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Перекрестные ссылки на родственные заявки 

Изобретение испрашивает приоритет предварительной заявки США № 62/746158, поданной 16 ок-

тября 2018 г., описание которой полностью включено в данный документ посредством ссылки. 

Включение списка последовательностей 

Перечень последовательностей, содержащийся в файле, названном "MONS450WO_ST25", имею-

щем размер 16483 байт (согласно измерениям в MS-Windows) и созданном 12 сентября 2019 г., подан в 

электронном виде и включен в данный документ посредством ссылки. 

Область техники 

Изобретение относится к рекомбинантным молекулам ДНК объекта Brassica MON94100. Изобрете-

ние также относится к трансгенным растениям Brassica, их частям, семенам, клеткам и сельскохозяйст-

венным продуктам, содержащим объект Brassica MON94100, а также к способам применения и обнару-

жения объекта Brassica MON94100. Трансгенные растения Brassica, их части, семена и клетки, содержа-

щие объект Brassica MON94100, проявляют толерантность к дикамбе. 

Уровень техники 

Культуры Brassica важны во многих регионах мира, и использование гербицидов для борьбы с сор-

няками в растениеводстве является хорошо зарекомендовавшим себя инструментом. Сорняки конкури-

руют с культурными растениями за пространство, питательные вещества, воду и свет, и могут загрязнять 

урожай, что делает борьбу с сорняками важной задачей в сельском хозяйстве. Методы биотехнологии 

были использованы для получения трансгенного растения Brassica, которое обладает чертой толерантно-

сти к конкретному гербициду из-за экспрессии гетерологичного гена, также известного как трансген. 

Трансгенная толерантность к гербицидам позволяет использовать гербицид в среде выращивания сель-

скохозяйственных культур без повреждения урожая, тем самым улучшая борьбу с сорняками и поддер-

живая урожайность сельскохозяйственных культур. Трансгенные признаки Brassica в отношении толе-

рантности к глифосату и толерантности к глуфосинату являются примерами характеристик толерантно-

сти к гербицидам, которые широко используются в коммерческом производстве Brassica для борьбы с 

сорняками. Признак толерантности к гербицидам может использоваться отдельно или в сочетании с дру-

гими признаками, и комбинации признаков толерантности к гербицидам могут быть желательными для 

обеспечения вариантов борьбы с сорняками, которые повышают гибкость и выбор производителя и по-

зволяют использовать несколько механизмов действия гербицидов для борьбы с проблемными сорняка-

ми. Комбинация признаков может быть достигнута путем объединения каждого индивидуального при-

знака при скрещивании. 

Трансгенные признаки обусловлены присутствием в геноме трансгенного объекта, который пред-

ставляет собой уникальную последовательность ДНК в конкретном месте хромосомы. Объект создается 

посредством одноразовой случайной вставки кассеты трансгенной экспрессии в одно конкретное место в 

геноме растения. Каждый объект является уникальным, и на экспрессию трансгена в трансгенном расте-

нии, части, семени или клетке и, следовательно, на эффективность трансгена для каждого объекта может 

влиять множество различных факторов, таких как элементы, используемые в кассете трансгенной экс-

прессии, взаимодействие этих элементов, геномное расположение трансгенной вставки и хромосомный 

контекст трансгенной вставки. Например, было замечено, что могут быть большие различия в общем 

уровне экспрессии трансгена или в пространственном или временном паттерне экспрессии трансгена 

между сходно продуцируемыми объектами. По этой причине необходимо произвести и протестировать 

сотни отдельных объектов, чтобы в конечном итоге определить один объект, пригодный для коммерче-

ских сельскохозяйственных целей. Создание и выбор объекта с качествами, необходимыми для коммер-

ческого растениеводства представляет собой научный процесс, включающий годы испытаний растений, 

молекулярной характеристики, полевых испытаний и анализа данных. Во-первых, кассета трансгенной 

экспрессии должна быть разработана, протестирована и оптимизирована для экспрессии конкретного 

трансгена в конкретной культуре. Затем необходимо произвести тысячи уникальных объектов и проана-

лизировать их с помощью нескольких поколений растений, в различных полевых условиях и генетиче-

ском фоне, чтобы выбрать уникальный, превосходный объект для коммерческого использования. Такой 

объект, однажды идентифицированный как имеющий желаемую экспрессию трансгена и молекулярные 

характеристики, может быть использован для внедрения признака в другие генетические фоны Brassica с 

использованием методов селекции растений для получения ряда различных сортов Brassica, которые со-

держат новый признак в сочетании с другими желательными качествами, такими как нативные признаки, 

высокоурожайная зародышевая плазма, устойчивость к болезням, признаки для производства гибридных 

семян и другие трансгенные признаки толерантности к гербицидам. 

Краткое изложение сущности изобретения 

Изобретение относится к рекомбинантным молекулам ДНК, содержащим последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 

NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. В одном варианте 

осуществления молекула рекомбинантной ДНК получена из растения, семени или клетки, содержащей 

объект Brassica MON94100, репрезентативный образец семян, содержащий объект, депонирован в АТСС 

под номером доступа РТА-125182. В другом варианте осуществления молекула рекомбинантной ДНК 
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находится в растении, клетке, семени или части растения, содержащих объект Brassica MON94100, ре-

презентативный образец семян, содержащих объект, депонирован в АТСС как РТА-125182. В другом 

варианте осуществления молекула рекомбинантной ДНК является ампликоном для диагностики присут-

ствия объекта Brassica MON94100. 

В изобретении предложена молекула ДНК, имеющая достаточную длину смежных нуклеотидов 

SEQ ID NO: 10 для функционирования в качестве ДНК-зонда, специфичного для SEQ ID NO: 10 в образ-

це ДНК, полученной из растения Brassica, семени Brassica или клетки Brassica. В одном варианте осуще-

ствления ДНК-зонд включает SEQ ID NO: 13. 

Изобретение относится к паре молекул ДНК, содержащей первую молекулу ДНК и вторую молеку-

лу ДНК, причем каждая первая и вторая молекулы ДНК содержат фрагмент SEQ ID NO: 10 и действуют 

как праймеры ДНК при совместном использовании в реакции амплификации с ДНК, содержащий объект 

Brassica MON94100 для создания ампликона, диагностического для объекта Brassica MON94100 в образ-

це. В одном варианте осуществления праймеры ДНК включает SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12. 

В изобретении предложен способ обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100 в образце 

ДНК, полученном из растения Brassica, семени Brassica или клетки Brassica, причем способ включает: 

приведение образца в контакт с ДНК-зондом; воздействие на образец и ДНК-зонд жестких условий гиб-

ридизации; и обнаружение гибридизации ДНК-зонда с молекулой ДНК в образце, при этом гибридиза-

ция ДНК-зонда с молекулой ДНК указывает на присутствие объекта Brassica MON94100 в образце ДНК. 

В изобретении предложен способ обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100 в образце 

ДНК, полученном из растения Brassica, семени Brassica или клетки Brassica, причем способ включает: 

приведение образца в контакт с парой молекул ДНК, которые функционируют как праймеры ДНК; про-

ведение реакции амплификации, достаточной для получения ампликона ДНК, содержащего последова-

тельность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 8, SEQ ID 

NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1; и обна-

ружение присутствия ампликона ДНК, причем присутствие ампликона ДНК указывает на присутствие 

образца Brassica MON94100 в образце. 

В изобретении предлагается способ обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100 в образ-

це, полученном из растения Brassica, семени Brassica или клетки Brassica, который включает: приведение 

образца в контакт по меньшей мере с одним антителом, специфичным для белка, кодируемого объектом 

Brassica MON94100; и обнаружение связывания антитела с белком в образце, причем связывание антите-

ла с белком указывает на присутствие объекта Brassica MON94100 в образце. В изобретении предложены 

набор для обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100, содержащий ДНК-зонд, специфичный 

для SEQ ID NO: 10, пару праймеров ДНК, которые создают ампликон, диагностический для объекта 

Brassica MON94100, или антитело, специфичное для белка, кодируемого объектом Brassica MON94100. 

В изобретении предложены растение, семя, клетка, часть растения или товарный продукт, содер-

жащие молекулу ДНК, содержащую последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 

NO: 8, SEQ ID NO: 9 и SEQ ID NO: 10. В одном варианте осуществления растение, семя, клетка или 

часть растения толерантны к дикамбе. 

В изобретении предложен способ борьбы с сорняками на участке, включающий посадку растений 

Brassica, содержащих объект Brassica MON94100, и применение эффективного количества дикамбы для 

борьбы с сорняками на участке без повреждения Brassica. В одном варианте осуществления эффективное 

количество дикамбы составляет от около 0,1 до около 16 фунтов к.э./акр в течение вегетационного пе-

риода. В одном варианте осуществления эффективное количество дикамбы составляет от около 0,5 до 

около 2 фунта к.э./акр в течение вегетационного периода. 

В изобретении предложен способ борьбы с самосевом Brassica, содержащим объект Brassica 

MON94100, на участке, включающий нанесение гербицидно эффективного количества по меньшей мере 

одного гербицида, отличного от дикамбы, причем нанесение гербицида предотвращает рост растений 

Brassica, содержащих объект Brassica MON94100. В одном варианте осуществления гербицид выбирают 

из группы, состоящей из 2,4-D (2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), бромоксинила (3,5-дибром-4-

гидроксибензонитрила) и MCPA амина (4-хлор-2-метилфеноксиуксусной кислоты). 

В изобретении предложен способ получения растения, толерантного к дикамбе, включающий: 

скрещивание растения, содержащего объект Brassica MON94100, с самим собой или со вторым растени-

ем для получения семени; и идентификацию семени-потомка, которое содержит объект Brassica 

MON94100. В одном варианте осуществления идентификацию семени-потомка, которое содержит объ-

ект Brassica MON94100, осуществляют путем выращивания семени-потомка для получения растений-

потомков; обработки растений-потомков эффективным количеством дикамбы; и выбора растения-

потомка, толерантного к дикамбе. В одном варианте осуществления идентификацию семени-потомка, 

которое содержит объект Brassica MON94100, осуществляют путем обнаружения присутствия объекта 

Brassica MON94100 в образце, полученном из семени-потомка. В одном варианте осуществления иден-

тификацию семени-потомка, которое содержит объект Brassica MON94100, осуществляют путем обна-

ружения присутствия по меньшей мере одного белка, кодируемого объектом Brassica MON94100, в об-
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разце, полученном из семени-потомка. 

В данном изобретении также предложен способ определения зиготности растения в отношении 

объекта Brassica MON94100, включающий приведение в контакт образца, содержащего ДНК, получен-

ную из растения, с набором праймеров, способных создать первый ампликон, диагностический для при-

сутствия образца Brassica MON94100, и второй ампликон, диагностический для геномной ДНК Brassica 

дикого типа, не содержащий объект Brassica MON94100; осуществление реакции амплификации нуклеи-

новой кислоты; обнаружение первого и второго ампликонов, причем присутствие обоих ампликонов ука-

зывает на то, что образец является гетерозиготным по объекту Brassica MON94100, а присутствие только 

первого ампликона указывает на то, что образец является гомозиготным по объекту Brassica MON94100. 

В одном варианте осуществления набор праймеров включает SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12. 

В изобретении предложен способ увеличения толерантности к дикамбе у растения Brassica, вклю-

чающий получение конструкции ДНК, содержащей кассету экспрессии, которая содержит функциональ-

но связанные (a) промотор из вируса хлоротической полосатости арахиса, (b) лидерную последователь-

ность из вируса гравировки табака, (с) транзитный пептид хлоропласта рибулозо-1,5-

бисфосфаткарбоксилазы из Pisum sativum, (d) кодирующую последовательность дикамбамонооксигеназы 

из Stenotrophomonas maltophilia и (е) 3' НТО из Medicago truncatula; и вставку конструкции ДНК в геном 

клетки Brassica; регенерацию клетки Brassica в растение Brassica; и отбор растения Brassica, содержаще-

го конструкцию ДНК. В одном варианте осуществления отбор осуществляют посредством обработки 

растения Brassica эффективным количеством дикамбы. В одном варианте осуществления растение Bras-

sica, семя Brassica или клетки Brassica, толерантные к дикамбе, полученные способом, причем растение 

Brassica, семена Brassica или клетка Brassica содержат конструкцию ДНК. В другом варианте осуществ-

ления растение Brassica, семя Brassica или клетки Brassica, полученные способом, содержат SEQ ID NO: 

10. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 представлена последовательность объекта Brassica MON94100. 

Горизонтальные линии соответствуют положениям SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 и SEQ ID NO: 9 относительно 

SEQ ID NO: 10; горизонтальные стрелки, помеченные SQ51321 (SEQ ID NO: 11) и SQ13805 (SEQ ID NO: 

12) представляют собой приблизительное положение пары праймеров, которые можно использовать для 

обнаружения объекта Brassica MON94100; а горизонтальная линия, помеченная РВ4832 (SEQ ID NO: 13), 

представляет собой приблизительное положение ДНК-зонда, который можно использовать для обнару-

жения объекта Brassica MON94100. 

На фиг. 2 представлена кассета экспрессии объекта Brassica MON94100 относительно SEQ ID NO: 9 

с генетическими элементами, помеченными, как описано в табл. 1. 

Краткое описание последовательностей 

SEQ ID NO: 1 представляет собой последовательность ДНК длиной тридцать нуклеотидов, пред-

ставляющую 5'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 1 соответствует 

положениям нуклеотидов с 986 по 1015 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 2 представляет собой последовательность ДНК длиной тридцать нуклеотидов, пред-

ставляющую 3'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 2 соответствует 

положениям нуклеотидов с 3899 по 3928 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 3 представляет собой последовательность ДНК длиной шестьдесят нуклеотидов, пред-

ставляющую 5'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 3 соответствует 

положениям нуклеотидов с 971 по 1030 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 4 представляет собой последовательность ДНК длиной шестьдесят нуклеотидов, пред-

ставляющую 3'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 4 соответствует 

положениям нуклеотидов с 3884 по 3943 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 5 представляет собой последовательность ДНК длиной сто нуклеотидов, представляю-

щую 5'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 5 соответствует положени-

ям нуклеотидов с 951 по 1050 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 6 представляет собой последовательность ДНК длиной сто нуклеотидов, представляю-

щую 3'-соединение геномной ДНК Brassica и вставки трансгена. SEQ ID NO: 6 соответствует положени-

ям нуклеотидов с 3864 по 3963 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 7 представляет собой последовательность ДНК длиной 1104 нуклеотидов, представ-

ляющую 1000 нуклеотидов 5'-фланкирующей геномной ДНК Brassica и 104 нуклеотида 5'-конца вставки 

трансгена. 

SEQ ID NO: 8 представляет собой последовательность ДНК длиной 1281 нуклеотидов, представ-

ляющую 281 нуклеотид 3'-конца вставки трансгена и 1000 нуклеотидов 3'-фланкирующей геномной по-

следовательность ДНК Brassica. 

SEQ ID NO: 9 представляет собой последовательность ДНК длиной 2913 нуклеотидов, соответст-

вующую трансгенной вставке объекта Brassica MON94100. 

SEQ ID NO: 10 представляет собой последовательность ДНК длиной 4913 нуклеотидов, соответст-



044068 

- 4 - 

вующую объекту Brassica MON94100; последовательность содержит 5'-фланкирующую последователь-

ность геномной ДНК от положений 1 до 1000, вставку трансгенной ДНК от положений 1001 до 3913 и 3'-

фланкирующую последовательность геномной ДНК от положения 3914 до 4913. 

SEQ ID NO: 11 представляет собой последовательность ДНК длиной 23 нуклеотида, соответствую-

щую праймеру, обозначенному как SQ51321, и используемому для идентификации объекта ДНК Brassica 

MON94100 в образце; он соответствует положениям с 3953 по 3931 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 12 представляет собой последовательность ДНК длиной 26 нуклеотидов, соответст-

вующую праймеру, обозначенному как SQ13805, и используемому для идентификации объекта ДНК 

Brassica MON94100 в образце; он соответствует положениям с3839по3864 SEQ ID NO: 10. 

SEQ ID NO: 13 представляет собой последовательность ДНК длиной 16 нуклеотидов, соответст-

вующую зонду, обозначенному как РВ4832, и используемому для идентификации объекта ДНК Brassica 

MON94100 в образце; он соответствует положениям с 3869 по 3881 SEQ ID NO: 10. 

Подробное описание сущности изобретения 

Следующие определения и способы предназначены для лучшего определения изобретения и для 

руководства специалистами в данной области техники при практическом применении изобретения. Если 

не указано иное, термины следует понимать в соответствии с их обычным использованием специалиста-

ми в соответствующей области техники. 

Методы трансформации растений используются для случайной вставки чужеродной ДНК (также 

известной как трансгенная ДНК) в хромосому генома клетки для получения генетически модифициро-

ванной клетки, также называемой "трансгенной" или "рекомбинантной" клеткой. С помощью этого ме-

тода трансформируются многие отдельные клетки, каждая из которых приводит к уникальному транс-

генному объекту из-за случайной вставки чужеродной ДНК в геном. Затем трансгенное растение регене-

рируют из каждой отдельной трансгенной клетки. В результате каждая клетка трансгенного растения 

содержит уникально встроенный трансгенный объект в качестве стабильной части своего генома. Затем 

это трансгенное растение можно использовать для получения растений-потомков, каждое из которых 

содержит уникальный трансгенный объект. Объект Brassica MON94100 был создан и отобран посредст-

вом: (i) трансформации тысяч клеток Brassica с помощью конструкции ДНК, содержащей кассету транс-

генной экспрессии (выбранной после конструирования и тестирования множества различных кассет экс-

прессии), (ii) регенерации популяция трансгенных растений, каждое из которых содержит уникальный 

трансгенный объект, и (iii) строгого многолетнего отбора объектов, включающего тестирование и анализ 

молекулярных характеристик, эффективности толерантности к гербицидам и агрономических свойств в 

различных генетических фонах для тысяч объектов в десятках тысяч растений. Таким образом, был по-

лучен объект Brassica MON94100, который был выбран как уникально превосходное растение, пригодное 

для широкомасштабных сельскохозяйственных коммерческих целей. 

Акт встраивания трансгенной ДНК в геном растения Brassica осуществляется способами трансфор-

мации растений, известными в данной области техники, и приводит к созданию новой последовательно-

сти трансгенной геномной ДНК, известной как "трансгенный объект" или "объект". Последовательность 

ДНК объекта состоит из вставленной чужеродной ДНК (называемой "трансгенной вставкой") и геномной 

ДНК, непосредственно примыкающей к трансгенной вставке или "фланкирующей" трансгенную вставку 

по обе стороны от места вставки (называемой "фланкирующая ДНК"). Последовательность ДНК объекта 

уникальна и специфична для данного объекта, и ее можно легко идентифицировать при сравнении с дру-

гими последовательностями ДНК, такими как последовательность других объектов или нетрансформи-

рованная геномная ДНК Brassica. Объект Brassica MON94100 имеет новую и уникальную последова-

тельность ДНК, представленную как SEQ ID NO: 10, которая содержит последовательность трансгенной 

вставки, представленную как SEQ ID NO: 9, и 5'- и 3'-фланкирующие последовательности ДНК, пред-

ставленные в SEQ ID NO: 7 и SEQ ID NO: 8 соответственно. Объект Brassica MON94100, таким образом, 

представляет собой молекулу ДНК, которая является неотъемлемой частью хромосомы трансгенных 

клеток и растений Brassica, содержащих объект, и как таковая является статической и может передавать-

ся клеткам- и растениям-потомкам. Данное изобретение также относится к потомству исходной транс-

формированной клетки и растения, которые содержат объект Brassica MON94100. Такое потомство мо-

жет быть получено из культуры клеток и тканей, путем самоопыления растения Brassica, содержащего 

объект Brassica MON94100 или путем скрещивания растения Brassica, содержащего объект Brassica 

MON94100 и другого растения, которое содержит или не содержит объект. Такое другое растение может 

быть трансгенным растением, содержащим тот же или другой объект(ы), или нетрансгенным растением, 

например, растением другого сорта. Объект Brassica MON94100 передается от первоначального родителя 

через каждое поколение к потомству. 

В контексте данного документа термин "Brassica" означает растение, которое является представите-

лем рода Brassica, и включает все сорты растений, которые могут быть скрещены с Brassica. Растения 

рода Brassica, пригодные при практическом применении способов по данному изобретению, включают, 

без ограничения, сорта Brassica napus (широко известные как рапс, а некоторые сорта могут упоминаться 

как канола), Brassica juncea, Brassica napobrassica, Brassica oleracea, Brassica carinata, Brassica napus, Bras-

sica rapa и Brassica campestris, а также любые другие растения, относящиеся к роду Brassica которые при-
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годны для скрещивания с видами Brassica. Поскольку Brassica napus является аллотетраплоидом, полу-

ченным посредством скрещивания и сохранения обоих геномов Brassica rapa (ранее Brassica campestris) и 

Brassica oleracea, растение Brassica napus, содержащее объект Brassica MON94100 может использоваться 

в методах разведения для интродукции объекта Brassica MON94100, и, таким образом, признака толе-

рантности к дикамбе в другие растения рода Brassica. В контексте данного документа термин "канола" 

или "растение канола" относится к растению Brassica, которое можно использовать для производства 

масла канолы (т.е. масла, отвечающего определенному качеству, содержащего менее 2 % эруковой ки-

слоты). 

Изобретение относится к объекту Brassica MON94100, который обеспечивает клетки, растения и 

семена Brassica, содержащие данный объект, толерантностью к дикамбе. Объект Brassica MON94100 со-

держат кассету экспрессии для экспрессии белка DMO. В контексте данного документа термин "кассета 

экспрессии" или "кассета" представляет собой рекомбинантную молекулу ДНК, содержащую комбина-

цию различных элементов, которые должны быть экспрессированы трансформированной клеткой. В 

табл. 1 представлен список элементов, содержащихся в SEQ ID NO: 9 и проиллюстрированных на фиг. 2. 

Таблица 1 

Описание объекта Brassica MON94100 

 

 
В контексте данного документа термин "рекомбинантный" относится к неприродной ДНК, белку 

или организму, которые обычно не встречаются в природе и которые были созданы посредством вмеша-

тельства человека. В контексте данного документа "рекомбинантная молекула ДНК" представляет собой 

молекулу ДНК, содержащую комбинацию молекул ДНК, которые не могут встречаться вместе в естест-

венных условиях, и является результатом вмешательства человека, например, молекула ДНК, которая 

состоит из комбинации по меньшей мере двух молекул ДНК, гетерологичных друг другу, такая как мо-

лекула ДНК, которая содержит трансген и геномную ДНК растения, граничащую с трансгеном. Приме-

ром рекомбинантной молекулы ДНК является молекула ДНК, содержащая по меньшей мере одну после-

довательность, выбранную из SEQ ID NO: 1-10. В контексте данного документа "рекомбинантное расте-

ние" означает растение, которое обычно не существует в природе, является результатом вмешательства 
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человека и содержит молекулу трансгенной ДНК. В результате такого геномного изменения рекомби-

нантное растение является чем-то новым и заметно отличается от родственного растения дикого типа. 

Примером рекомбинантного растения является растение Brassica, содержащее объект Brassica 

MON94100. 

В контексте данного документа термин "трансген" относится к молекуле ДНК, искусственно вклю-

ченной в геном организма в результате вмешательства человека, например, методами трансформации 

растений. Трансген может быть гетерологичным организму. В контексте данного документа термин 

"трансгенная вставка" относится к чужеродной ДНК, вставленной методами трансформации растений в 

геном Brassica для получения объекта Brassica MON94100. Последовательность трансгенной вставки 

объекта Brassica MON94100 представлена как SEQ ID NO: 9. Термин "трансгенный" относится к содер-

жащему трансген, например "трансгенное растение" относится к растению, содержащему трансген. В 

контексте данного документа термин "гетерологичный" относится к первой молекуле, обычно не связан-

ной со второй молекулой или организмом в природе. Например, молекула ДНК может быть от первого 

вида и вставлена в геном второго вида. Таким образом, молекула ДНК будет гетерологичной по отноше-

нию к геному и организму. 

В контексте данного документа термин "химерная" относится к одиночной молекуле ДНК, полу-

ченной путем слияния первой молекулы ДНК со второй молекулой ДНК, где ни первая, ни вторая моле-

кула ДНК обычно не встречаются в этой конфигурации, слитыми с другой. Таким образом, химерная 

молекула ДНК представляет собой новую молекулу ДНК, обычно не встречающуюся в природе. Приме-

ром химерной молекулы ДНК является молекула ДНК, содержащая по меньшей мере одну последова-

тельность, выбранную из SEQ ID NO: 1-10. 

В контексте данного документа термин "DMO" или "дикамбамонооксигеназа" относится к белку, 

который катализирует дезактивацию дикамбы посредством реакции О-деметилирования до негербицид-

ного соединения 3,5-дихлорсалициловой кислоты. Дикамбамонооксигеназа была первоначально выделе-

на из Stenotrophomonas maltophilia, микроорганизма, который обычно встречается в ризосфере почвы. 

Иллюстративные последовательности молекул нуклеиновых кислот, кодирующих дикамбамонооксиге-

назы, и белковые последовательности, кодируемые этими молекулами нуклеиновых кислот, известны в 

данной области техники и описаны, например, в патенте США № 7884262. 

В контексте данного документа термин "выделенный" относится к отделению молекулы от других 

молекул, которые обычно связаны с ней в своем родном или естественном состоянии. Таким образом, 

термин "выделенный" может относиться к молекуле ДНК, которая была отделена от другой молекулы 

(молекул) ДНК, которая связана с ней в своем естественном или природном состоянии. Такая молекула 

ДНК может находиться в рекомбинантном состоянии, например как рекомбинантная молекула ДНК. Та-

ким образом, молекула ДНК, удаленная из ее естественного состояния и слитая с другой молекулой 

ДНК, с которой она обычно не связана, будет выделенной молекулой ДНК. Такая выделенная молекула 

ДНК может возникнуть в результате использования методов биотехнологии, таких как изготовление ре-

комбинантной ДНК или интеграции чужой молекулы ДНК в хромосому клетки, растения или семени. 

Данное изобретение относится к молекулам ДНК и их соответствующим последовательностям 

ДНК. В контексте данного документа термины "ДНК" и "молекула ДНК" относятся к молекуле дезокси-

рибонуклеиновой кислоты (ДНК). Молекула ДНК может иметь геномное или синтетическое происхож-

дение и обычно рассматривается от 5 '(против хода транскрипции) конца до 3' (по ходу транскрипции) 

конца. В контексте данного документа термин "последовательность ДНК" относится к нуклеотидной 

последовательности молекулы ДНК. Используемая номенклатура соответствует требованиям раздела 37 

свода федеральных нормативных актов США § 1.822 и изложена в таблицах стандарта ВОИС ST.25 

(1998), приложение 2, табл. 1 и 3. По соглашению, последовательности ДНК изобретения и их фрагмен-

ты раскрыты со ссылкой только на одну цепь из двух цепей комплементарной последовательности ДНК. 

По смыслу и намерению комплементарные последовательности представленных в данном документе 

последовательностей (последовательности комплементарной цепи), также называемые в данной области 

техники как обратные комплементарные последовательности, находятся в пределах объема данного изо-

бретения и включены в объем заявленной формулы изобретения. Таким образом, используемые в данном 

документе ссылки на SEQ ID NO: 1-10 и их фрагменты включают и относятся к последовательности 

комплементарной цепи и ее фрагментам. 

В контексте данного документа термин "фрагмент" относится к меньшей части целого. Например, 

фрагменты SEQ ID NO: 10 будет включать последовательности, которые составляют по меньшей мере 

около 10 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 11 последовательных нуклеотидов, по 

меньшей мере около 12 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 13 последовательных 

нуклеотидов, по меньшей мере около 14 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 15 по-

следовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 16 последовательных нуклеотидов, по меньшей 

мере около 17 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 18 последовательных нуклеоти-

дов, по меньшей мере около 19 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 20 последова-

тельных нуклеотидов, по меньшей мере около 25 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере око-

ло 30 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 35 последовательных нуклеотидов, по 
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меньшей мере около 40 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 45 последовательных 

нуклеотидов, по меньшей мере около 50 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 60 по-

следовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 70 последовательных нуклеотидов, по меньшей 

мере около 80 последовательных нуклеотидов, по меньшей мере около 90 последовательных нуклеоти-

дов или по меньшей мере около 100 последовательных нуклеотидов полной последовательности SEQ ID 

NO: 10. 

Последовательность ДНК трансгенной вставки объекта Brassica MON94100 представлена как SEQ 

ID NO: 9. Последовательность ДНК трансгенной вставки и геномной ДНК Brassica, фланкирующей каж-

дую сторону трансгенной вставки, представлена как SEQ ID NO: 10. Последовательности ДНК части 

фланкирующей ДНК и 5'-конца трансгенной вставки представлены как SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 5 и SEQ ID NO: 7. Последовательности ДНК части фланкирующей ДНК и 3'-конца транс-

генной вставки представлены как SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 8. 

Последовательность ДНК области, охватывающей связь с помощью связывания фосфодиэфирной 

связи одного конца трансгенной вставки с фланкирующей геномной ДНК Brassica, упоминается в дан-

ном документе как "соединение". Соединение представляет собой точку соединения трансгенной вставки 

и фланкирующей ДНК как одной непрерывной молекулы. Одно соединение находится на 5'-конце транс-

генной вставки, а другое - на 3'-конце трансгенной вставки, называются в данном документе 5' и 3' со-

единениями, соответственно. "Последовательность соединения" относится к последовательности ДНК 

любой длины, которая охватывает 5'-или 3'-соединения объекта. Последовательности соединения объек-

та Brassica MON94100 очевидны для специалиста в данной области техники с использованием SEQ ID 

NO: 10. Примеры последовательностей соединений объекта Brassica MON94100 представлены как SEQ 

ID NO: 1-8. На фиг. 1 показано физическое расположение SEQ ID NO: 1-10 в направлении от 5' до 3'. По-

следовательности соединения объекта Brassica MON94100 могут присутствовать как часть генома расте-

ния, семени или клетки, содержащих объект Brassica MON94100. Идентификация любой одной или бо-

лее последовательностей SEQ ID NO: 1-8 или 10 в образце растения, части растения, семени или клетки 

указывает на то, что ДНК была получена из Brassica, содержащей объект Brassica MON94100, и является 

диагностическим признаком присутствия объекта Brassica MON94100. 

Растения, семена, клетки, части растений и товарные продукты по данному изобретению можно ис-

пользовать для обнаружения молекул ДНК или белков, указывающих на присутствие объекта Brassica 

MON94100. Предлагаются иллюстративные молекулы ДНК, которые можно использовать в качестве 

праймеров или зондов для обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100 в образце. Такие прай-

меры или зонды специфичны для последовательности нуклеиновой кислоты-мишени и, как таковые, по-

лезны для идентификации объекта Brassica MON94100 описанными в данном документе способами. Об-

наружение присутствия объекта Brassica MON94100 может быть выполнено с использованием способов, 

известных в данной области техники, таких как термическая амплификация нуклеиновой кислоты или 

методы гибридизации нуклеиновой кислоты (такие как нозерн-блоттинг и Саузерн-блоттинг). 

"Праймер" представляет собой молекулу ДНК, которая предназначена для использования в методах 

отжига или гибридизации, которые включают реакцию амплификации. Реакция амплификации пред-

ставляет собой реакцию in vitro, при которой матричная ДНК амплифицируется с образованием ампли-

кона. В контексте данного документа термин "ампликон" представляет собой молекулу ДНК, синтезиро-

ванную с использованием методов амплификации. Ампликоны по данному изобретению имеют последо-

вательность ДНК, содержащую одну или более из SEQ ID NO: 1-10 или их фрагментов. Пара праймеров 

может использоваться с матричной ДНК, такой как образец геномной ДНК Brassica, в реакции амплифи-

кации, такой как полимеразная цепная реакция (ПНР), для получения ампликона, причем полученный 

ампликон будет иметь последовательность ДНК, соответствующую последовательности матричной 

ДНК, расположенной между двумя сайтами, в которых праймеры гибридизуются с матрицей. Праймер 

обычно предназначен для гибридизации с комплементарной цепью ДНК-мишени с образованием гибри-

да между праймером и цепью ДНК-мишени. Наличие праймера - это точка распознавания полимеразой, в 

которой начинается увеличение праймера с использованием в качестве шаблона цепи ДНК-мишени. Па-

ры праймеров относятся к использованию двух праймеров, связывающих противоположные цепи двух-

цепочечного нуклеотидного сегмента, для амплификации нуклеотидного сегмента между ними. Приме-

ры последовательностей праймеров представлены как SEQ ID NO: 11 (SQ51321) и SEQ ID NO: 12 

(SQ13805). Пара праймеров, представленная как SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12, применима в качестве 

первой молекулы ДНК и второй молекулы ДНК, причем первая молекула ДНК представляет собой 

фрагмент последовательности ДНК трансгенной вставки SEQ ID NO: 10, а вторая молекула ДНК пред-

ставляет собой фрагмент фланкирующей последовательности ДНК SEQ ID NO: 10, и каждая из них име-

ет достаточную длину для функционирования в качестве праймеров ДНК при совместном использовании 

в реакции амплификации с ДНК, содержащей объект Brassica MON94100, для получения диагностиче-

ского ампликона объекта Brassica MON94100 в образце. Пары праймеров по данному изобретению в не-

которых вариантах осуществления также могут быть определены как содержащие первую и вторую мо-

лекулу ДНК, причем первая молекула ДНК представляет собой фрагмент части генома Brassica в SEQ ID 

NO: 10, а вторая молекула ДНК представляет собой фрагмент трансгенной части SEQ ID NO: 10, и каж-
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дая имеет достаточную длину для функционирования в качестве праймеров ДНК при совместном ис-

пользовании в реакции амплификации с ДНК, содержащей объект Brassica MON94100, для получения 

диагностического ампликона объекта Brassica MON94100 в образце. "Зонд" представляет собой молеку-

лу нуклеиновой кислоты, которая является комплементарной цепи нуклеиновой кислоты-мишени и при-

годной в методах обнаружения гибридизации. Зонды по данному изобретению включают не только де-

зоксирибонуклеиновые или рибонуклеиновые кислоты, но также полиамиды и другие материалы зондов, 

которые специфически связываются с последовательностью ДНК-мишени, и обнаружение такого связы-

вания может быть полезно для обнаружения присутствия или отсутствия последовательности ДНК-

мишени. Зонд может быть присоединен к обычной детектируемой метке или репортерной молекуле, та-

кой как радиоактивный изотоп, лиганд, хемилюминесцентный агент или фермент. Иллюстративная по-

следовательность ДНК, используемая в качестве зонда для обнаружения объекта MON94100 Brassica, 

представлена как SEQ ID NO: 13 (РВ4832). Способы конструирования и использования праймеров и зон-

дов хорошо известны в данной области техники. Молекулы ДНК, содержащие фрагменты SEQ ID NO: 1-

10, применимы в качестве праймеров и зондов для обнаружения объекта Brassica MON94100 и могут 

быть легко сконструированы специалистом в данной области техники с использованием представленных 

в данном документе последовательностей. Зонды и праймеры по изобретению могут иметь полную иден-

тичность последовательности с последовательностью-мишенью, хотя праймеры и зонды, отличающиеся 

от последовательности-мишени, которые сохраняют способность к гибридизации преимущественно с 

последовательностями-мишенями, могут быть разработаны обычными методами. Для того чтобы моле-

кула нуклеиновой кислоты служила праймером или зондом, она должна быть достаточно комплементар-

ной в последовательности, чтобы иметь возможность образовывать стабильную двухцепочечную струк-

туру при конкретных используемых концентрациях растворителя и соли. Для идентификации присутст-

вия трансгенной ДНК из объекта Brassica MON94100 в образце можно использовать любой обычный 

метод гибридизации или амплификации нуклеиновых кислот. Зонды и праймеры обычно имеют длину 

по меньшей мере около 11 нуклеотидов, по меньшей мере около 18 нуклеотидов, по меньшей мере около 

24 нуклеотидов или по меньшей мере около 30 нуклеотидов или более. Такие зонды и праймеры специ-

фически гибридизуются с последовательностью-мишенью ДНК в жестких условиях гибридизации. Же-

сткие условия гибридизации известны в данной области техники и описаны, например, в MR Green and J 

Sambrook, Molecular cloning: a laboratory manual, 4
th

 Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 

Spring Harbor, N.Y. (2012). В контексте данного документа две молекулы нуклеиновой кислоты способны 

специфически гибридизоваться друг с другом, если две молекулы способны образовывать антипарал-

лельную двухцепочечную структуру нуклеиновой кислоты. Молекула нуклеиновой кислоты представля-

ет собой "комплемент" другой молекулы нуклеиновой кислоты, если они проявляет полную комплемен-

тарность. В контексте данного документа две молекулы демонстрируют "полную комплементарность", 

если при выравнивании каждый нуклеотид первой молекулы комплементарен каждому нуклеотиду вто-

рой молекулы. Две молекулы являются "минимально комплементарными", если они могут гибридизо-

ваться друг с другом с достаточной стабильностью, чтобы позволить им оставаться отожженными друг с 

другом, по меньшей мере, в обычных условиях "низкой жесткости". Подобным образом, две молекулы 

являются "комплементарными", если они могут гибридизоваться друг с другом с достаточной стабиль-

ностью, чтобы позволить им оставаться отожженными друг с другом, в обычных условиях "высокой же-

сткости". Следовательно, отклонения от полной комплементарности допустимы, если такие отклонения 

не полностью исключают способность молекул образовывать двухцепочечную структуру. 

Соответствующие жесткие условия, которые способствуют гибридизации ДНК, например, 

6,0×хлорид натрия/цитрат натрия (SSC) при около 45°С с последующей промывкой 2,0×SSC при 50°С, 

известны специалистам в данной области техники или могут быть найденным в Current Protocols in Mo-

lecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Например, концентрация соли на стадии про-

мывки может быть выбрана от низкой жесткости около 2,0×SSC при 50°С до высокой жесткости около 

0,2×SSC при 50°С. Кроме того, температура на стадии промывки может быть повышена от условий низ-

кой строгости при комнатной температуре, около 22°С, до условий высокой строгости при около 65°С. И 

температура, и концентрация соли могут изменяться, либо температура или концентрация соли могут 

поддерживаться постоянными, в то время как другая переменная изменяется. 

Предложены белки, которые можно использовать для получения антител для обнаружения присут-

ствия объекта Brassica MON94100 в образце. Такие антитела специфичны для одного или более белков, 

кодируемых объектом Brassica MON94100. Последовательность ДНК, кодирующая такие белки, пред-

ставлена в SEQ ID NO: 10, а начальные и конечные положения кодирующей последовательности указаны 

в табл. 1. Последовательность ДНК, кодирующая каждый белок, и белок, кодируемый последовательно-

стью, пригодны для получения антител для обнаружение присутствия объекта Brassica MON94100 опи-

санными в данном документе способами. Обнаружение присутствия объекта Brassica MON94100 может 

быть выполнено с использованием любых методов обнаружения белка, известных в данной области тех-

ники, таких как вестерн-блоттинг, иммунопреципитация. твердофазный иммуноферментный анализ 

(ИФА), прикрепление антитела к детектируемой метке или репортерной молекуле (такой как радиоак-
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тивный изотоп, лиганд, хемилюминесцентный агент или фермент) или ферментативное действие на ре-

портерную молекулу. Один метод предусматривает приведение в контакт образца с антителом, которое 

связывается с белком DMO, кодируемым объектом Brassica MON94100, а затем обнаружение присутст-

вия или отсутствия связывания антитела. Связывание такого антитела является диагностическим призна-

ком присутствия одного или более белков, кодируемых объектом Brassica MON94100. 

Предложены наборы для обнаружения белков и нуклеиновых кислот для обнаружения присутствия 

объекта Brassica MON94100. Варианты таких наборов также могут быть разработаны с использованием 

описанных в данном документе композиций и способов, а также методов, хорошо известных в области 

обнаружения белков и нуклеиновых кислот. Наборы для обнаружения белков и нуклеиновых кислот мо-

гут применяться в методах селекции с растениями, содержащими объект Brassica MON94100. Такие на-

боры содержат праймеры или зонды, содержащие фрагменты SEQ ID NO: 1-10 или антитела, специфич-

ные для белка, кодируемого объектом Brassica MON94100, и могут содержать другие элементы, такие 

как один или более реакционных реагентов (таких как нуклеотиды, полимераза, буферный раствор). На-

боры могут также содержать положительные контроли, отрицательные контроли и протоколы использо-

вания. 

В одном примере набор для обнаружения содержит по меньшей мере одну молекулу ДНК с доста-

точной длиной смежных нуклеотидов SEQ ID NO: 10 для функционирования в качестве ДНК-зонда, при-

годного для обнаружения присутствия или отсутствия объекта Brassica MON94100 в образце. Иллюстра-

тивная молекула ДНК, достаточная для применения в качестве зонда, представляет собой молекулу, со-

держащую последовательность, представленную как SEQ ID NO: 13. Другие зонды могут быть легко 

сконструированы специалистом в данной области техники. В другом примере набора для обнаружения 

содержит по меньшей мере одну пару праймеров, пригодную для получения ампликона, пригодного для 

обнаружения присутствия или отсутствия объекта Brassica MON94100 в образце. Такой метод может 

также включать секвенирование ампликона или его фрагмента. Иллюстративные молекулы ДНК, доста-

точные для применения в качестве пары праймеров, представляют собой молекулы, содержащие после-

довательности, представленные как SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12, соответственно. Другие пары 

праймеров могут быть легко разработаны специалистом в данной области техники. Наборы по изобрете-

нию могут также необязательно содержать реагенты для проведения описанных в данном документе ре-

акций обнаружения или диагностики. В другом примере набора для обнаружения содержит по меньшей 

мере одно антитело, специфичное по меньшей мере к одному белку, кодируемому объектом Brassica 

MON94100. Например, в таком наборе может использоваться тест-полоска с латеральной диффузией, 

содержащая реагенты, активируемые, когда кончик полоски контактирует с водным раствором. Иллюст-

ративные белки, достаточные для использования в продукции антител, представляют собой белки, коди-

руемые последовательностью, представленной как SEQ ID NO: 10, или любым ее фрагментом. 

В данном изобретении предложены растения, потомство, семена, клетки и части растений Brassica, 

содержащие объект Brassica MON94100, и товарные продукты, полученные с их использованием. Расте-

ния, потомство, семена, клетки, части растений и товарные продукты по изобретению содержат детекти-

руемое количество ДНК, имеющей по меньшей мере одну из последовательностей, представленных как 

SEQ ID NO: 1-8 и SEQ ID NO: 10. 

Растения, потомство, семена, клетки и части растений по данному изобретению также могут содер-

жать один или более дополнительных желаемых признаков. Такие желаемые признаки могут быть транс-

генными признаками, природными признаками или признаками, полученными другими методами, таки-

ми как редактирование генома или другие традиционные методы мутагенеза. Желаемые признаки могут 

быть объединены с объектом Brassica MON94100, например, путем скрещивания растения Brassica, со-

держащего объект Brassica MON94100, с другим растением Brassica, содержащим дополнительный при-

знак(и). Такие признаки включают, помимо прочего, повышенную устойчивость к насекомым, улучшен-

ное растрескивание стручков или семян, улучшенное качество масла, повышенную эффективность ис-

пользования воды, повышенную урожайность, повышенную устойчивость к засухе, повышенное качест-

во семян, улучшенные питательное качества, получение гибридных семян и повышенную толерантность 

к гербицидам, при которых признак измеряется по отношению к растению Brassica, не имеющему такого 

трансгенного признака. 

Растения по данному изобретению можно использовать для получения потомства, содержащего 

объект Brassica MON94100. В контексте данного документа "потомство" включает любое растение, семя 

и клетку, содержащие объект Brassica MON94100, унаследованную от растения-предка, на что указывает 

растение, содержащее молекулу ДНК, имеющую по меньшей мере одну последовательность, выбранную 

из SEQ ID NO: 1-8 и SEQ ID NO: 10. Растения, семена и клетки могут быть гомозиготными или гетерози-

готными по объекту Brassica MON94100. Растения-потомки могут быть выращены из семян, полученных 

от растения Brassica, содержащего объект Brassica MON94100, или из семян, полученных от растения 

Brassica, опыленного пыльцой, содержащей объект Brassica MON94100. В контексте данного документа 

термин "часть растения" по данному изобретению представляет собой любую часть растения, содержа-

щую объект Brassica MON94100. Части растения включают, без ограничения, образцы тканей, пыльцу, 

семяпочки, стручки, семена, цветы, корни, стебли, волокна и листья целиком или частично. Части расте-
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ния могут быть жизнеспособными или нежизнеспособными. В данном изобретении предложен товарный 

продукт, который получают из растений, содержащих объект Brassica MON94100. Товарные продукты 

по изобретению содержат обнаруживаемое количество ДНК, содержащее последовательность ДНК, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-10. В контексте данного документа термин "товарный 

продукт" относится к любой композиции или продукту, которые содержат материал растения, семени, 

клетки или части растения, содержащих объект Brassica MON94100. Товарные продукты включают, без 

ограничения, обработанные семена, зерно, части растений, шрот и масло. Товарные продукты могут 

представлять собой неживой растительный материал, то есть неживой материал, полученный из расте-

ния, семени, клетки или части растения, содержащих объект Brassica MON94100. Товарный продукт по 

изобретению будет содержать определяемое количество ДНК, соответствующей объекту Brassica 

MON94100. Обнаружение одной или более таких ДНК в образце можно использовать для определения 

содержания или источника товарного продукта. Можно использовать любой стандартный метод обнару-

жения молекул ДНК, включая раскрытые в данном документе способы обнаружения. 

В контексте данного документа дикамба означает гербицидный активный ингредиент, имеющий 

химическое название 3,6-дихлор-2-метоксибензойная кислота и любую соль или сложные эфиры дикам-

бы, в том числе, без ограничения, натриевую соль дикамбы, дикамба-бутотил, дигликоламиновую соль 

дикамбы, диметиламиновую соль димамбы, диметиламмонийную соль димамбы, димамба-

диметиламмоний, дикамба-диэтаноламмоний, N,N-Bis-(аминопропил)метиламиновую соль, дикамба-

изопропиламмоний, дикамба-калий, дикамба-натрий и дикамба-троламин. Дикамба может использовать-

ся в составе, содержащем один или более дополнительных гербицидов. 

В контексте данного документа термин "толерантный к гербициду" или "толерантность к гербици-

ду" или "толерантность" означает способность быть полностью или частично не затронутым присутстви-

ем или применением одного или более гербицидов, например, способность противостоять токсическим 

воздействиям гербицида при применении. Клетка, семя или растение являются "толерантными к герби-

циду" или имеют "улучшенную толерантность", если они могут поддерживать, по меньшей мере, час-

тично нормальный рост или фенотип в присутствии одного или более гербицида(ов). Признак является 

признаком толерантности к гербициду, если его присутствие может придать повышенную толерантность 

к гербициду клетке, растению или семени по сравнению с контрольными клеткой, растением или семе-

нем или ими же дикого типа. Культуры, имеющие признак толерантности к гербицидам, могут продол-

жать расти, и присутствие гербицида минимально влияет на них. Белок придает "толерантность к герби-

циду", если экспрессия белка может придавать повышенную толерантность к гербициду клетке, расте-

нию или семени по сравнению с контрольными клеткой, растением или семенем или ими же дикого типа. 

Примером белка толерантности к гербицидам является дикамбамонооксигеназа. Толерантность к герби-

цидам может быть полной или частичной нечувствительностью к определенному гербициду и может 

выражаться в процентах (%) толерантности или нечувствительности к определенному гербициду. 

В контексте данного документа термины "повреждение гербицидом" или "повреждение" относятся 

к повреждению растения из-за применения гербицида. "Степень повреждения" или "процент поврежде-

ния" относится к визуальной оценке повреждений, вызванных гербицидом. Для растения Brassica, со-

держащего объект Brassica MON94100, растение будет иметь меньше повреждений после применения 

дикамбы. Дикамба представляет собой синтетический ауксин, который может влиять на рост растений 

аналогично естественным ауксинам, таким как индол-3-уксусная кислота, но не регулируется растением 

метаболически. В результате ткани растений, обработанные дикамбой, будут продолжать расти, даже 

если рост отрицательно влияет на растение. Эпинастия листьев - это заметное изгибание или скручива-

ние листьев в результате нарушения их роста и один из эффектов дикамбы, который полезен для визу-

альной оценки повреждения гербицидом. 

В контексте данного документа термин "сорняк" означает любое нежелательное растение. Растение 

может быть признано в целом нежелательным для целей сельского хозяйства или садоводства (например, 

виды рода Amaranthus) или может считаться нежелательным в определенной ситуации (например, куль-

тура одного вида на поле с другими видами, также известная как самосев). Сорняки широко известны в 

данной области техники и различаются в зависимости от географии, сезона, среды произрастания и вре-

мени. Списки видов сорняков доступны в сельскохозяйственных и научных обществах (таких как Аме-

риканское общество по изучению сорняков и Канадское общество по изучению сорняков), государствен-

ных учреждениях (таких как Министерство сельского хозяйства США), а также промышленных и фер-

мерских ассоциациях (например, Канадском совете по каноле). В изобретении предложены способы 

борьбы с сорняками на участке выращивания Brassica путем применения дикамбы, при этом семена или 

растения, содержащие объект Brassica MON94100, высаживают на участке до, во время или после при-

менения гербицида, а применение гербицида предотвращает или подавляет рост сорняков и не повреж-

дает растения Brassica. Участок выращивания растений может содержать или не содержать семена или 

растения сорняков во время применения гербицида. Дикамбу, используемую в способах по данному изо-

бретению, можно применять отдельно или в комбинации с одним или более гербицидами в течение веге-

тационного периода. Гербицид(ы), используемый в способах по данному изобретению, можно применять 

в комбинации с одним или более гербицидами временно (например, в виде смеси в резервуарах или в 
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последовательных применениях), пространственно (например, в разное время в течение вегетационного 

периода, включая до и после посадки семян Brassica), или используя обе схемы. Например, предложен 

способ борьбы с сорняками, который состоит из посадки семян, содержащих объект Brassica MON94100, 

на участке и применения гербицидно эффективного количества дикамбы в течение вегетационного пе-

риода, отдельно или в любой комбинации с другим гербицидом, с целью борьбы с сорняками на участке 

без повреждения растения, содержащего объект Brassica MON94100. Такое применение может быть 

предпосадочным (в любое время до посева семян, содержащих объект Brassica MON94100, в том числе 

для целей сплошного действия, то есть нанесения на появляющиеся или существующие сорняки до посе-

ва семян), довсходовым (в любое время после посева семян, содержащих объект Brassica MON94100, и 

до появления всходов растений, содержащих объект Brassica MON94100) или после появления всходов 

(в любое время после появления всходов растений, содержащих объект Brassica MON94100). Много-

кратные применения дикамбы или комбинации дикамбы и одного или более других гербицидов вместе 

или по отдельности могут использоваться в течение вегетационного периода, например, два применения 

(например, предпосадочная обработка и послевсходовая обработка, или довсходовая обработка и по-

слевсходовая обработка) или три или более обработки (например, предпосадочная обработка и две по-

слевсходовые обработки). 

Применение гербицидов при практическом применении способов изобретения может производить-

ся в рекомендованной коммерческой норме или в любой ее доле или кратной, например, в два раза пре-

вышающей рекомендованную коммерческую норму. Нормы применения гербицидов могут быть выра-

жены как кислотный эквивалент на фунт на акр (фунт к.э./акр) или активный ингредиент на фунт на акр 

(фунт действующего вещества на акр), в зависимости от гербицида и состава. Гербицидно эффективное 

количество дикамбы для использования на участке для борьбы с сорняками должно составлять от около 

0,1 до около 16 фунтов к.э./акр в течение вегетационного периода (например, дикамба может применять-

ся в количестве от около 0,5 до около 2,0 фунтов к.э./акр). Изобретение относится к способам борьбы с 

самосевом Brassica, содержащим объект Brassica MON94100, на участке культивирования растений, по-

средством применения гербицидридно-эффективного количества другого гербицида, такого как синтети-

ческий ауксин, выбранный из группы, состоящей из 2,4-D (2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), бро-

моксинила (3,5-дибромо-4-гидроксибензонитрила) и MCPA амина (4-хлор-2-метилфенокси уксусной 

кислоты), причем применение гербицида предотвращает рост растений Brassica, содержащих объект 

Brassica MON94100. Гербицидно эффективное количество гербицида 2,4-D для использования на участке 

для борьбы с самосевом Brassica должно составлять от около 0,1 до около 16 фунтов к.э./акр в течение 

вегетационного периода (например, 2,4-D может применяться в количестве от около 0,5 до около 2,0 

фунтов к.э./акр). Гербицидно эффективное количество гербицида бромоксинила для использования на 

участке для борьбы с самосевом Brassica должно составлять от около 0,1 до около 16 фунтов к.э./акр в 

течение вегетационного периода (например, бромоксинил может применяться в количестве от около 0,5 

до около 2,0 фунтов к.э./акр). Гербицидно эффективное количество гербицида амина MCPA для исполь-

зования на участке для борьбы с самосевом Brassica должно составлять от около 0,1 до около 16 фунтов 

к.э./акр в течение вегетационного периода (например, MCPA амин может применяться в количестве от 

около 0,5 до около 2,0 фунтов к.э./акр). 

Приведены способы получения растений и семян, содержащих объект Brassica MON94100. Расте-

ния можно разводить с использованием любого метода, известного в данной области техники, например, 

описания обычно используемых методов селекции можно найти в WR Fehr, в Breeding Methods for Culti-

var Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI (1987). Растения могут быть 

самоопыляемыми (также известными как "самоопыленные") или перекрестноопыляемыми (также из-

вестными как "скрещенные"). Растения, содержащие объект Brassica MON94100, могут быть самоопы-

ляемыми, чтобы получить истинную селекционную линию растений, гомозиготных по объекту Brassica 

MON94100. В результате самоопыления получается потомство, известное как "инбредное", и оно может 

использоваться для получения генетически однородных инбредных линий. В качестве альтернативы, 

растения, содержащие объект Brassica MON94100, можно подвергать перекрестному опылению (скре-

щивать с другим трансгенным или нетрансгенным растением) для получения сортовых или гибридных 

семян. Растения и семена-потомки, полученные способами по изобретению, содержат объект Brassica 

MON94100. Применение одного или более гербицидов, в отношении которых объект Brassica MON94100 

придает толерантность, можно использовать для отбора потомства, которое содержит объект Brassica 

MON94100. В качестве альтернативы, потомство может быть проанализировано с использованием диаг-

ностических методов для отбора растений или семян, содержащих объект Brassica MON94100. Потомст-

во может быть сортовыми или гибридными растениями; могут быть выращены из семян, полученных от 

растения, содержащего объект Brassica MON94100, или из семян, полученных от растения, опыленного 

пыльцой растения, содержащего объект Brassica MON94100; и может быть гомозиготным или гетерози-

готным по объекту Brassica MON94100. 

Растения, потомство, семена, клетки и части растений по изобретению могут также содержать один 

или более дополнительных признаков Brassica или трансгенных объектов. Такая дополнительные при-

знаки или трансгенные объекты включают, без ограничения, улучшенную устойчивость к насекомым, 
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повышенную эффективность использования воды, повышенную урожайность, повышенную устойчи-

вость к засухе, повышенное качество семян, улучшенные питательное качества, получение гибридных 

семян, мужскую стерильность, и повышенную толерантность к гербицидам, при которых признак изме-

ряется по отношению к растению Brassica, не имеющему такого трансгенного признака. Трансгенные 

объекты Brassica известны специалисту в данной области техники; например, список таких признаков 

предоставляется Службой инспекции здоровья животных и растений (APHIS) Министерства сельского 

хозяйства США (USDA). Два или более трансгенных объекта могут быть объединены в семени или рас-

тении-потомке путем скрещивания двух родительских растений, каждое из которых содержит один или 

более трансгенных объектов, сбора семян-потомков и отбора семян или растений-потомков, которые 

содержат два или более трансгенных объекта; затем эти шаги можно повторять до тех пор, пока не будет 

достигнута желаемая комбинация трансгенных объектов в потомстве. Также предполагается возвратное 

скрещивание с родительским растением и ауткроссинг с нетрансгенным растением, а также вегетативное 

размножение. Депонирование репрезентативного образца семян, содержащих объект Brassica 

MON94100, было осуществлено в соответствии с Будапештским договором в патентном депозитарии 

Американской коллекцией типовых культур (АТСС) с адресом 10801 University Boulevard, Manassas, 

Virginia 20110 (USA). Условный номер в АТСС (номер доступа) для семян, содержащих объект Brassica 

MON94100 - РТА-125182, а дата депонирования - 21 августа 2018 г. Депозит будет храниться в депозита-

рии в течение 30 лет, или 5 лет после последнего запроса, или в течение срока действия патента, в зави-

симости от того, что позднее. 

В контексте данного документа термин "содержащий" означает "включая, но не ограничиваясь 

этим". 

Примеры 

Следующие ниже примеры включены для более полного описания изобретения. Описано конструи-

рование и тестирование шести различных экспрессионных конструкций, получение 2775 уникальных 

трансформантов и анализ миллионов отдельных растений за пять лет посредством строгих молекуляр-

ных, агрономических и полевых испытаний, необходимых для создания и окончательного отбора объек-

та Brassica MON94100. 

Специалистам в данной области техники должно быть понятно, что в конкретных раскрытых при-

мерах могут быть осуществлены модификации, и при этом будет получен аналогичный результат. Опре-

деленные агенты, которые являются как химически, так и физиологически родственными, могут быть 

заменены агентами, описанными в данном документе, при достижении тех же или подобных результа-

тов. Все такие замены и модификации, очевидные для специалистов в данной области техники, считают-

ся входящими в объем данного изобретения. 

Пример 1. Проектирование экспрессионной конструкции, создание объектов и тестирование расте-

ний R0 и R1. 

В этом примере описывается дизайн шести различных экспрессионных конструкций для толерант-

ности к дикамбе, получение тысяч уникальных объектов Brassica с использованием растительных векто-

ров, содержащих эти конструкции, а также анализ и тестирование полученных трансгенных растений 

Brassica в двух поколениях (R0 и R1). 

Шесть экспрессионных конструкций были сконструированы и клонированы в векторы трансформа-

ции растений. Были разработаны четыре конструкции одиночных экспрессионных кассет (DT-1, DT-2, 

DT-3 и DT-4), каждая из которых имеет уникальную комбинацию элементов экспрессии и функциональ-

но связанных трансгенов DMO, что позволяет тестировать три разных промотора, три разных СТР и два 

разных варианта DMO у растений Brassica. Были разработаны две конструкции двойных экспрессионных 

кассет (DT-5 и DT-6), каждая из которых имеет уникальную комбинацию элементов экспрессии и функ-

ционально связанных трансгенов DMO, что позволяет тестировать два разных промотора, два разных 

СТР и два разных варианта трансгена DMO в комбинации с той же кассетой экспрессии СР4-EPSPS. 

Конструкции показаны в табл. 2. Шесть экспрессионных конструкций затем клонировали в векторы 

трансформации растений. 

Таблица 2 

Конфигурации для экспрессионных конструкций 

 
Шесть векторов трансформации растений использовали для Agrobacterium-опосредованной транс-

формации линии-восстановителя фертильности Brassica napus сорта 65037 (заявка на права заводчиков 

Канады 06-5517) с использованием способов, известных в данной области техники, для получения 2775 
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уникальных трансформантов. Каждый трансформант получали путем случайной вставки трансгена в ге-

ном Brassica в уникальном месте. Затем растения R0 регенерировали из трансгенных клеток, а укоре-

нившиеся растения с нормальными фенотипическими характеристиками переносили в почву для роста и 

дальнейшей оценки. 

2775 растений R0 анализировали на присутствие единственной интактной копии трансгенной 

вставки и отсутствие каркасной последовательности вектора. В результате этого первоначального моле-

кулярного анализа 201 уникальный объект был определен как объект самого высокого качества для про-

движения. 

Отобранные растения, представляющие конструкции DT-1, DT-2 и DT-3, использовали для тести-

рования эффективности признака R0 (толерантность к дикамбе) в теплице. Дикамбу применяли при нор-

ме распыления либо 1,0 фунт к.э./акр гербицида Clarity (2-кратная норма), либо 2,0 фунта к.э./акр гер-

бицида Clarity (4-кратная норма) на стадии роста V3. Повреждение растений, вызванное дикамбой, оце-

нивали визуально, основываясь на оценке эпинастии растений (изгиб или скручивание листа), снижения 

роста, хлороз и некроз. Растения с повреждениями более 20 % были отбракованы. Растения R0 для кон-

струкций DT-1 и DT-3 продемонстрировали толерантность (менее 20% повреждений) к двукратной нор-

ме опрыскивания теплиц, но все растения R0 для конструкции DT-2 показали повреждение дикамбой 

более чем на 20% к двукратной норме. Анализ этих данных привел к решению не усовершенствовать 

никаких объектов, произведенных с помощью конструкции DT-2. Комбинируя данные молекулярного 

анализа и тестирование толерантности к дикамбе R0, из начальных 2775 уникальных трансформантов, 

полученных с использованием шести векторов трансформации, было отобрано 206 уникальных объектов 

для усовершенствования. Растения R0 для выбранных объектов самоопыляли с получением гомозигот-

ных семян для тестирования R1. Тепличные испытания на толерантность к дикамбе были проведены с 

растениями R1 для 169 уникальных объектов. Дикамбу применяли с нормой опрыскивания 1120 г к.э./га 

гербицида Clarity (двукратная норма) на стадии роста V3. Для двухкассетных объектов (производимых с 

использованием DT-5 или DT-6) дикамбу применяли в виде баковой смеси с глифосатом при нормах 

распыления 3600 г к.э./га Roundup (двукратная норма). Вызванное дикамбой повреждение растений 

оценивали, как описано выше. Приоритет для развития растений был отдан на основании симптомов 

низкой концентрации дикамбы. 

Растения R1 продемонстрировали средний уровень повреждения 7,48% для конструкции DT-1; 

72,66% для конструкции DT-3; 20,7% для конструкции DT-5; и 33,4% для конструкции DT-6. Однако 

индивидуальные объекты с повреждением менее 20% были усовершенствованы, только если поврежде-

ние не было эпинастическим. В результате было выбрано 9 объектов из конструкции DT-1, 17 объектов 

из конструкции DT-5 и 9 объектов из конструкции DT-6 в дополнение к одному объекту из конструкции 

DT-4. 

Тридцать шесть (36) уникальных объектов были отобраны для продвижения к полевым испытаниям 

F1 на основе анализа данных начального молекулярного анализа (для количества копий, неповрежденной 

вставки и отсутствия каркаса вектора) и тепличной оценки толерантности R0 и R1 к гербициду. Данные 

для этого приведены в табл. 3. Растения R1 для выбранных объектов были перекрестно опылены с обыч-

ными растениями для получения семян. 

Таблица 3 

Количество уникальных объектов в растениях R0 и R1 

 
Пример 2. Полевые испытания в первом сезоне. 

В этом примере описываются полевые испытания в первом сезоне растений, содержащих каждый 

из 36 уникальных объектов, полученных при анализе R1. Для каждого уникального объекта в полевых 

испытаниях первого сезона тысячи растений были протестированы в поле в течение двух лет в 8-13 раз-

личных местах на предмет эффективности (толерантность к дикамбе), агрономических показателей и 

урожайности. Эти данные были проанализированы для сравнения эффективности каждого объекта в по-

левых условиях на всех растениях и во всех местах. Затем данные полевых испытаний первого сезона 

были использованы для выбора лучших объектов для перехода на полевые испытания второго сезона. 

Гибридные растения F1 для полевых испытаний получали путем перекрестного опыления женской 

родительской линии Brassica napus с растениями R1 или R2 для выбранных объектов с получением гиб-

ридных семян F1 (гемизиготных по данному объекту). В течение каждого из двух лет, в течение которых 

проводились полевые испытания первого сезона, различные родительские женские особи линии Brassica 
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napus подвергались перекрестному опылению растениями R1 для выбранных объектов с получением 

гибридных семян F1. Женская родительская линия также была перекрестно опылена с нетрансгенным 

растением из того же генетического фона, что и линия R1, для использования в качестве контроля. Эта 

стратегия обеспечивала тестирование объектов в различных родительских линиях женских растений и 

использование соответствующего контроля для сравнений. 

В ходе тестирования первого сезона для полевых испытаний было отобрано 36 уникальных объек-

тов из исходных 2775 объектов. Эти 36 объектов представляют лучшие объекты из четырех различных 

экспрессионных конструкций: девять объектов для конструкции DT-1, один объект для конструкции DT-

4, семнадцать объектов для конструкции DT-5 и девять объектов для конструкции DT-6. Испытания пер-

вого сезона проводили в течение двух лет, но для каждого случая полевые испытания агрономической 

эффективности первого сезона проводились одновременно (в течение одного сезона) с полевыми испы-

таниями эффективности признаков первого сезона. Во всех полевых испытаниях использовалась рандо-

мизированная полноблочная схема эксперимента, и они проводились в 8-13 различных местах в Север-

ной Америке. В испытаниях эффективности признаков первого сезона гибридные растения F1 оценивали 

на толерантность к дикамбе. Были протестированы два применения дикамбы на объектах для всех сле-

дующих вариантов: обработка 1 (TRT1) включала предвсходовую обработку 2,4 кг к.э./га (двукратную 

коммерческую норму) BANVEL II и послевсходовую обработку на стадии трех листьев (V3) 1,2 кг 

к.э./га (двукратная коммерческая норма) BANVEL II; Обработка 2 (TRT2) включала предвсходовую 

обработку 2,4 кг к.э./га (двукратная коммерческая норма), послевсходовую обработку BANVEL II при 

V3 1,2 кг к.э./га (двукратная коммерческая норма) BANVEL II и послевсходовую обработку на стадии 

первого цветка 1,2 кг к.э./га (двукратная коммерческая норма) BANVEL II. Через семь суток после ка-

ждого применения (V3 или первый цветок, соответственно) процент повреждения растений, вызванный 

гербицидом, оценивали визуально, основываясь на оценке эпинастии растений (изгиб или скручивание 

листа), замедления роста, хлороз и некроз. Агрономические баллы собирались в течение всего сезона 

полевых испытаний. В конце сезона определяли урожайность в фунтах/акр (фунт/акр). 

Были собраны данные об эффективности признаков из полевых испытаний первого сезона. Для ка-

ждого уникального объекта был проанализирован мета-анализ совокупных данных по всем местам и 

всем отдельным растениям для полевых испытаний эффективности признаков первого сезона для срав-

нения рейтингов повреждения гибридов. В табл. 4 представлена средняя оценка повреждения для каждо-

го объекта для двух схем обработки дикамбой во всех местах (НД указывает на отсутствие данных по 

обработке). Мета-анализ полевых испытаний эффективности признака в течение каждого сезона показал, 

что в среднем растения из всех объектов имели низкое повреждение, вызванное дикамбой, но объекты из 

конструкций DT-1 и DT-4 продемонстрировали исключительно хорошие результаты с более низкими 

оценками повреждения. 
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Таблица 4 

Мета-анализ оценки повреждения по результатам полевых испытаний 

 эффективности признаков первого сезона 

 

 
Были собраны данные по урожайности из полевых испытаний эффективности признаков первого 

сезона. Для каждого уникального события был выполнен мета-анализ совокупных данных об урожайно-

сти по всем участкам и по всем отдельным растениям для полевых испытаний эффективности признаков 

первого сезона для сравнения. В табл. 5 представлены средние показатели урожайности в фунтах/акр 

(фунты/акр) для каждого объекта для двух схем обработки дикамбой во всех местах (НД означает, что 

данные по обработке отсутствуют). Мета-анализ урожайности для полевых испытаний эффективности 

признака в течение каждого сезона показал, что в среднем растения из всех объектов давали урожай, 

сравнимый с необработанными контрольными растениями. Мета-анализ скомпилированных данных для 

растений, содержащих объекты из конструкции DT-6, продемонстрировал в среднем заметно более низ-

кий урожай, чем у растений, содержащих объекты из конструкции DT-5. 
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Таблица 5 

Мета-анализ урожайности по результатам полевых испытаний  

эффективности черт первого сезона 

 

 
В испытаниях агрономической эффективности первого сезона гибридные растения F1 оценивали в 

отношении агрономических характеристик и урожайности. Участки поддерживались свободными от 

сорняков, и тестируемый гербицид (дикамба или дикамба и глифосат) не применялся в течение вегета-

ционного периода. Для всех объектов проводили агрономическую оценку: ранняя активность роста, 

дружность всходов, дата появления первого цветка, дата окончания цветения, высота растения, дата со-

зревания, фактическая масса собранного зерна, процент влажности зерна, дата сбора урожая и, если при-

менимо, устойчивость, осыпание колосьев, заболеваемость Sclerotinia и давление насекомых и заболева-

ний. Агрономические баллы собирались в течение всего сезона полевых испытаний. В конце сезона оп-

ределялась агрономическая урожайность в фунтах/акр (фунт/акр). 

Были собраны данные по урожайности из полевых испытаний агрономической эффективности пер-

вого сезона. Для каждого уникального объекта был проведен мета-анализ совокупных данных урожайно-

сти по всем участкам и по всем отдельным растениям для агрономических полевых испытаний первого 

сезона для сравнения. В табл. 6 представлена средняя урожайность в фунтах на акр (фунт/акр) для каж-

дого объектах во всех местах. Мета-анализ урожайности для агрономических полевых испытаний в тече-

ние каждого сезона показал, что в среднем растения из всех событий давали урожай, сравнимый с необ-

работанными контрольными растениями, за исключением объекта 68403 из конструкции DT-4 и объек-

тов 43166 и 43237 из конструкции DT-5, которые имели заметно меньший урожай. Четыре объекта из 

конструкции DT-1 имели заметно более низкий агрономический урожай, чем другие пять объектов из 

конструкции DT-1. 
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Таблица 6 

Мета-анализ урожайности по результатам агрономических полевых 

 испытаний первого сезона 

 

 
Данные, накопленные в полевых испытаниях с гибридными растениями, оценивающие (1) эффек-

тивность признака для коммерческих показателей толерантности к дикамбе и (2) агрономические харак-

теристики были проанализированы для 36 объектов, протестированных для конструкций DT-1, DT-4, 

DT-5, и DT-6. Этот анализ для каждого объекта был объединен с результатами углубленной молекуляр-

ной характеристики, описанной в примере 3, чтобы выбрать события для перехода на полевые испытания 

второго сезона. 

Пример 3. Молекулярная характеристика. 

Этот пример описывает обширную молекулярную характеристику выбранных объектов, которая 

была проведена одновременно с полевыми испытаниями. Молекулярная характеристика каждого объекта 

использовалась, чтобы определить, следует ли выбрать объект для усовершенствования. 

Анализ объектов ДНК и РНК проводили с использованием различных методик, известных в данной 

области техники. Саузерн-блот-анализ выполняли на геномной ДНК для подтверждения того, что транс-

генные растения содержали единственную копию всей вставки трансгена без какого-либо каркаса векто-

ра. Амплификацию и секвенирование ДНК использовали для подтверждения состава и неповрежденно-

сти последовательности вставки в трансгенной вставке для каждого объекта. ДНК, фланкирующая каж-

дый конец трансгенной вставки (5' и 3' концы), секвенировали и определяли соответствующие соедине-

ния. Нозерн-анализ проводили для обнаружения и измерения транскриптов мРНК гена dmo и гена ср4 

(если применимо) в трансгенных растениях для каждого объекта. 

Анализ белков растений, содержащих каждый объект, проводили с использованием методик, из-

вестных в данной области техники. N-концевое секвенирование белка DMO, очищенного из трансгенных 

растений, содержащих каждый объект, было выполнено для подтверждения последовательности реком-

бинантного белка. Вестерн-блоттинг был проведен на экстрактах белков из растений, содержащих каж-

дый объект, для подтверждения продуцирования белка DMO. Иммуноферментный анализ (ИФА) ис-

пользовали для определения уровней белка DMO в листьях, семенах, корнях и пыльце растений. 
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Были проанализированы сайты встраивания каждого объекта в геноме. 

Фланкирующую последовательность использовали для биоинформатического анализа хромосомно-

го местоположения объекта, и сайт вставки для каждого объекта был сопоставлен с общедоступным ге-

номом Brassica napus (Boulos Chalhoub, et al., "Early allopolyploid evolution in the post-Neolithic Brassica 

napus oilseed genome", Science, Vol 345 Issue 6199 (22 August 2014). Амплификацию ДНК по аллелю ди-

кого типа в геноме проводили с использованием праймеров, специфичных для фланкирующих областей 

каждого объекта. Последовательность сайта инсерции дикого типа использовали для картирования уни-

кального сайта интеграции трансгена для данного объекта с эталонным геномом Brassica napus. 

Подробный анализ молекулярных характеристик для каждого объекта был объединен с данными об 

эффективности признака и агрономических характеристиках полевых испытаний первого сезона для ка-

ждого объекта. Используя эту объединенную информацию, было отобрано 13 уникальных объектов для 

продвижения из 36, протестированных в полевых испытаниях первого сезона. После анализа ни один из 

9 объектов для конструкции DT-6 не был выбраны для усовершенствования; 10 из 17 объектов от DT-5 

не были усовершенствованы; и тринадцать уникальных объектов были отобраны для усовершенствова-

ния: пять объектов для конструкции DT-1, один объект для конструкции DT-4 и семь объектов для кон-

струкции DT-5. 

Пример 4. Полевые испытания второго сезона. 

В этом примере описываются полевые испытания растений второго сезона, содержащие каждый из 

13 уникальных объектов, полученных из полевых испытаний первого сезона. Для каждого уникального 

объекта в полевых испытаниях второго сезона тысячи растений были испытаны в поле в течение двух 

лет в нескольких местах на предмет эффективности (толерантности к дикамбе и глифосату), агрономиче-

ских характеристик и урожайности. Эти данные были проанализированы для сравнения эффективности 

каждого объекта в полевых условиях на всех растениях и во всех местах. Затем данные полевых испыта-

ний второго сезона были использованы для выбора лучших объектов для перехода к полевым испытани-

ям третьего сезона. Гибридные растения F1 для полевых испытаний второго сезона получали путем пе-

рекрестного опыления женской родительской линии Brassica napus с растениями R2 для выбранных объ-

ектов с получением гибридных семян F1 (гемизиготных по данному объекту). Родительские женские 

линии, содержащие коммерческий объект толерантности к глифосату (обозначенный как RR), использо-

вали для скрещивания с растениями R2, содержащими конструкции DT-1 и DT-4, с получением таким 

образом растений F1, толерантных как к дикамбе, так и к глифосату. Для каждого из двух лет, в течение 

которых проводились полевые испытания второго сезона, 1-3 различных родительских женских линии 

Brassica napus были перекрестно опылены растениями R2 для выбранных событий с получением гибрид-

ных семян F1. Женская родительская линия также была перекрестно опылена с нетрансгенным растени-

ем из того же генетического фона, что и линия R2, для использования в качестве контроля. Эта стратегия 

обеспечивала тестирование объектов в различных родительских линиях женских растений и использова-

ние соответствующего контроля для сравнений. 

В тестирования второго сезона 13 уникальных объектов, выбранных для тестирования, представля-

ли собой пять объектов для конструкции DT-1, один объект для конструкции DT-4 и семь объектов для 

конструкции DT-5. Испытания второго сезона проводились в течение двух лет, но для каждого случая 

полевые испытания агрономической эффективности второго сезона проводились одновременно (в тече-

ние одного сезона) с полевыми испытаниями эффективности признаков второго сезона. Во всех полевых 

испытаниях использовалась рандомизированная полноблочная схема эксперимента, и они проводились в 

4-9 различных местах в Северной Америке. Во втором сезоне испытаний эффективности признаков гиб-

ридные растения F1 оценивали на толерантность к дикамбе и глифосату. Растения обрабатывали по-

слевсходовым внесением (в виде баковой смеси) 1,2 кг к.э./га (двукратная коммерческая норма) дикамбы 

(BANVEL II) и 1,8 кг к.э./га глифосата (Roundup) на стадии V3 с последующим внесением 1,2 кг к.э./га 

(двукратная коммерческая норма) дикамбы (BANVEL II) и 1,8 кг к.э./га глифосата (Roundup) на стадии 

первых цветков. Через семь суток после каждого применения (V3 или первый цветок, соответственно) 

процент повреждения растений, вызванный гербицидом, оценивали визуально, основываясь на оценке 

эпинастии растений (изгиб или скручивание листа), замедления роста, хлороз и некроз. Агрономические 

баллы собирались в течение всего сезона полевых испытаний. В конце сезона определяли урожайность в 

фунтах/акр (фунт/акр). 

Были собраны данные об эффективности признаков из полевых испытаний второго сезона. Для ка-

ждого уникального объекта был проанализирован мета-анализ совокупных данных по всем местам и 

всем отдельным растениям для полевых испытаний эффективности признака для сравнения рейтингов 

повреждений гибридов. В табл. 7 представлена средняя оценка повреждений для каждого объекта для 

схемы обработки во всех местах. Мета-анализ полевых испытаний эффективности признака в течение 

каждого сезона показал, что в среднем растения из конструкций DT-1 и DT-4 продемонстрировали ис-

ключительно хорошие результаты с более низкими показателями повреждения гербицидами. 
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Таблица 7 

Мета-анализ рейтинга повреждения по результатам полевых  

испытаний эффективности признаков второго сезона 

 
Были собраны данные по урожайности полевых испытаний эффективности признаков второго сезо-

на. Для каждого уникального объекта был проведен мета-анализ совокупных данных по урожайности по 

всем местам и по всем отдельным растениям для полевых испытаний эффективности признаков второго 

сезона для сравнения. В табл. 8 представлены средние показатели урожайности в фунтах/акр (фунты/акр) 

для опрысканных и не опрысканных растений (контроль) для каждого случая для схемы обработки во 

всех местах. Мета-анализ урожайности для полевых испытаний эффективности признака в течение каж-

дого сезона показал, что в среднем растения, содержащие объект Brassica MON94100, имели самый вы-

сокий урожай по сравнению с растениями для других 12 объектов при опрыскивании дикамбой и глифо-

сатом. 

Таблица 8 

Мета-анализ урожайности по результатам полевых испытаний  

эффективности признаков второго сезона 

 
В испытания агрономической продуктивности второго сезона гибридные растения F1 оценивали на 

агрономические характеристики и урожай, как описано в примере 2. В конце сезона определяли агроно-

мический урожай в фунтах/акр (фунт/акр). Были собраны данные по урожайности из полевых испытаний 

агрономической эффективности второго сезона. Для каждого уникального объекта был проведен мета-

анализ совокупных данных урожайности по всем местам и по всем отдельным растениям для агрономи-

ческих полевых испытаний второго сезона для сравнения. В табл. 9 представлена средняя урожайность в 

фунтах на акр (фунт/акр) для каждого объектах во всех местах. Мета-анализ урожайности для агрономи-

ческих полевых испытаний в течение каждого сезона продемонстрировал, что в среднем растения из всех 

объектов имели урожай, сравнимый с контрольными растениями, за исключением заметно более низкого 

урожая для объекта 40819 для конструкции DT-5. 
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Таблица 9 

Мета-анализ урожайности по результатам агрономических  

полевых испытаний второго сезона 

 
Данные, накопленные в результате молекулярного анализа и полевых испытаний с гибридными 

растениями, оценивающих (1) эффективность признаков для коммерческих показателей толерантности к 

дикамбе и глифосату и (2) агрономические характеристики, были проанализированы для 13 объектов, 

протестированных для конструкций DT-1, DT-4 и DT-5. Анализ эффективности признака, агрономиче-

ских показателей и данных урожайности из полевых испытаний второго сезона для каждого объекта был 

объединен с результатами углубленной молекулярной характеристики, описанной в примере 3, чтобы 

выбрать четыре уникальных объекта для тестирования в полевых испытаниях третьего сезона. Четыре 

уникальных объекта представляют собой два объекта для конструкции DT-1 и два объекта для конструк-

ции DT-5. 

Пример 5. Полевые испытания третьего сезона. 

В этом примере описываются полевые испытания растений третьего сезона, содержащие каждый из 

4 уникальных объектов, полученных после полевых испытаний второго сезона. Для каждого уникально-

го объекта в полевых испытаниях третьего сезона тысячи растений были протестированы в полевых ус-

ловиях в течение двух лет в различных местах на предмет эффективности (толерантность к дикамбе), 

агрономических характеристик и урожайности. Эти данные были проанализированы для сравнения эф-

фективности каждого объекта в полевых условиях на всех растениях и во всех местах. Затем данные по-

левых испытаний третьего сезона были использованы для выбора лучшего объекта для коммерциализа-

ции. 

Гибридные растения F1 для полевых испытаний третьего сезона были получены путем перекрест-

ного опыления женской родительской линии Brassica napus с растениями R2 или R3 для выбранных объ-

ектов с получением гибридных семян F1 (гемизиготных по данному объекту). В течение каждого из двух 

лет, в течение которых проводились полевые испытания третьего сезона, 2-3 различных родительских 

женских линии Brassica napus были перекрестно опылены растениями R1 для выбранных объектов для 

получения гибридных семян F1. Женская родительская линия также была перекрестно опылена с не-

трансгенным растением из того же генетического фона, что и линия R2 или R3, для использования в ка-

честве контроля. Эта стратегия обеспечивала тестирование объектов в различных родительских линиях 

женских растений и использование соответствующего контроля для сравнений. 

Испытания третьего сезона проводились в течение двух лет, но для каждого случая полевые испы-

тания агрономической эффективности третьего сезона проводились одновременно (в течение одного се-

зона) с полевыми испытаниями эффективности признаков третьего сезона. Во всех полевых испытаниях 

использовалась рандомизированная полноблочная схема эксперимента, и они проводились в 5-10 раз-

личных местах в Северной Америке. 

В испытаниях эффективности признаков третьего сезона гибридные растения F1 оценивали на то-

лерантность к дикамбе с использованием гербицида XtendiMax и, как описано в примере 2, и в конце 

сезона определяли урожай в фунтах/акр (фунт/акр). Были собраны данные об эффективности признаков 

из полевых испытаний третьего сезона. Для каждого уникального объекта был проанализирован мета-

анализ совокупных данных по всем местам и всем отдельным растениям для полевых испытаний эффек-

тивности признака для сравнения рейтингов повреждений гибридов. В табл. 10 представлена средняя 

оценка повреждений для каждого объекта для схемы обработки во всех местах. Мета-анализ полевых 

испытаний эффективности признака в течение каждого сезона показал, что в среднем растения из конст-
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рукций DT-1 показали исключительно хорошие результаты с более низкими показателями повреждения 

гербицидом. 

Таблица 10 

Мета-анализ рейтинга повреждений по результатам полевых  

испытаний эффективности признаков третьего сезона 

 
Были собраны данные по урожайности из полевых испытаний эффективности признаков третьего 

сезона. Для каждого уникального объекта для сравнения был проведен мета-анализ совокупных данных 

по урожайности по всем местам и по всем отдельным растениям для полевых испытаний эффективности 

признаков третьего сезона. В табл. 11 представлены средние показатели урожайности в фунтах/акр (фун-

ты/акр) для каждого объекта для двух схем обработки дикамбе во всех местах (НД означает, что данные 

по обработке отсутствуют). Мета-анализ урожайности для полевых испытаний на эффективность при-

знака продемонстрировал, что в среднем растения из всех объектов имели урожай, сравнимый с необра-

ботанными контрольными растениями. 

Таблица 11 

Мета-анализ урожайности по результатам полевых испытаний  

эффективности признаков третьего сезона 

 
В испытаниях агрономических характеристик третьего сезона гибридные растения F1 оценивали на 

агрономические характеристики и урожай, как описано в примере 2, и в конце сезона определяли агро-

номический урожай в фунтах/акр (фунт/акр). Были собраны данные об урожайности из полевых испыта-

ний агрономической эффективности третьего сезона. Для каждого уникального объекта для сравнения 

был проанализирован мета-анализ совокупных данных по урожайности по всем участкам и по всем от-

дельным растениям для агрономических полевых испытаний третьего сезона. В табл. 12 представлена 

средняя урожайность в фунтах на акр (фунт/акр) для каждого объектах во всех местах. Мета-анализ уро-

жайности для агрономических полевых испытаний показал, что в среднем растения из всех опытов дава-

ли урожай, сравнимый с необработанными контрольными растениями, без статистически значимой раз-

ницы. 

Таблица 12 

Мета-анализ урожайности по результатам третьего сезона  

агрономических полевых испытаний 

 
Данные, полученные в результате молекулярного анализа и полевых испытаний третьего сезона, 

были проанализированы для четырех объектов. Данные анализа эффективности признака, агрономиче-

ских показателей и урожайности полевых испытаний третьего сезона для каждого объекта объединяли с 

результатами углубленной молекулярной характеристики, описанной в примере 3, для оценки объектов. 

Кроме того, была рассмотрена желательность признака толерантности к дикамбе, которая молекулярно 

не связана с другим признаком толерантности к гербицидам. Конфигурация единственной кассеты экс-

прессии толерантности к дикамбе обеспечивает повышенную гибкость и выбор для фермеров в борьбе с 

самосевом, борьбе с сорняками, агрономии и севообороте. Два объекта, представляющие конструкцию 

DT-1, были продвинуты для мета-анализа составных данных трех сезонов полевых испытаний. 

Пример 6. Мета-анализ составных данных полевых испытаний. 

В этом примере описывается мета-анализ всех данных полевых испытаний для двух последних объ-

ектов. Это позволило более детально сравнить характеристики и влияние на урожайность в полевых ус-

ловиях у гибридных растений за многие годы, в десятках мест и сотнях тысяч растений. 
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Мета-анализ эффективности признака был проведен путем сбора данных для первого и третьего се-

зонов во всех местах для двух выбранных объектов из конструкции DT-1. Это позволило более детально 

сравнить рейтинги повреждения гибридов. В табл. 13 представлена средняя оценка повреждений для 

каждого объекта для каждого вида лечения. Мета-анализ полевых испытаний эффективности признака 

продемонстрировал, что оба объекта для конструкции DT-1 имели исключительно низкие рейтинги по-

вреждения гербицидом для обеих обработок. 

Таблица 13 

Составлен мета-анализ рейтинга травматизма  

по результатам полевых испытаний  

эффективности признаков 

 
Мета-анализ всех данных урожайности из полевых испытаний эффективности признака был прове-

ден путем компиляции данных первого и третьего сезонов во всех местах для двух выбранных объектов 

из конструкции DT-1. В табл. 14 представлено среднее изменение урожайности в фунтах на акр 

(фунт/акр) (рассчитанное как разница в урожайности между опрысканными и неопрысканными расте-

ниями, содержащими один и тот же объект) в фунтах/акр для каждого объекта для каждой обработки. 

Мета-анализ урожайности полевых испытаний эффективности признака показал, что объект MON94100 

продемонстрировал исключительно хорошие результаты, что привело к более высокому урожаю в сред-

нем в обоих вариантах обработки, чем объект 170060. Эти данные имеют решающее значение при выбо-

ре элитного коммерческого объекта и демонстрируют выдающуюся производительность растений, со-

держащих объект Brassica MON94100, в полевых условиях при внесении дикамбы. 

Таблица 14 

Составлен мета-анализ урожайности полевых 

 испытаний эффективности признаков 

 
Мета-анализ всех данных урожайности из агрономических полевых испытаний был проведен путем 

компиляции данных за все три сезона по всем местам для двух выбранных объектов из конструкции DT-

1 и контрольных растений. Это позволило более детально сравнить данные по урожайности в отсутствие 

применения дикамбы. В табл. 15 представлена средняя урожайность в фунтах/акр для каждого объекта 

для каждой обработки. Мета-анализ данных урожайности из агрономических полевых исследований по-

казал, что MON94100 и 170060 обеспечивали урожай, сравнимый с контрольными растениями в услови-

ях без опрыскивания, без статистической разницы в урожайности для растений, содержащих любой из 

этих объектов, по сравнению с контрольными растениями. 

Таблица 15 

Мета-анализ урожайности по результатам  

составных полевых агрономических испытаний 

 
Анализ совокупных данных продемонстрировал превосходство объекта Brassica MON94100 по 

сравнению с объектом 170060 в отношении толерантности к дикамбе и урожайности в условиях приме-

нения гербицидов и привел к выбору этого объекта как лучшего объекта, полезного для коммерческих 

целей. 

Пример 7. Обнаружение объекта Brassica MON94100. 

В этом примере описывается обнаружение объекта Brassica MON94100. 

Обнаружение объекта Brassica MON94100 в образце может быть выполнено с использованием ме-

тодов обнаружения ДНК, РНК или белков. Примеры способов обнаружения и материалов представлены 

ниже. Информация о последовательности ДНК для объекта Brassica MON94100 представлена в данном 

документе как SEQ ID NO: 1-10. Трансгенная вставка объекта Brassica MON94100 содержит элементы, 
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описанные в табл. 1. 

Обнаружение может использоваться для определения присутствия или отсутствия объекта Brassica 

MON94100 в образце и может указывать на количество геномных копий объекта Brassica MON94100 (то 

есть гемизиготных, гомозиготных или гетерозиготных) в образце геномной ДНК. Метод термической 

амплификации специфической конечной точки объекта TAQMAN Applied Biosystems (Thermo Fisher 

Scientific) был разработан для идентификации объекта Brassica MON94100 в образце. ДНК праймеры и 

зонд, используемые в анализе конечных точек, представляют собой праймеры SQ51321 (SEQ ID NO: 11), 

SQ13805 (SEQ ID NO: 12) и зонд РВ4832, меченный 6-FAM (SEQ ID NO: 13). 6-FAM (6-

карбоксифлуоресцеин) представляет собой флуоресцентный краситель Applied Biosystems (Фостер-Сити, 

Калифорния), прикрепленный к ДНК-зонду. Для зондов TAQMAN MGB 5'-экзонуклеазная активность 

ДНК-полимеразы Taq расщепляет зонд на 5'-конце между флуорофором и гасителем. При гибридизации 

с целевой цепью ДНК гаситель и флуорофор достаточно разделены, чтобы произвести флуоресцентный 

сигнал, тем самым высвобождая флуоресценцию. SQ51321 и SQ13805 при использовании с этими мето-

дами реакции и РВ4832 образуют ампликон ДНК, который является диагностическим для объекта Bras-

sica MON94100. Контроли для этого анализа должны включать положительный контроль, содержащий 

объект Brassica MON94100, отрицательный контроль из нетрансгенного растения Brassica и отрицатель-

ный контроль, который не содержит ДНК-матрицы. Кроме того, контроль реакции ПНР должен опти-

мально включать праймеры внутреннего контроля и зонд внутреннего контроля, специфичные для одной 

копии гена в геноме Brassica. Эти анализы оптимизированы для использования с системой ПЦР Applied 

Biosystems GeneAmp 9700 (Thermo Fisher Scientific), работающей на максимальной скорости, но можно 

использовать другое оборудование. Ниже приведен пример условий, используемых с методами TAQ-

MAN для обнаружения объекта Brassica MON94100. Стадия 1:18 МОм воды, доведенные до конечного 

объема 5 мкл. Стадия 2: 2,28 мкл 2Х Universal Master Mix (дНТФ, фермент, буфер) до конечной концен-

трации 1X. Стадия 3: 0,05 мкл праймера-1 (SQ51321) и праймера-2 (SQ13805) (ресуспендировали в 18 

МОм воды до концентрации 100 мкМ для каждого праймера) до конечной концентрации 0,9 мкМ. Ста-

дия 4: 0,01 мкл зонда объекта 6-FAM MGB PB4832 (ресуспендировали в 18 МОм воды до концентрации 

100 мкМ) до конечной концентрации 0,2 мкМ. Стадия 5: 0,05 мкл смеси праймера-1 внутреннего контро-

ля и праймера-2 (ресуспендировали в 18 МОм воды до концентрации 100 µМ для каждого праймера) до 

конечной концентрации 0,9 мкМ. Стадия 6: 0,01 мкл зонда VIC для внутреннего контроля (ресуспен-

дирован в 18 МОм воды до концентрации 100 µМ) до конечной концентрации 0,2 мкМ. Стадия 7: 2,5 мкл 

экстрагированной ДНК (матрицы) для каждого образца, каждый из которых включает: (а) образцы ли-

стьев для анализа; (б) отрицательный контроль (нетрансгенная ДНК); (с) отрицательный контроль воды 

(без матрицы); и (d) положительный контроль Brassica, содержащий ДНК объекта Brassica MON94100. 

Стадия 8: Условия амплификатора следующие: один цикл при 95°С в течение 20 с; сорок циклов 95°С в 

течение 3 с, затем 60°С в течение 20 с и заключительный цикл 10°С. Анализ зиготности разработан для 

определения того, является ли растение, содержащее объект Brassica MON94100, гетерозиготным или 

гомозиготным по объекту или аллелю дикого типа. Анализ реакции амплификации может быть разрабо-

тан с использованием представленной в данном документе информации о последовательности. Напри-

мер, такой анализ ПНР может включать создание по меньшей мере трех праймеров: праймера-1, прайме-

ра-2 и праймера-3, где праймер-1 специфичен для геномной ДНК Brassica на 3'-фланкирующей последо-

вательности ДНК объекта Brassica MON94100; праймер-2 специфичен для трансгенной вставки объекта 

Brassica MON94100; а праймер-3 специфичен для аллеля дикого типа. При использовании в качестве па-

ры праймеров в реакции амплификации праймер-1 с праймером-2 будут обеспечивать ПЦР-ампликон, 

специфичный для объекта Brassica MON94100. При использовании в качестве пары праймеров в реакции 

амплификации праймер-1 с праймером-3 будет обеспечивать ПЦР-ампликон, специфичный для аллеля 

дикого типа. В реакции ПНР, проводимой на геномной ДНК Brassica, соответствующие ампликоны ПНР, 

полученные из праймера-1 и праймера-2, и ампликоны, полученные из праймера-1 и праймера-3, будут 

отличаться по последовательности и размеру ампликона. Когда три праймера включены в реакцию ПНР 

с ДНК, экстрагированной из растения, гомозиготного по объекту Brassica MON94100, будет образован 

только ампликон праймера-1 и праймера-2 (специфичный для вставки Brassica MON94100). Когда три 

праймера включаются в реакцию ПНР с ДНК, экстрагированной из растения, гетерозиготного по объекту 

Brassica MON94100, ампликон праймера-1 и праймера-2 (специфичный для вставки Brassica MON94100), 

и ампликон праймера-1 и праймера-3 (специфичный для аллеля дикого типа или отсутствия вставки 

Brassica MON94100). Когда три праймера смешивают вместе в реакции ПЦР с ДНК, экстрагированной из 

растения, которое является нулевым по объекту Brassica MON94100 (то есть дикого типа), будет создан 

только ампликон праймера-1 и праймера-3 (специфичный для аллеля дикого типа). Ампликоны, полу-

ченные с помощью реакции ПЦР, можно идентифицировать или различать с помощью любого метода, 

известного в данной области техники. 

Другой анализ зиготности для объекта Brassica MON94100 - это реакция термической амплифика-

ции TAQMAN. Для этого типа анализа, в дополнение к праймерам, описанным выше, анализ должен 

включать применение двух флуоресцентно меченных зондов. Зонд-1 будет специфичен для объекта Bras-
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sica MON94100, а зонд-2 будет специфичен для растения Brassica, которое является нулевым по объекту 

Brassica MON94100 (дикого типа), и где два зонда содержат разные флуоресцентные метки, например 6-

БАМ-метка или VIC-метка. При использовании в реакции TAQMAN праймер-1, и праймер-2, и зонд-1 

будет обеспечивать первый флуоресцентный сигнал, специфичный для объекта Brassica MON94100, а 

праймер-1 и праймер-3, и зонд-2 будет обеспечивать второй флуоресцентный сигнал, специфичный для 

Brassica дикого типа. Когда три праймера и два зонда включены в реакцию TAQMAN с ДНК, экстраги-

рованной из растения, гомозиготного по объекту Brassica MON94100, будет генерироваться только пер-

вый флуоресцентный сигнал (специфичный для праймера-1 и праймера-2, и зонда-1). Когда три прайме-

ра включены в реакцию TAQMAN с ДНК, экстрагированной из растения, гетерозиготного по объекту 

Brassica MON94100, как первый флуоресцентный сигнал (специфичный для праймера-1 и праймера-2, и 

зонда-1), так и второй флуоресцентный сигнал (специфический для праймера-1 и праймера-3, и зонда-2). 

Когда три праймера смешивают вместе в реакции TAQMAN с ДНК, экстрагированной из растения, кото-

рая является нулевой по объекту Brassica MON94100 (дикий тип), будет сгенерирован только второй 

флуоресцентный сигнал (специфичный для праймера-1 и праймера-3, и зонда-2). 

Другой метод обнаружения присутствия объекта Brassica MON94100 в образце растений - анализ по 

Саузерну. Специалист в данной области техники поймет, как сконструировать зонд(ы) для Саузерн-

гибридизации, специфичный для объекта Brassica MON94100, и второй зонд для Саузерн-гибридизации, 

специфичный для растения Brassica, которое является нулевым по объекту Brassica MON94100 (дикого 

типа). При анализе по Саузерну сигнал, обнаруженный только от первого зонда для гибридизации по 

Саузерну, будет указывать на растение, гомозиготное по объекту Brassica MON94100; сигнал, обнару-

женный как от первого зонда гибридизации по Саузерну, так и от второго зонда гибридизации по Сау-

зерну, будет указывать на растение, гетерозиготное по объекту Brassica MON94100; и сигнал, обнару-

женный только от второго зонда гибридизации по Саузерну, будет указывать на то, что ДНК была экст-

рагирована из растения, которое является нулевым по объекту Brassica MON94100 (дикого типа). 

В другом примере набора для обнаружения содержит по меньшей мере одно антитело, специфичное 

по меньшей мере к одному белку, кодируемому объектом Brassica MON94100. Например, в таком наборе 

может использоваться тест-полоска с латеральной диффузией, содержащая реагенты, активируемые, ко-

гда кончик полоски контактирует с водным раствором. Иллюстративные белки, достаточные для исполь-

зования в продукции антител, представляют собой белки, кодируемые последовательностью, представ-

ленной как SEQ ID NO: 10, или любым ее фрагментом. Разработан метод обнаружения белка, позволяю-

щий определить, взят ли образец из растения, семени, клетки или части растения, содержащей объект 

Brassica MON94100. По меньшей мере одно антитело, специфичное по меньшей мере к одному белку, 

кодируемому объектом Brassica MON94100, используется для обнаружения белка, кодируемого объек-

том Brassica MON94100, в образце. В наборе для обнаружения, содержащем одно или более антител, 

специфичных к одному или более белкам, кодируемым объектом Brassica MON94100, можно использо-

вать тест-полоски для хроматографии, содержащие реагенты, активируемые, когда кончик полосы кон-

тактирует с водным раствором. Образцы ткани Brassica могут быть измельчены и белок экстрагирован 

для анализа с использованием воды или водного буфера (например, забуференного фосфатом физиоло-

гического раствора, содержащего детергент и бычий сывороточный альбумин). После центрифугирова-

ния водный супернатант анализируют методом сэндвич-ИФА на тес-полосках, содержащей впитываю-

щую подушку. Обнаружение активируется путем погружения кончика полоски в водный раствор, содер-

жащий исследуемый образец. Водный раствор переносится вверх по полоске за счет капиллярного эф-

фекта и солюбилизирует меченые золотом антитела на полоске. Меченные золотом антитела специфич-

ны по меньшей мере к одному белку, кодируемому объектом Brassica MON94100, и будут связываться с 

эпитопом на белке в образце с образованием комплекса антитело-антиген. Меченый золотом комплекс 

антитело-антиген затем переносится по полоске на нитроцеллюлозную мембрану. Мембрана содержит 

тестовую линию иммобилизованных антител, которые связываются со вторым отдельным эпитопом на 

белке, кодируемом объектом Brassica MON94100, вызывая появление видимой линии на тест-полоске, 

если в образце присутствует белок, кодируемый объектом Brassica MON94100. 

Пример 8. контроль самосева. 

В этом примере описаны методы контроля растений, содержащих объект 

Brassica MON94100. Для контроля самосева может быть использован любой гербицид, к которому 

чувствительны растения, содержащие объект Brassica MON94100. Иллюстративный гербицид для целей 

контроля самосева мог бы включать синтетический ауксиновый гербицид, отличный от дикамбы. Чувст-

вительность растений, содержащих объект Brassica MON94100, к синтетическим ауксиновым гербици-

дам, отличным от дикамбы, дает фермерам возможность удалять из окружающей среды нежелательные 

толерантные к дикамбе растения Brassica (то есть растения, содержащие объект Brassica MON94100). 

Такая среда может включать или не включать другие желательные культуры или растения Brassica, кото-

рые не содержат объект Brassica MON94100. 

Растения, содержащие объект Brassica MON94100 и нетрансгенные растения той же зародышевой 

плазмы, что и контроль, выращивали в теплице в соответствии с рандомизированным полноблочным 

дизайном. Растения опрыскивали на стадии V3 одним из четырех синтетических ауксиновых гербици-
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дов: дикамба (XtendiMax), 2,4-D амин 4 (диметиламиновая соль 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), 

бромоксинил (3,5-дибром-4-гидроксибензонитрил, Buctril) и MCPA амин (4-хлор-2-

метилфеноксиуксусная кислота) в рандомизированном порядке. Степень повреждения растений измеря-

ли через 9 суток после обработки. 

После опрыскивания дикамбой с коммерческой нормой (1X) растения, содержащие объект Brassica 

MON94100, не имели повреждений, а контрольные растения имели 21,3% повреждений. Однако при оп-

рыскивании тремя другими синтетическими ауксиновыми гербицидами (2,4-D амин, бромоксинил и 

MCPA) с нормой 1X или 2Х обоих растений, содержащих объект Brassica MON94100, и контрольных 

растений продемонстрировало степень повреждения от 70 до 90%. Это подтвердило, что растения, со-

держащие объект Brassica MON94100, и контрольные растения аналогично реагируют на три ауксиновых 

гербицида. Данные приведены в табл. 16. 

Таблица 16 

Степень повреждения растений (%) после опрыскивания гербицидом 

 

 
Депонирование репрезентативного образца семян, содержащих объект Brassica MON94100, было 

осуществлено в соответствии с Будапештским договором в патентном депозитарии Американской кол-

лекцией типовых культур (АТСС) с адресом 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110 

(USA). Условный номер в АТСС (номер доступа) для семян, содержащих объект Brassica MON94100 - 

РТА-125182, а дата депонирования - 21 августа 2018 г. Депозит будет храниться в депозитарии в течение 

30 лет, или 5 лет после последнего запроса, или в течение срока действия патента, в зависимости от того, 

что позднее. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Молекула рекомбинантной ДНК, содержащая последовательность, выбранную из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1, причем присутствие указанной молекулы ДНК в образце, 

полученном из растения Brassica, семян Brassica или клеток Brassica, указывает на присутствие транс-

форманта Brassica MON94100 и толерантность к дикамбе. 

2. Молекула рекомбинантной ДНК по п.1, в которой молекула рекомбинантной ДНК получена из 

растения, семени или клетки, содержащих трансформант Brassica MON94100, при этом репрезентатив-

ный образец семян, содержащих трансформант, депонирован в АТСС под регистрационным номером 

РТА-125182, причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 

NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

3. Молекула рекомбинантной ДНК по п.1, в которой молекула рекомбинантной ДНК находится в 

растении, клетке, семени или части растения, содержащих трансформант Brassica MON94100, при этом 

репрезентативный образец семян, содержащих трансформант, депонирован в АТСС под регистрацион-

ным номером РТА-125182, причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последова-

тельность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 

NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

4. Молекула рекомбинантной ДНК по п.1, в которой молекула рекомбинантной ДНК представляет 

собой ампликон для диагностики присутствия трансформанта Brassica MON94100, причем указанный 

трансформант Brassica MON94100 содержит последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

5. Молекула ДНК, имеющая достаточную длину смежных нуклеотидов SEQ ID NO: 10 для функ-

ционирования в качестве ДНК-зонда, специфичного для SEQ ID NO: 10 в образце ДНК, полученном из 

растения Brassica, семени Brassica или клетки Brassica, причем ДНК-зонд содержит SEQ ID NO: 1 или 

SEQ ID NO: 2. 

6. Молекула ДНК, имеющая достаточную длину смежных нуклеотидов SEQ ID NO: 10, для функ-

ционирования в качестве ДНК-зонда, специфичного для SEQ ID NO: 10, в образце ДНК, полученном из 

растения Brassica, семян Brassica или клетки Brassica, в которой ДНК-зонд содержит SEQ ID NO: 13. 

7. Пара молекул ДНК, содержащая первую молекулу ДНК и вторую молекулу ДНК, где каждая 
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первая молекула ДНК содержит достаточную длину смежных нуклеотидов в пределах нуклеотидов с 

1001 по 3913 SEQ ID NO: 10 для функционирования в качестве праймера ДНК, и вторая молекула ДНК 

содержит достаточную длину смежных нуклеотидов в пределах нуклеотидов с 1 по 1000 или в пределах 

нуклеотидов с 3914 по 4913 SEQ ID NO: 10, для функционирования в качестве праймера ДНК, и где мо-

лекулы ДНК при совместном использовании в реакции амплификации ДНК, содержащей трансформант 

Brassica MON94100 для создания ампликона, диагностического для трансформанта Brassica MON94100 в 

образце, причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последовательность, выбранную 

из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ 

ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

8. Пара молекул ДНК по п.7, в которой праймеры ДНК содержат SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12. 

9. Способ обнаружения присутствия трансформанта Brassica MON94100 в образце ДНК, получен-

ном из растения Brassica, семени Brassica или клеток Brassica, включающий: 

a) приведение образца в контакт с ДНК-зондом по п.5; 

b) подвергание образца и ДНК-зонда жестким условиям гибридизации; и 

c) обнаружение гибридизации ДНК-зонда с молекулой ДНК в образце, 

при этом гибридизация ДНК-зонда с молекулой ДНК указывает на присутствие трансформанта 

Brassica MON94100 в образце ДНК, и причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит 

последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, 

SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

10. Способ обнаружения присутствия трансформанта Brassica MON94100 в образце ДНК, получен-

ном из растения Brassica, семени Brassica или клеток Brassica, включающий: 

a) приведение образца в контакт с парой молекул ДНК по п.7; 

b) проведение реакции амплификации, достаточной для получения ампликона ДНК, содержащего 

последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, 

SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1; и 

c) обнаружение присутствия ампликона ДНК, 

при этом присутствие ампликона ДНК указывает на присутствие трансформанта Brassica 

MON94100 в образце, и причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, 

SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

11. Набор для обнаружения присутствия трансформанта Brassica MON94100, содержащий ДНК-

зонд по п.5 или пару молекул ДНК по п.7. 

12. Растение или часть растения Brassica, содержащие молекулу ДНК, содержащую последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 и SEQ ID NO: 10. 

13. Растение или часть растения Brassica по п.12, в которых растение или часть растения толерант-

ны к дикамбе. 

14. Способ борьбы с сорняками на участке, включающий посадку растений Brassica, содержащих 

трансформант Brassica MON94100, и применение эффективного количества дикамбы для борьбы с сор-

няками на участке без повреждения Brassica, причем указанный трансформант Brassica MON94100 со-

держит последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID 

NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

15. Способ по п.14, в котором эффективное количество дикамбы составляет от около 0,56 до около 

2,24 кг к.э./га дикамбы в течение вегетационного периода. 

16. Способ борьбы с самосевом Brassica, содержащим трансформант Brassica MON94100, на участ-

ке, включающий нанесение гербицидно эффективного количества по меньшей мере одного гербицида, 

отличного от дикамбы, причем нанесение гербицида предотвращает рост растений Brassica, содержащих 

трансформант Brassica MON94100, причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит по-

следовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, 

SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

17. Способ по п.16, в котором гербицид, отличный от дикамбы, выбран из группы, состоящей из 

2,4-D (2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), бромоксинила (3,5-дибром-4-гидроксибензонитрила) и 

MCPA амина (4-хлор-2-метилфеноксиуксусной кислоты). 

18. Способ получения растения Brassica, толерантного к дикамбе, включающий: 

a) скрещивание растения, содержащего трансформант Brassica MON94100, с самим собой или со 

вторым растением для получения семени; и 

b) идентификацию семени-потомка, которое содержит трансформант Brassica MON94100, причем 

указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последовательность, выбранную из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

19. Способ по п.18, в котором идентификацию семени-потомка, которое содержит трансформант 

MON94100, осуществляют посредством 
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i) выращивания семени-потомка для получения растений-потомков; 

ii) обработки растений-потомков эффективным количеством дикамбы; и 

iii) отбора растения-потомка, толерантного к дикамбе. 

20. Способ по п.18, в котором идентификацию семени-потомка, которое содержит трансформант 

Brassica MON94100, осуществляют путем обнаружения присутствия трансформанта Brassica MON94100 

в образце, полученном из семени-потомка. 

21. Способ по п.18, в котором идентификацию семени-потомка, которое содержит трансформант 

Brassica MON94100, осуществляют путем обнаружения присутствия по меньшей мере одного белка, ко-

дируемого транформантом Brassica MON94100, в образце, полученном из семени-потомка. 

22. Способ определения зиготности растения в отношении трансформанта Brassica MON94100, 

включающий: 

a) приведение в контакт образца, содержащего ДНК, полученную из растения, с набором прайме-

ров, способных создать первый ампликон, диагностический для присутствия трансформанта Brassica 

MON94100, и второй ампликон, диагностический для геномной ДНК Brassica дикого типа, не содержа-

щий трансформант Brassica MON94100; 

b) осуществление реакции амплификации нуклеиновой кислоты; 

c) обнаружение первого и второго ампликонов, причем присутствие обоих ампликонов указывает 

на то, что образец является гетерозиготным по трансформанту Brassica MON94100, а присутствие только 

первого ампликона указывает на то, что образец является гомозиготным по трансформанту Brassica 

MON94100, причем указанный трансформант Brassica MON94100 содержит последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 

NO: 5, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 1. 

23. Способ по п.22, в котором набор праймеров содержит SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12. 

24. Семя, содержащее рекомбинантную молекулу ДНК по п.1. 

25. Клетка растения, содержащая рекомбинантную молекулу ДНК по п.1. 

26. Растительный продукт, содержащий рекомбинантную молекулу ДНК по п.1, где указанный рас-

тительный продукт содержит переработанные семена, зерна, части растений, муку или масло. 
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