются. Внесенный в базу данных материал сохраняется 

в течение 30 лет или в течение 5 лет со дня последнего запроса или в течение срока действия патента в 

зависимости от того, какой из указанных сроков заканчивается позже; если в течение этого периода ви-

рус станет нежизнеспособным, материал подлежит замене. Заявитель не отказывается от каких-либо 

прав, предоставляемых в соответствии с этим патентом по настоящей заявке или в соответствии с Зако-

ном о защите прав селекционеров (Раздел 7 Свода законов США 2321, и далее). 

Описание последовательностей. 

Символы, отличные от G (гуанин), А (аденин), Т (тимин) и С (цитозин), в последовательностях, 

приведенных в перечне последовательностей, имеют следующие значения. 

R: G или А. 

Y: Т или С. 

М: А или С. 

K: G или Т. 

S: G или С. 

W: А или Т. 

Н: А, или С, или Т. 

В: G, или Т, или С. 

V: G, или С, или А. 

D: G, или А, или Т. 

N: G, или А, или Т, или С. 

В SEQ ID NO: 1-6 нуклеотид SNP устойчивого донора обозначен жирным шрифтом и подчеркива-

нием. 

SEQ ID NO: 1: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_01. 

SEQ ID NO: 1: 

 
SEQ ID NO: 2: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_02. 

SEQ ID NO: 2: 
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SEQ ID NO: 3: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_03. 

SEQ ID NO: 3: 

 
SEQ ID NO: 4: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_04. 

SEQ ID NO: 4: 

 
SEQ ID NO: 5: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_05. 

SEQ ID NO: 5: 

 
SEQ ID NO: 6: последовательность растения-донора, устойчивого к ToLCNDV, содержащая 

SNP_06. 
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SEQ ID NO: 6: 

 
SEQ ID NO: 7: праймер аллель-специфической ПЦР (KASP) для аллеля FAM SNP_01. 

SEQ ID NO: 8: праймер для VIC аллеля SNP_01 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 9: общий праймер для SNP_01 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 10: праймер для FAM аллеля SNP_02 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 11: праймер для VIC аллеля SNP_02 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 12: общий праймер для SNP_02 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 13: праймер для FAM аллеля SNP_03 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 14: праймер для VIC аллеля SNP_03 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 15: общий праймер для SNP_03 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 16: праймер для FAM аллеля SNP_04 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 17: праймер для VIC аллеля SNP_04 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 18: общий праймер для SNP_04 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 19: праймер для FAM аллеля SNP_05 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 20: праймер для VIC аллеля SNP_05 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 21: общий праймер для SNP_05 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 22: праймер для FAM аллеля SNP_06 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 23: праймер для VIC аллеля SNP_06 KASP-анализа. 

SEQ ID NO: 24: общий праймер для SNP_06 KASP-анализа. 

Описание чертежей 

Фиг. 1. Показано рекуррентное растение, чувствительное к ToLCNDV (верхняя фигура), и рекур-

рентное растение, которому была придана устойчивость к ToLCNDV (нижняя фигура) путем интрогрес-

сии фрагмента, содержащего донорную последовательность между SNP_01 и SNP_06. Снимок был сде-

лан через 25 дней после заражения (дпз) ToLCNDV с помощью белокрылки. 

Фиг. 2. Показаны уровни выраженности симптомов через 35 дней после заражения (дпз) ToLCNDV 

путем передачи от белокрылки растения-донора, устойчивого к ToLCNDV (дикий донор), рекуррентного 

растения (рекуррентное растение) и растения, полученного после интрогрессии фрагмента, придающего 

устойчивость к ToLCNDV, рекуррентному растению от растения-донора (интрогрессия). Уровни выра-

женности симптомов определяли в соответствии с описанием в настоящем документе, в разделе "Общие 

методы". 

Общие методы 

1. Определение уровня выраженности симптомов у растений, инфицированных ToLCNDV. 

1.1. Растения и патогены (вирус). 

Для заражения растений дыни используется штамм ToLCNDV, инфицирующий растения дыни (Cu-
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cumis melo). В настоящем изобретении в качестве инокулята использовали штамм ToLCNDV, выделен-

ный в Мурсии, Испания. 

1.2. Распространение ToLCNDV. 

Источник заражения ToLCNDV сохраняется на живых зараженных растениях дыни. Необходимо 

убедиться, что используются чистые изоляты вируса, и что ни источник вируса, ни белокрылки не зара-

жены другими заболеваниями, в частности, другими вирусами (например, CGMMV, CYSDV, CYVY 

SqMV). Для предварительного размножения инокулята ToLCNDV белокрылок (Bemisia tabaci) кормят 

чувствительными (восприимчивыми) к ToLCNDV зараженными растениями дыни в клетке для содержа-

ния насекомых. Перед заражением исследуемых растений инфицированные ToLCNDV растения поме-

щали в клетку для содержания насекомых, белокрылок помещали в ту же клетку и позволяли им питать-

ся зараженными ToLCNDV растениями в течение примерно 3 дней. 

1.3. Инокуляция исследуемых растений. 

Для каждого анализируемого генотипа растений дыни выращивали 14 растений до тех пор, пока не 

распустился первый настоящий лист (как правило, через 12-15 дней после посева), 12 из которых были 

инфицированы, а 2 растения - ложно инфицированы. Также были включены 12 растений восприимчивых 

сортов, в этом эксперименте - сорт Gandalf F1 (Hild Samen) и сорт Vedantrais. 12 растений для каждого 

генотипа, которые должны быть исследованы на устойчивость к ToLCNDV, поместили в клетку для со-

держания насекомых, затем в клетку для содержания насекомых помещали зараженных белокрылок в 

соответствии с описанием в п.1.2 выше. Необходимо убедиться, что на каждое исследуемое растение в 

клетке было по меньшей мере по 5-10 белокрылок. Белокрылки и исследуемые растения сохраняются в 

клетке в течение приблизительно 48 ч, затем белокрылки уничтожаются соответствующим инсектици-

дом. Также два растения на генотип были ложно инфицированы, т.е. они содержались в тех же условиях, 

что и исследуемые растения за исключением того, что белокрылки, используемые для заражения, не бы-

ли инфицированы ToLCNDV. 

1.4. Выращивание инфицированных исследуемых растений. 

Инфицированные исследуемые растения, полученные в соответствии с описанием в п.1.3, переса-

дили в горшки большего размера и перенесли в теплицу с охлаждающим оборудованием. Растения вы-

ращивали при температуре приблизительно 18°С ночью и приблизительно 25°С днем со световым пе-

риодом 14-16 ч. Инфицированные растения для каждого инфицированного генотипа выращивали в двух 

повторных опытах на двух разных участках, на каждом из которых было размещено 6 растений, инфици-

рованных ToLCNDV и одно ложно инфицированное растение. Участки были рандомизированы в отно-

шении площади выращивания. 

1.5. Оценка уровня выраженности симптомов инфекции ToLCNDV Оценка уровня выраженности 

симптомов может осуществляться уже приблизительно через 15 дней после заражения (дпз) ToLCNDV, 

но предпочтительно производится приблизительно через 30 дней после заражения (дпз) ToLCNDV или 

позже. В случае если имеются растения, демонстрирующие выздоровление от вирусной инфекции, даль-

нейшую оценку симптома проводят приблизительно через 45 дней после заражения (дпз) ToLCNDV. 
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Используют следующие уровни выраженности симптомов в соответствии с фенотипами, указанны-

ми ниже. 

 
1.6. Дополнительные исследования, проводимые при необходимости. 

Рекомендуется использовать по меньшей мере один генотип с высокой степенью устойчивости к 

ToLCNDV (уровень симптомов 8-9) и один генотип с высокой степенью чувствительности к ToLCNDV 

(уровень симптомов 1) в каждой экспериментальной модели. Кроме того, в каждую экспериментальную 

модель рекомендуется также включать генотип, являющийся промежуточно устойчивым к инфекции 

ToLCNDV. Наилучшие результаты достигаются, когда включены упомянутые генотипы, а уровни выра-

женности симптомов каждого генотипа оцениваются относительно результатов, полученных для геноти-

пов с высокой устойчивостью, высокой чувствительностью и промежуточной устойчивостью. Эти гено-

типы также дают четкое указание на степень заражения ToLCNDV растений дыни белокрылками. 

Кроме того, рекомендуется осуществлять проверку инфицирования и распространения ToLCNDV 

на зараженных и контрольных растениях. Это может быть сделано путем проверки наличия и количества 

вирусной ДНК в верхних частях растений. Подходящим способом проверки наличия и количества ДНК 

ToLCNDV в верхних частях растения является гибридизация растительного материала с помощью зонда, 

гибридизующегося с ДНК используемого штамма ToLCNDV. Различные техники гибридизации хорошо 

известны специалистам. Для получения ценных результатов достаточно несложного, так называемого 

точечного, анализа. Также могут быть использованы методы ПНР или количественной ПЦР. 

Примеры 

1. Отбор растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV. 

Проводилось исследование уровня выраженности симптомов для диких образцов дыни проверяли 

на устойчивость к ToLCNDV в соответствии с исследованием, описанным в разделе "Общие методы". 

Было идентифицировано дикое донорское растение, обладающее высокой устойчивостью к ToLCNDV и 

имеющее уровень устойчивости около 7 (как будет показано ниже, средний индекс активности заболева-

ния составляет 7.4, в то время как восприимчивое растение имеет средний индекс активности заболева-

ния 2.0). 

2. Идентификация геномного местоположения устойчивости к ToLCNDV. 

Были разработаны три популяции картирования, включая использование растения-донора, полу-

ченного в примере 1, для картирования положения фрагмента, придающего устойчивость к ToLCNDV 

(QTL), в геноме растения-донора дыни. 

Анализ в этих картографических популяциях выявил один основной QTL, связанный с устойчиво-

стью, расположенный на хромосоме 5 и показывающий доминантные паттерны наследования. 

Величина обнаруженного фрагмента QTL и наблюдаемые закономерности наследования предпола-

гают наличие одного локуса доминантного гена. Из устойчивого материала авторами изобретения были 

разработаны линии ВС (обратное скрещивание) для точного картирования и дальнейшего исследования 

устойчивости, полученной от донора. Генотипические результаты в 10 продвинутых семействах ВС, раз-

работанных посредством фенотипического отбора, показали >93% соответствия с отдельными феноти-

пами. 
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Маркеры, идентифицированные во время точного картирования, и их соответствующие положения 

в соответствии с общеизвестными данными из работы Diaz et al. (2015, Mol. Breeding., 35, 188) представ-

лены в следующей таблице. 

 
3. Разработка KASP-анализа. 

Для выявления SNP, фланкирующих QTL, был разработан KASP-анализ. SNP, связанные с QTL, 

могут быть определены с использованием следующих праймеров в KASP-анализе. 

 
4. Интрогрессия ToLCNDV в культурное растение дыни. 

Осуществляли обратное скрещивание с культурными растениями дыни и получены рекуррентные 

растения дыни, обладающие повышенной устойчивостью к ToLCNDV. Присутствие QTL в этих линиях 

было установлено с использованием последовательностей KASP-анализа, показанных в примере 3. Ре-

презентативный результат для уровня выраженности симптомов ToLCNDV, полученного для этих расте-

ний, представлен в следующей таблице и на фиг. 2. Уровни выраженности симптомов определяли через 

35 дней после заражения (дпз) в соответствии с методом, описанным в настоящем документе в разделе 

"Общие методы". 

 
СЗДИГ: среднее значение 

для исследуемого генотипа; 

СО: среднее отклонение. 

Дополнительное обратное скрещивание сделано для введения устойчивости в элитные сорта Пьель 

де сапо, Галия, Канталупа и Шаранта. Генотипические результаты в 10 продвинутых семействах ВС, 

разработанных посредством фенотипического отбора, проявляют >93% соответствия с отдельными фе-

нотипами. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Клетка растения дыни, содержащая фрагмент интрогрессии на хромосоме 5 из растения-донора, 

обладающего устойчивостью к вирусу курчавости листьев томата Нью-Дели (ToLCNDV), отличающаяся 

тем, что фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нуклеотиде 68 

SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии получают из 

семян, депонированных под номером доступа NCIMB 42585. 

2. Растение дыни, обладающее устойчивостью к ToLCNDV, содержащее клетки растения дыни по 

п.1. 

3. Семя дыни, содержащее клетки растения по п.1. 

4. Плод дыни, содержащий клетки растения по п.1. 

5. Материал для размножения растения дыни, содержащий клетки растения по п.1, причем матери-

ал для размножения выбран из черенков или материала тканевой культуры in vitro. 

6. Способ получения растения дыни, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, включающий сле-

дующие этапы: 
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a) отбор растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, содержащего фрагмент на 

хромосоме 5, где фрагмент придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нуклеотиде 68  

SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4 и где фрагмент получают из семян, депони-

рованных под номером доступа NCIMB 42585; 

b) скрещивание растения-донора, отобранного на этапе а), с растением, не обладающим устойчиво-

стью к ToLCNDV; 

c) получение семян из растений, полученных путем скрещивания на этапе b); и 

d) проверка того, обладают ли растения, выращенные из семян, полученных на этапе с), устойчиво-

стью к ToLCNDV и содержат ли они тимин в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 

SEQ ID NO: 4. 

7. Способ получения семян дыни, включающий следующие этапы: 

a) выращивание растения дыни, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 с фрагментом ин-

трогрессии на хромосоме 5 из растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, причем фраг-

мент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 

и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии получают из семян, депониро-

ванных под номером доступа NCIMB 42585; 

b) сбор плодов растений дыни, выращенных на этапе а); и 

c) сбор семян из плодов, полученных на этапе b). 

8. Способ получения гибридных семян дыни, включающий следующие этапы: 

a) получение первого инбредного растения дыни, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 

с фрагментом интрогрессии на хромосоме 5 из растения-донора, обладающего устойчивостью к 

ToLCNDV, причем фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нук-

леотиде 68 SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии по-

лучают из семян, депонированных под номером доступа NCIMB 42585; 

b) получение второго инбредного растения дыни, содержащего или не содержащего хромосому 5 с 

фрагментом интрогрессии на хромосоме 5 из растения-донора, обладающего устойчивостью к 

ToLCNDV, причем фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нук-

леотиде 68 SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии по-

лучают из семян, депонированных под номером доступа NCIMB 42585; 

c) скрещивание растения, полученного на этапе а), с растением, полученным на этапе b); и 

d) отбор семян, полученных в результате скрещивания на этапе с). 

9. Способ получения плода дыни, включающий следующие этапы: 

a) выращивание растения, содержащего по меньшей мере одну хромосому 5 с фрагментом интрог-

рессии на хромосоме 5 из растения-донора, обладающего устойчивостью к ToLCNDV, причем фрагмент 

интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 и/или 

аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии получают из семян, депонированных 

под номером доступа NCIMB 42585; 

b) сбор плодов растений, выращенных на этапе а). 

10. Способ скрининга растений, или растительного материала, или полученных из них ДНК на на-

личие фрагмента интрогрессии на хромосоме 5, придающего устойчивость к ToLCNDV, причем фраг-

мент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нуклеотиде 68 SEQ ID NO: 3 

и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии получают из семян, депониро-

ванных под номером доступа NCIMB 42585, при этом способ включает следющие этапы: 

скрининг геномной ДНК на генотип SNP одного, или нескольких, или всех SNP_03 в нуклеотиде 68 

SEQ ID NO: 3 и SNP_04 в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4; и 

отбор растений или растительного материала, которые содержат ТТ или ТС генотип для SNP_03 в 

SEQ ID NO: 3 и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4. 

11. Способ идентификации или определения культурного растения С. melo, содержащего фрагмент 

интрогрессии на хромосоме 5, где указанный фрагмент интрогресси содержит аллель, устойчивый к 

ToLCNDV, причем фрагмент интрогрессии придает устойчивость к ToLCNDV и содержит тимин в нук-

леотиде 68 SEQ ID NO: 3 и/или аденин в нуклеотиде 227 SEQ ID NO: 4, где фрагмент интрогрессии по-

лучают из семян, депонированных под номером доступа NCIMB 42585, при этом способ включает сле-

дующие этапы: 

скриниг растения Cucumis melo с использованием анализа молекулярных маркеров, детектирующе-

го по меньшей мере один из маркеров SNP, выбранных из группы, состоящей из SNP_03 в SEQ ID NO: 3 

и SNP_04 в SEQ ID NO: 4; и 

идентификация и/или отбор растения, содержащего ТТ или ТС генотип для SNP_03 в SEQ ID NO: 3 

и/или АА или AG генотип для SNP_04 в SEQ ID NO: 4. 
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Фиг. 1 

 

 
Фиг. 2 
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