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(57) Изобретение касается растений, имеющих рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный
фенотип, и коррелирующего с ним локуса гена (gst), включая ген, который ответственен за
фертильный/стерильный фенотип и который мутирован в стерильном фенотипе. Изобретение
также обеспечивает способы идентификации генотипа, коррелирующего с экспрессией признаков,
указанных выше, и соответствующие генетические инструменты, такие как зонды для
гибридизации и олигонуклеотиды. Описано также использование растений, получаемых по
данному изобретению, в селекции гибридов и производстве продуктов из возобновляемых
сырьевых материалов, таких как биоэтанол, биогаз и продукты на основе сахара.
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Область техники 

Настоящее изобретение относится к области упрощения трудоемких селекционных программ с по-

мощью методов молекулярной биологии, генной инженерии и маркерных технологий. В частности, изо-

бретение обеспечивает растения, проявляющие гомозиготный ядерно-кодируемый мужской стерильный 

фенотип в результате спонтанной мутации участка гена в ядерном геноме, причем в отличие от ЦМС 

(цитоплазматической мужской стерильности) мутация достигается посредством экспрессии рецессивно-

го признака, что исключает необходимость получения стерильных и фертильных генотипов в селекци-

онной программе. В этой связи настоящее изобретение обеспечивает растения, в частности растения са-

харной свеклы и картофеля, в которых мутация, являющаяся результатом вышеупомянутой экспрессии 

признака, детектируется в гене цитохром Р450 оксидазы (CYPgst) при помощи маркерных технологий, а 

также соответствующий способ идентификации данной мутации. Кроме того, изобретение обеспечивает 

белок CYPgst, молекулу ДНК, содержащую не мутировавший ген, обеспечивающий вышеупомянутую 

экспрессию признака, рекомбинантную молекулу ДНК, обеспечивающую получение гена дикого типа, 

промотор для специфических экспрессий такого гена или гетерологичный ген в цветках и/или плодах 

растений, и/или нуклеотидную последовательность, кодирующую ингибиторы гена CYPgst, а также со-

ответствующие векторы и клетки-хозяева. 

Настоящее изобретение также касается растений, модифицированных посредством генной инжене-

рии, которые имеют рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип в результате инги-

бирования экспрессии гена CYPgst, соответствующих ингибиторов, а также способов ингибирования 

гена и способов восстановления фертильности. Изобретение также касается использования таких расте-

ний в селекции гибридов, селекции на устойчивость и/или производстве семян. Также изобретение 

включает семена или потомков, органы, растительные части, ткани или клетки растений по данному изо-

бретению, а также их применение. 

Предпосылки создания изобретения 

Для контролируемого получения изменения генетики растений сахарной свеклы (Beta vulgaris, под-

вид vulgaris), а также всех других культивируемых растений, осуществляется скрещивание. У еще закры-

тых цветков родительской формы вручную удаляются пыльники, несущие пыльцу. Опыление также про-

водится вручную путем нанесения пыльцы донора на рыльца родительской формы. Как альтернативный 

вариант опыление может также осуществляться после удаления пыльников у цветков родительской фор-

мы путем помещения пыльцы донора в пространственной близости от родительской формы для цветения 

и доставки пыльцы. В любом случае это связано с процессом ведения трудоемких протоколов, который 

весьма предрасположен к ошибкам, так как если удаляется только часть пыльников цветка, то может 

иметь место самоопыление. 

В настоящее время (коммерческие) гибридные семена часто получают путем скрещивания между 

компонентами родительской формы генотипов, проявляющих ЦМС (цитоплазматическую мужскую сте-

рильность), и последующего возвратного скрещивания, чтобы увеличить генетическую часть компонен-

тов родительской формы. Получаемые в результате мужские стерильные компоненты родительской 

формы можно затем выращивать в большом количестве, при этом опыление происходит вследствие того, 

что доноры пыльцы растут рядом (топкроссный метод). Поскольку доминантный ген ЦМС наследуется 

по материнской линии, то для использования линий с ЦМС одновременно должны обеспечиваться фер-

тильные линии-закрепители стерильности (не являющиеся линиями О-типов из ЦМС), чтобы могло 

иметь место опыление ЦМС-линий. Это требует большого объема работ по планированию и значитель-

ных производственных усилий, а также сложной логистики. Например, для получения семян достаточно 

высокого качества коммерчески значимые сорта сахарной свеклы в настоящее время являются тройными 

гибридами. Создание гибридов в селекционных программах также является дорогостоящим и трудоза-

тратным и пока связано с наличием преград на этом пути. 

Отмечены линии или генотипы многочисленных растений, проявляющие естественно встречаю-

щуюся ядерно-кодируемую мужскую стерильность (мс: мужская стерильность). Она обычно вызывается 

спонтанной мутацией гена в ядерном геноме, которая происходит в результате экспрессии рецессивного 

признака. Использование генотипов, являющихся ядерно-кодируемыми мужскими стерильными по фе-

нотипу, подходит для упрощения процессов селекции и/или применения этих процессов для получения 

гибридных семян. Таким образом, фенотипы с мужской стерильностью обладают тем преимуществом, 

что их использование не требует ручного удаления пыльников, а также исключает необходимость одно-

временного получения фертильных и стерильных генотипов, поскольку, в свою очередь, гетерозиготные 

генотипы в каждом репродуктивном цикле расщепляются на фертильные и стерильные индивиды по-

средством самоопыления. 

Исходя из вышеизложенного целью настоящего изобретения является обеспечение средств и спо-

собов для использования ядерно-кодируемой мужской стерильности у культурных растений, в частности 

у растений сахарной свеклы и картофеля. Данная цель достигается посредством вариантов осуществле-

ния изобретения, указанных в описании и формуле изобретения. 

Краткое изложение сущности изобретения 

Настоящее изобретение относится к области упрощения трудоемких селекционных программ, мар-
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керной технологии и генной инженерии. Изобретение обеспечивает растения, проявляющие рецессив-

ный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип в результате мутации сегмента ДНК, содержаще-

го цитохром Р450 оксидазы (CYPgst). Ген CYPgst и мутация идентифицируются путем использования 

маркерных технологий и методов молекулярной биологии. Поскольку мутация остается интактной 

вследствие экспрессии рецессивного признака, и гетерозиготные генотипы в результате самоопыления в 

ходе каждого репродуктивного цикла затем расщепляются на фертильные и стерильные генотипы, то не 

требуется одновременное получение фертильных линий-закрепителей стерильности. Полученные дан-

ные можно использовать для создания трансгенных растений, имеющих рецессивный ядерно-

кодируемый мужской стерильный фенотип, а также для восстановления фертильности. 

Таким образом, настоящее изобретение касается вариантов осуществления, представленных в сле-

дующих параграфах 1-37 и иллюстрируемых примерами. 

1. Растение, в частности культурное растение, проявляющее рецессивный ядерно-кодируемый муж-

ской стерильный фенотип, при этом фенотип обусловливается мутацией гена эндогенной цитохром Р450 

оксидазы (CYPgst) или отсутствием, пониженным содержанием или пониженной активностью функцио-

нального белка CYPgst, кодируемого геном дикого типа CYPgst, по сравнению с соответствующим 

(мужским фертильным) растением дикого типа, причем не мутировавший ген CYPgst представляет собой 

а) ген BvCYPgst Beta vulgaris, который предпочтительно содержит нуклеотидную последователь-

ность SEQ ID NO: 1 или 2 или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в  

SEQ ID NO: 3, либо его гомолог, аналог или ортолог; 

b) ген StCYPgst Solarium tuberosum, который предпочтительно содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 12 или 13 или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 14, либо его гомолог, аналог или ортолог; 

с) ген ZmCYPgst Zea mays, который предпочтительно содержит нуклеотидную последователь-

ность SEQ ID NO: 9 или 10 или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в  

SEQ ID NO: 11, либо его гомолог, аналог или ортолог. 

2. Растение согласно параграфу 1, являющееся гетерозиготным по мутации и мужским фертильным 

или гомозиготным по мутации и мужским стерильным, в котором развитие функциональной пыльцы 

супрессируется, предпочтительно супрессируется полностью, у стерильных растений. 

3. Растение согласно параграфу 1 или 2, в котором ген CYPgst экспрессируется по меньшей мере в 

закрытых цветках и плодах. 

4. Растение согласно любому из параграфов 1-3, в котором мутация предотвращает транскрипцию 

и/или трансляцию функционального белка, при этом предпочтительно мутация касается делеции, при-

соединения, инсерции или замещения в кодирующей нуклеотидной последовательности гена CYPgst, 

последовательности сигнала для сплайсинга или регуляторной последовательности, предпочтительно в 

последовательности промотора гена CYPgst. В предпочтительном варианте осуществления изобретения 

молекула нуклеиновой кислоты имеет мутацию, которую можно также встретить в нуклеотидной после-

довательности SEQ ID NO: 8, в отличие от гена дикого типа согласно SEQ ID NO: 1. В частности, мута-

ция может представлять собой делецию между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 SEQ ID NO: 1 

или соответствующими позициями SEQ ID NO: 12 или 9. Делеция может содержать по меньшей мере 20, 

30 или 50 последовательных пар оснований, предпочтительно по меньшей мере 100, 150, 200 или 250 

последовательных пар оснований и наиболее предпочтительно по меньшей мере 300, 400 или 500 после-

довательных пар оснований. В наиболее предпочтительном варианте осуществления изобретения моле-

кула нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную последовательность согласно SEQ ID NO: 8. В дру-

гом предпочтительном варианте осуществления изобретения молекула нуклеиновой кислоты имеет то-

чечную мутацию в нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1 (см. таблицу) предпочтительно ме-

жду нуклеотидными позициями 1560 и 2095 SEQ ID NO: 1. 

5. Растение согласно параграфу 4, являющееся растением Beta vulgaris, предпочтительно растением 

Beta vulgaris, подвид vulgaris, в котором делецию можно детектировать посредством определения отсут-

ствия одного или обоих маркерных локусов sle5983d14 (продукт амплификации праймера, имеющего по-

следовательности SEQ ID NO: 4 и 5) и sle5983d17 (продукт амплификации праймера, имеющего последова-

тельности SEQ ID NO: 6 и 7), а также посредством определения присутствия убиквитарного маркера. 

6. Растение согласно любому из параграфов 1-5, в котором ген локализуется в Beta vulgaris, пред-

почтительно Beta vulgaris, подвид vulgaris, в сегменте хромосомы 1 между маркерными локусами 

sxn215s01 и sle3305s02, при этом последовательность маркера sxn215s01, показанная в SEQ ID NO: 24, и 

последовательность маркера sle3305s02, показанная в SEQ ID NO: 26, указывают на присутствие локуса 

gst, и последовательность маркера sxn215s01, показанная в SEQ ID NO: 25, и последовательность марке-

ра sle3305s02, показанная в SEQ ID NO: 27, указывают на референсную последовательность. 

7. Растение согласно параграфу 6, в котором длина последовательности составляет приблизительно 

от 50 до 5000 kbp, от 100 до 1000 kbp, более предпочтительно от 100 до 500 kbp и наиболее предпочти-

тельно от 200 до 250 kbp. 

8. Растение согласно любому из параграфов 1-7, в котором не мутировавший ген представляет со-

бой функциональный ген BvCYPgst Beta vulgaris, предпочтительно Beta vulgaris, подвид vulgaris, или 
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функциональный гомологичный, аналогичный или ортологичный ген другого культивируемого(CYPgst) 

или культурного растения. 

9. Растение согласно параграфу 8, в котором гомологичный, аналогичный или ортологичный ген 

представляет собой ген Zea mays, который предпочтительно содержит нуклеотидную последователь-

ность SEQ ID NO: 9 или 10 или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в  

SEQ ID NO: 11, ген Solarium tuberosum, который предпочтительно содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 12 или 13 или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 14, ген Triticum aestivum, который предпочтительно кодирует аминокислотную последова-

тельность, представленную в SEQ ID NO: 15, ген Helianthus annuus, который предпочтительно кодирует 

аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, ген Hordeum vulgare, который 

предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 17, ген 

Brassica napus, который предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представлен-

ную в SEQ ID NO: 18, ген Brassica oleracea, который предпочтительно кодирует аминокислотную после-

довательность, представленную в SEQ ID NO: 19, ген Brassica rapa, который предпочтительно кодирует 

аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, ген Glycine max, который пред-

почтительно кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 21, ген Gos-

sypium, который предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 22, или ген Sorghum bicolor, который предпочтительно кодирует аминокислотную последо-

вательность, представленную в SEQ ID NO: 23. 

10. Растение согласно любому из параграфов 1-9, в котором не мутировавший ген (ген дикого типа) 

имеет нуклеотидную последовательность, выбираемую из группы, состоящей из 

(а) нуклеотидной последовательности, представленной нуклеотидной последовательностью  

SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2, либо ее функционального фрагмента (см. фиг. 4А и 4В); 

(b) нуклеотидной последовательности, которая кодирует аминокислотную последовательность, 

представленную в SEQ ID NO: 3; 

(c) нуклеотидной последовательности, способной гибридизоваться в жестких условиях с нуклео-

тидной последовательностью, комплементарной нуклеотидной последовательности согласно (а) или (b); 

(d) нуклеотидной последовательности, которая кодирует аминокислотную последовательность, 

имеющую различия с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 3, проявляющиеся в форме 

аминокислотных делеций, замещений, присоединений и/или инсерций в аминокислотной последователь-

ности, и которая предпочтительно идентична по меньшей мере на 60% аминокислотной последователь-

ности по всей ее длине; 

(e) нуклеотидной последовательности, которая кодирует белок, обладающий одной и той же фер-

ментативной активностью, что и белок, кодируемый нуклеотидной последовательностью согласной лю-

бой из нуклеотидных последовательностей (а)-(d); и 

(f) нуклеотидной последовательности, содержащей по меньшей мере 200 или 400, предпочтительно 

по меньшей мере 600 или 800, наиболее предпочтительно по меньшей мере 1000 последовательных нук-

леотидов промотора последовательности нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 1 с нуклеотидными пози-

циями от 1 до 1518, предпочтительно от 518 до 1518, наиболее предпочтительно от 1318 до 1518, или 

последовательности, которая гибридизуется в этом участке, причем нуклеотидная последовательность 

способна контролировать экспрессию гена, и гетерологичная молекула нуклеиновой кислоты оперативно 

связана с нуклеотидной последовательностью, особенно в закрытых цветках или плодах. 

Нуклеотидная последовательность согласно (с), (d) или (е) представляет собой, например, нук-

леотидную последовательность, которая имеет последовательность нуклеотидов, представленную в 

SEQ ID NO: 12 или SEQ ID NO: 13, или ее функциональный фрагмент, либо которая кодирует аминокис-

лотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14. Также нуклеотидная последовательность 

согласно (с), (d) или (е) представляет собой, например, нуклеотидную последовательность, которая имеет 

последовательность нуклеотидов, представленную в SEQ ID NO: 9 или SEQ ID NO: 10, или ее функ-

циональный фрагмент, либо которая кодирует аминокислотную последовательность, представленную 

в SEQ ID NO: 11. Кроме того, нуклеотидная последовательность согласно (с), (d) или (е) представляет 

собой, например, нуклеотидную последовательность, которая кодирует аминокислотную последователь-

ность, выбираемую из группы, состоящей из последовательностей SEQ ID NO: 15-23. 

11. Растение согласно любому из параграфов 1-10, характеризующееся тем, что оно является ин-

бредным или гибридным растением. 

12. Растение согласно любому из параграфов 1-11, характеризующееся тем, что оно является расте-

нием рода Zea, Solanum, Triticum, Triticale, Helianthus, Secale, Hordeum, Brassica, Brachypodium, Glycine, 

Gossypium, Sorghum, Saccharum, Setaria, Aegilops, Oryza, Daucus, Eucalyptus, Erythranthe, Genlisea, Musa, 

Avena, Nicotiana, Coffea, Vitis, Cucumis, Morus, Crucihimalaya, Cardamine, Lepidium, Capsella, Olimarabi-

dopsis, Arabis, Raphanus, Eruca, Citrus, Jatropha. Populus или Beta, предпочтительно растение вида Zea 

mays, Solarium tuberosum, Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum spelta, Helianthus annuus, Secale ce-

real, Hordeum vulgare, Hordeum bulbosum, Brassica napus, Brassica oleracia, Brassica rapa, Brassica juncacea, 

Brassica nigra, Glycine max, Gossypium sp., Sorghum bicolor,Triticale, Saccharum officinarum, Setaria italica, 
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Oryza sativa, Oryza minuta, Oryza australiensis, Oryza alta, Brachypodium distachyon, Hordeum marinum, Ae-

gilops tauschii, Daucus glochidiantus, Daucus pusillus, Daucus muricatus, Daucus carota, Eucalyptus grandis, 

Erythranthe guttate, Genlisea aurea, Musa sp., Avena sp., Nicotiana sylvestris, Nicotiana tabacum, Nicotiana 

tomentosiformis, Solarium lycopersicum, Coffea canephora, Vitis vinifera, Cucumis sativus, Morus notabilis, Ara-

bidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata, Arabidopsis arenosa, Crucihimalaya himalaica, Crucihimalaya wallichii, Car-

damine flexuosa, Lepidium virginicum, Capsella bursa-pastoris, Olimarabidopsis pumila, Arabis hirsute, Raphanus 

sativus, Eruca vesicaria sativa, Citrus x sinensis, Jatropha curcas, Populus trichocarpa или Beta vulgaris. 

13. Молекула нуклеиновой кислоты или рекомбинантная молекула ДНК, содержащая нуклеотид-

ную последовательность, представленную в параграфе 10. 

14. Рекомбинантная молекула ДНК согласно параграфу 13, содержащая 

(i) промотор, имеющий нуклеотидную последовательность, представленную в параграфе 10 (f), ко-

торая оперативно связана с гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты; либо 

(ii) кодирующую нуклеотидную последовательность, представленную в параграфе 10 (а)-(е), кото-

рая оперативно связана с гетерологичным промотором, и предпочтительно способная управлять экспрес-

сией нуклеотидной последовательности, особенно в закрытых цветках или плодах. 

15. Рекомбинантная молекула ДНК, содержащая нуклеотидную последовательность, кодирующую 

shPHK (малую РНК, образующую шпильки), siPHK (малую интерферирующую РНК), отрицательно по-

лярную РНК, положительно полярную РНК или двухцепочечную РНК, которая приводит к ингибирова-

нию экспрессии функционального (не мутировавшего) гена CYFgst после ее экспрессии в растительной 

клетке или после ее введения в растительную клетку. В предпочтительном варианте осуществления изо-

бретения нуклеотидная последовательность состоит по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19 или 20, пред-

почтительно по меньшей мере из 21, 22, 23, 24 или 25, более предпочтительно по меньшей мере из 30, 35, 

40, 45 или 50, наиболее предпочтительно по меньшей мере из 100, 200, 300, 500 или 1000 последователь-

ных нуклеотидов SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 12 или 13 в положительно или отрицательно полярной ориента-

ции, либо по меньшей мере одного экзона 1 SEQ ID NO: 1 из нуклеотидов в позиции 1762-2679 и экзона 

2 SEQ ID NO: 1 из нуклеотидов в позиции 3507-4142. Экзон 1 SEQ ID NO: 12 простирается от нуклео-

тидной позиции 1762 до 2032, экзон 2 SEQ ID NO: 12 протирается от нуклеотидной позиции 2449 до 

2161 и экзон 3 SEQ ID NO: 12 протирается от нуклеотидной позиции 4032 до 4694. Экзон 1 SEQ ID 

NO: 9 простирается от нуклеотидной позиции 2001 до 2927 и экзон 2 SEQ ID NO: 9 простирается от нук-

леотидной позиции 3018 до 3683. В еще одном предпочтительном варианте осуществления изобретения 

нуклеотидная последовательность состоит по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19 или 20, предпочтительно 

по меньшей мере из 21, 22, 23, 24 или 25, более предпочтительно по меньшей мере из 30, 35, 40, 45 или 

50 и наиболее предпочтительно по меньшей мере из 100, 200, 300, 500 или 1000 последовательных нук-

леотидов, которые способны гибридизоваться с нуклеотидной последовательностью, представленной в 

параграфе 10. 

16. Молекула нуклеиновой кислоты, содержащая нуклеотидную последовательность, представлен-

ную в параграфе 10, с мутацией в форме делеции, присоединения, инсерции или замещения, в которой 

данная мутация не приводит к синтезу функциональных белков CYPgst. Предпочтительно мутация про-

исходит в кодирующей нуклеотидной последовательности гена CYPgst, локализуемой в сигнале для 

сплайсинга, или в регуляторной последовательности гена CYPgst, предпочтительно в промоторе гена 

CYPgst. В предпочтительном варианте осуществления изобретения молекула нуклеиновой кислоты имеет 

мутацию, которая можно также обнаружить в нуклеотидной последовательности согласно SEQ ID NO: 8. В 

частности, мутация может представлять собой делецию между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 

SEQ ID NO: 1 или между соответствующими позициями в SEQ ID NO: 12 или 9. Делеция может иметь 

длину по меньшей мере в 20, 30 или 50 последовательных пар оснований, более предпочтительно по 

меньшей мере в 100, 150, 200 или 250 последовательных пар оснований и наиболее предпочтительно по 

меньшей мере в 300, 400 или 500 последовательных пар оснований. В особенно предпочтительном вариан-

те осуществления изобретения молекула нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную последователь-

ность согласно SEQ ID NO: 8. В еще одном предпочтительном варианте осуществления изобретения моле-

кула нуклеиновой кислоты имеет точечную мутацию в нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1 

согласно таблице, предпочтительно между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 SEQ ID NO: 1. 

17. Молекула нуклеиновой кислоты, состоящая по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19 или 20, пред-

почтительно по меньшей мере из 21, 22, 23, 24 или 25, более предпочтительно по меньшей мере из 30, 35, 

40, 45 или 50, наиболее предпочтительно по меньшей мере из 100, 200, 300, 500 или 1000 последователь-

ных нуклеотидов SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 12 или 13 в положительно и/или отрицательно полярной ориен-

тации, или по меньшей мере одного экзона последовательностей SEQ ID NO: 1, 9 или 12 в положительно 

и/или отрицательно полярной ориентации. Экзон 1 SEQ ID NO: 1 простирается от нуклеотидной позиции 

1762 до 2679, экзон 2 SEQ ID NO: 1 простирается от нуклеотидной позиции 3507 до 4142. Экзон 1  

SEQ ID NO: 12 простирается от нуклеотидной позиции 1762 до 2032, экзон 2 SEQ ID NO: 12 простирает-

ся от нуклеотидной позиции 2449 до 3161 и экзон 3 SEQ ID NO: 12 простирается от нуклеотидной пози-

ции 4032 до 4694. Экзон 1 SEQ ID NO: 9 простирается от нуклеотидной позиции 2001 до 2927 и экзон 2 

SEQ ID NO: 9 простирается от нуклеотидной позиции 3018 до 3683. В специальном случае осуществле-
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ния изобретения длина молекулы нуклеиновой кислоты превышает размер по меньшей мере одного ин-

трона SEQ ID NO: I, SEQ ID NO: 9 или SEQ ID NO: 12, т.е. молекула нуклеиновой кислоты содержит 

последовательно расположенные 

i) по меньшей мере один нуклеотид с 3'-конца экзона 1 SEQ ID NO: 1 (предпочтительно последний 

нуклеотид экзона 1 SEQ ID NO: 1 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в позиции 583  

SEQ ID NO: 2) и по меньшей мере один нуклеотид с 5'-конца экзона 2 SEQ ID NO: 1 (предпочтительно пер-

вый нуклеотид экзона 2 SEQ ID NO: 1 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в позиции 584 

SEQ ID NO: 2), 

ii) по меньшей мере один нуклеотид с 3'-конца экзона 1 SEQ ID NO: 12 (предпочтительно послед-

ний нуклеотид экзона 1 SEQ ID NO: 12 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в позиции 271 

SEQ ID NO: 13) и по меньшей мере один нуклеотид с 5'-конца экзона 2 SEQ ID NO: 12 (предпочти-

тельно первый нуклеотид экзона 2 SEQ ID NO: 12 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в 

позиции 272 SEQ ID NO: 13); 

iii) по меньшей мере один нуклеотид с 3'-конца экзона 2 SEQ ID NO: 12 (предпочтительно послед-

ний нуклеотид экзона 2 SEQ ID NO: 12 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в позиции 984 

SEQ ID NO: 13) и по меньшей мере один нуклеотид экзона 3 SEQ ID NO: 12 в направлении 5'-3', соответ-

ствующий нуклеотиду в позиции 985 SEQ ID NO: 13); либо 

iv) по меньшей мере один нуклеотид с 3'-конца экзона 1 SEQ ID NO: 9 (предпочтительно последний 

нуклеотид экзона 1 SEQ ID NO: 9 в направлении 5'-3'; соответствующий нуклеотиду в позиции 987  

SEQ ID NO: 10) и по меньшей мере один нуклеотид с 5'-конца экзона 2 SEQ ID NO: 9 (предпочтительно 

первый нуклеотид экзона 2 SEQ ID NO: 9 в направлении 5'-3', соответствующий нуклеотиду в позиции 928 

SEQ ID NO: 10). В еще одном предпочтительном варианте осуществления изобретения нуклеотидная по-

следовательность состоит по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19 или 20, предпочтительно по меньшей мере 

из 21, 22, 23, 24 или 25, более предпочтительно по меньшей мере из 30, 35, 40, 45 или 50 и наиболее пред-

почтительно по меньшей мере из 100, 200, 300, 500 или 1000 последовательных нуклеотидов, и способна 

специфически гибридизоваться с нуклеотидной последовательностью, представленной в 10 или 16. 

18. Олигонуклеотид длиной предпочтительно не более 50 нуклеотидов, содержащий молекулу нук-

леиновой кислоты согласно параграфу 17 или молекулу нуклеиновой кислоты, способную специфически 

гибридизоваться с нуклеотидной последовательностью согласно SEQ ID NO: 8, и/или предпочтительно 

имеющий одну из следующих нуклеотидных последовательностей: 

i) SEQ ID NO: 4, 6 или их комплемент; либо 

ii) SEQ ID NO: 5, 7 или их комплемент. 

19. Вектор, предпочтительно растительный вектор, содержащий молекулу ДНК или молекулу нук-

леиновой кислоты согласно любому из параграфов 13-16 или молекулу нуклеиновой кислоты согласно 

параграфу 17. 

20. Вектор согласно параграфу 19, в котором молекула ДНК или молекула нуклеиновой кислоты в 

виде трансгена способна экспрессировать функциональный CYPgst и предпочтительно генетически свя-

зана с другим трансгеном, предотвращающим перенос молекулы ДНК или молекулы нуклеиновой ки-

слоты через пыльцу, при этом предпочтительно вектор или трансген также содержит экспрессионную 

кассету, которая маркирует семена, предпочтительно флуоресцентными метками. 

21. Клетка-хозяин, предпочтительно растительная клетка, содержащая рекомбинантную молекулу 

ДНК или молекулу нуклеиновой кислоты согласно любому из параграфов 13-16, или вектор согласно 

параграфу 19 или 20. 

22. Белок CYPgst, кодируемый нуклеотидной последовательностью, представленной в параграфе 10, 

или его функциональный и/или иммунологически активный фрагмент. Белок CYPgst предпочтительно 

представляет собой 

а) аминокислотную последовательность, выбираемую из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ 

ID NO: 11 и SEQ ID NO: 14-23; или 

b) аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 80, 82, 84, 86 или 88%, пред-

почтительно по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94 или 95%, наиболее предпочтительно по меньшей мере 

на 96, 97, 98, 99 или 99,5% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 3, предпочти-

тельно по всей ее длине. 

23. Антитело, которое специфически связывается с белком CYPgst или его фрагментом согласно 

параграфу 22. 

24. Набор, содержащий молекулу ДНК или молекулу нуклеиновой кислоты согласно любому из па-

раграфов 13-16, нуклеиновую кислоту согласно параграфу 17, олигонуклеотид согласно параграфу 18, 

вектор согласно параграфу 19 или 20, белок CYPgst или его фрагмент согласно параграфу 22 и/или анти-

тело согласно параграфу 23, а также потенциально реагенты, предназначенные для процедур, основан-

ных на детекции нуклеиновых кислот, или для иммунологической детекции. 

25. Способ получения растения, в частности культурного растения, проявляющего гомозиготный 

рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип, при котором ингибируется экспрессия 

гена CYPgst. 
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26. Способ согласно параграфу 25, характеризующийся тем, что он включает в себя этап введения 

рекомбинантной молекулы ДНК согласно параграфу 15, молекулы нуклеиновой кислоты согласно пара-

графу 16 или 17 или вектора согласно параграфу 19 или 20, например, посредством агробактериальной 

трансформации, Т-ДНК мечения, гомологичной рекомбинации, мутагенеза, такого как TILLING, и на-

правленного мутагенеза, например, с использованием нуклеаз "цинковые пальцы", TALE-нуклеаз (эф-

фекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипци) и системы CRISPR/Cas, приводящий к инги-

бированию экспрессии гена, например, посредством iPHK, косупрессии, либо вследствие введенной му-

тации. 

27. Способ восстановления фертильности растения согласно любому из параграфов 1-12 или расте-

ния, которое можно получать посредством способа согласно параграфу 25 или 26, включающий введение 

в растение функционального гена CYPgst. 

28. Способ согласно параграфу 27, при котором ген CYPgst вводится с помощью рекомбинантной 

ДНК согласно параграфу 13 или 14, вектора согласно параграфу 19 или 20, либо посредством скрещива-

ния растения, несущего ген CYPgst дикого типа или функциональный ген CYPgst, предпочтительно в 

гомозиготном состоянии. Как вариант, отбор по присутствию гена CYPgst дикого типа или функцио-

нального гена CYPgst можно проводить в следующем поколении. 

29. Растение, содержащее растительные клетки согласно параграфу 21 и/или которое можно полу-

чать способом согласно любому из параграфов 25-28. 

30. Орган, растительная часть, ткань или клетка растения согласно любому из параграфов 1-12 или 19. 

31. Семена или потомки растения согласно любому из параграфов 1-12 или 29, характеризующиеся 

тем, что семена или потомки содержат мутацию, представленную в любом из параграфов 1-12, и/или ре-

комбинантную молекулу ДНК или молекулу нуклеиновой кислоты согласно любому из параграфов 13-16 

или вектор согласно параграфу 19 или 20. 

32. Способ идентификации растения согласно любому из параграфов 1-12 или 29 путем детекции 

мутации гена CYPgst или маркера, связанного с мутацией. 

33. Использование молекулы ДНК или молекулы нуклеиновой кислоты согласно любому из пара-

графов 13-16, молекулы нуклеиновой кислоты согласно параграфу 17, олигонуклеотида согласно пара-

графу 18, вектора согласно параграфу 19 или 20, белка CYPgst или его фрагмента согласно параграфу 22, 

антитела согласно параграфу 23 и/или наборов согласно параграфу 24, предназначенных для получения 

растения согласно любому из параграфов 1-12 или 29, получения рецессивного ядерно-кодируемого 

мужского стерильного растения, растения с восстановленной фертильностью, гибридного растения, в 

селекционных программах на устойчивость или для производства семян. 

34. Использование молекулы ДНК согласно параграфу 14 или промотора, представленного в пара-

графе 14, для специфической экспрессии гетерологичных молекул нуклеиновой кислоты в цветках и/или 

плодах растений. 

35. Использование растения согласно любому из параграфов 1-12 или 29, органа, растительной час-

ти, ткани или клетки согласно параграфу 30, семян или потомков согласно параграфу 31 или растения, 

которое можно идентифицировать согласно параграфу 32 или получать посредством осуществления ис-

пользования согласно параграфу 33 или 34 или тканей, клеток, потомков или семян для производства 

пищевых продуктов, активных веществ, лекарственных средств и их прекурсоров, диагностических про-

дуктов, косметики, чистых химикатов, сахара, патоки, биоэтанола или биогаза. 

36. Пищевые продукты, корма или активные вещества, содержащиеся в растении согласно любому 

из параграфов 1-12 или 29, органе, растительной части, ткани или клетке согласно параграфу 30, семенах 

или потомках согласно параграфу 31 или в растении, которое идентифицируется при помощи способа 

согласно параграфу 32 или которое можно получать посредством осуществления использования соглас-

но параграфу 33 или 34, либо его тканей, клеток, потомков или семян. 

37. Использование растения согласно любому из параграфов 1-12 или 29 для селекции или получе-

ния растения-потомка, при которых для рекуррентного отбора используется ядерно-кодируемый муж-

ской стерильный фенотип. 

Некоторые термины, использованные в настоящей заявке, обсуждаются ниже более подробно. 

Выражения "сегмент хромосомы", "хромосомный сегмент", а также их вариации, используются 

взаимозаменяемо, если не указано иное, и означают конкретный хромосомный сегмент ДНК конкретной 

хромосомы, содержащий по меньшей мере один ген. 

"Ген CYPgst" или "ген CYPgst дикого типа", кодируемый "белком CYPgst", играет роль в образова-

нии жизнеспособной пыльцы, причем мутация CYPgst вызывает мужскую стерильность у растений 

вследствие супрессии образования функциональной пыльцы. Это было экспериментально показано на 

примере сахарной свеклы (Beta vulgaris, подвид vulgaris). Сравнение гомологий позволило установить 

сходство с геном CYP703 Arabidopsis thaliana, который, как следует из существующего уровня техники 

(Morant et al., The Plant Cell, 19 (2007), 1473-1487), выполняет основную функцию в синтезе спорополле-

нина и предпочтительно катализирует преобразование среднецепочечных насыщенных жирных кислот в 

соответствующие простые гидроксилированные жирные кислоты, предпочтительно в процессе гидро-

ксилирования лауриновой кислоты в позиции С-7. Элиминация гена CYP703 в Arabidopsis thaliana при-
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водит к частичной мужской стерильности. Количество пыльцы действительно сокращалось, однако 

функциональная пыльца все еще могла образовываться. В связи с этим ген Beta vulgaris, подвид vulgaris, 

по-видимому, выполняет иную функцию, так как его элиминация приводит к мужской стерильности рас-

тения. Безотносительно какой-либо теории, можно предположить, что ген CYPgst должен быть отнесен к 

другой классификации генов CYP, либо что у культивируемых растений, в частности у культурных рас-

тений, таких как сахарная свекла, он выполняет иную функцию или имеет иное значение в отличие от 

низшего модельного растения Arabidopsis thaliana; см. обсуждение в примере 1. Специалист в данной 

области техники может получить информацию о других белках CYPgst из баз данных, используя другие 

поисковые параметры и компьютерные программы для скрининга гомологичных последовательностей 

или сравнения последовательностей. Возможную оценку того, выполняет ли идентифицированный ген 

ту же функцию, что и ген CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, можно проводить путем восстановления 

функции CYPgst в мужском стерильном растении сахарной свеклы посредством гетерологичной экс-

прессии идентифицированного гена, т.е. путем восстановления фертильности с помощью трансгена. 

Безотносительно какой-либо теории, представляется также возможным, что ген CYPgst Beta 

vulgaris, подвид vulgaris, и ген CYP703 Arabidopsis thaliana относятся к одному и тому же семейству CYP 

и, таким образом, выполняют ту же или по меньшей мере сходную функцию в синтезе спорополленина, 

однако у культивируемых растений, которые годами направленной селекции и скрещивания оптими-

зировались относительно урожайности, устойчивости к вредителям и абиотическим стрессовым фак-

торам и т.п., а также содержания растительных веществ, способность компенсировать потерю споролле-

нина утрачена и поэтому в результате отсутствия споролленина образование пыльцы супрессируется, что 

делает растения мужскими стерильными. 

Согласно изобретению термин "локус gst" относится к геномной ДНК растения, в частности куль-

турного растения, где мутация обусловливается рецессивно-наследуемой ядерно-кодируемой мужской 

стерильностью, причем мутация затрагивает ген цитохром Р450 оксидазы (CYPgst) и содержится в локу-

се gst растения, подвергшегося мутации. В частности, при возникновении мутации у гомозиготных рас-

тений содержание или активность функционального белка CYPgst оказывается ниже, чем у соответст-

вующего (мужского фертильного) растения, содержащего локус дикого типа (растение дикого типа), ли-

бо он вообще отсутствует. Обычно мутация гена CYPgst предотвращает транскрипцию и/или трансля-

цию функционального белка CYPgst. 

Термин "тесно сцепленный" следует понимать, как означающий, что расстояние между двумя 

фланкирующими локусами (например, двумя маркерами (маркерными локусами)) на генетической карте 

составляет менее 15 сМ, менее 12 сМ, менее 10 сМ, менее 8 сМ, менее 7 сМ, менее 6 сМ, менее 5 сМ, менее 

4 сМ, менее 3 сМ, менее 2 сМ, менее 1 сМ, менее 0,5 сМ, менее 0,2 сМ, менее 0,1 сМ, менее 0,05 сМ. 

Термин "гибридизировать" или "гибридизация" означает процесс, при котором одноцепочечная мо-

лекула нуклеиновой кислоты соединяется с насколько возможно комплементарной цепочкой нуклеино-

вой кислоты, т.е. при этом образуются пары оснований. Стандартные методы гибридизации описаны, 

например, Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory 

Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001. 

Предпочтительно это означает, что по меньшей мере 60%, более предпочтительно по меньшей мере 

65, 70, 75, 80 или 85%, наиболее предпочтительно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% оснований 

молекулы нуклеиновой кислоты образуют пары оснований с насколько возможно комплементарной це-

почкой нуклеиновой кислоты. Возможность такого соединения зависит от жесткости условий гибриди-

зации. Термин "жесткость" относится к условиям гибридизации. Условия высокой жесткости означают 

условия, при которых образование пар оснований затруднено; условия низкой жесткости означают усло-

вия, при которых образование пар оснований проходит легче. Жесткость условий гибридизации зависит, 

например, от концентрации соли, ионной силы и температуры. Как правило, жесткость условий можно 

повышать путем повышения температуры и/или снижения содержания соли. Термин "жесткие условия 

гибридизации" означает условия, при которых гибридизация происходит только между гомологичными 

молекулами нуклеиновой кислоты и гомологичными генами. Термин "условия гибридизации", таким 

образом, относится не только к условиям, превалирующим непосредственно при соединении цепей нук-

леиновых кислот, но также к условиям, превалирующим во время последующих этапов развития. При-

мерами жестких условий гибридизации являются условия, при которых, прежде всего, гибридизуются те 

молекулы нуклеиновой кислоты, которые обладают по меньшей мере 70%, предпочтительно по меньшей 

мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90% или по меньшей мере 

95% идентичностью. К условиям жесткой гибридизации относится, например, гибридизация в 4×SSC 

при 65°С и последующая многократная отмывка в 0,1×SSC при 65°С приблизительно в течение 1 ч. Ис-

пользуемый здесь термин "условия жесткой гибридизации" может также означать гибридизацию при 

68°С в 0,25 М фосфат натрия, рН 7,2, 7% SDS, 1 mM EDTA и 1% BSA в течение 16 ч и последующую 

двукратную отмывку в 2×SSC и 0,1% SDS при 68°С. Предпочтительно, чтобы гибридизация осуществля-

лась в жестких условиях. 

Термин "комплементарная" нуклеотидная последовательность применительно к нуклеиновой ки-



045492 

- 8 - 

слоте в форме двухцепочечной ДНК означает, что первая цепочка ДНК является комплементарной вто-

рой цепочке ДНК в отношении регулирования пар оснований нуклеотидов, соответствующих основани-

ям первой цепочки. 

Термин "(молекулярный) маркер" означает нуклеотидную последовательность, которая служит в 

качестве референсной точки или точки ориентации. Маркер для детекции рекомбинации должен быть 

пригодным для мониторинга различий или полиморфизмов внутри растительной популяции. Что касает-

ся маркеров, эти различия встречаются на уровне ДНК и представляют собой различия в полинуклеотид-

ных последовательностях, например, такие как SSR (простые повторяющиеся последовательности), 

RFLP (полиморфизмы длин рестрикционных фрагментов), FLP (полиморфизмы длины фрагмента) или 

SNP (простые нуклеотидные полиморфизмы). Маркеры могут происходить из геномных или экспресси-

рованных нуклеиновых кислот, например, сплайсированной РНК, сДНК или EST-последовательностей, и 

могут также относиться к нуклеиновым кислотам, используемым в качестве зонда или пар праймеров, и, 

как таковые, быть пригодными для амплификации фрагмента последовательности с использованием ме-

тодов на основе ПЦР. Маркеры, касающиеся генетических полиморфизмов между частями популяции, 

можно детектировать с помощью разработанных методов, известных из уровня техники (An Introduction 

to Genetic Analysis, 7th edition, Griffiths, Miller, Suzuki et al., 2000). Эти методы включают, например, сек-

венирование ДНК, амплификацию специфических последовательностей на основе ПЦР, детекцию RFLP, 

детекцию полинуклеотидных полиморфизмов с использованием аллель-специфической гибридизации 

(ASH) и детекцию SSR, SNP или RFLP. Помимо этого, известны методы детекции EST (экспрессирую-

щиеся секвенированные последовательности) и RAPD (случайно амплифицированная полиморфная 

ДНК). В зависимости от контекста термин "маркер" может также означать специфическую позицию 

хромосомы в геноме вида, где может локализоваться специфический маркер (например, SNP). В настоя-

щем изобретении маркеры также используются для детекции делеций. 

Термин "культурное растение" охватывает как культивируемые, так и дикорастущие растения. Рас-

тения, называемые культурными растениями, используются, прямо или косвенно, в любой форме людь-

ми, например, в качестве пищевых продуктов, стимуляторов или лекарственных средств, а также в каче-

стве лесоматериалов или в качестве кормов для скота. 

"Культивируемое растение" в отличие от дикорастущих растений представляет собой растение, ко-

торое люди, сажают, выращивают и защищают, и которое можно использовать в качестве культурного 

или декоративного растения. Генетической основой существования культивируемых растений являются 

точечные мутации, соматические мутации, хромосомные мутации и полиплоидизация. Эти мутации ле-

жат в основе отбора. Они формируют природный или искусственно продленный (увеличение частоты 

мутаций, скрещивание, обработка колхицином, методы генной инженерии) начальный материал для эво-

люции, контролируемой человеком. Культивируемые растения включают пищевые растения, техниче-

ские растения (например, прядильные растения), кормовые растения и декоративные растения. Важными 

признаками данных культивируемых растений являются увеличение размера растений и, в частности, 

используемых органов, потеря горечи, устойчивость к вредителям и/или более высокое содержание пи-

тательных веществ. 

"Оперативно связанный" означает связанный в общей молекуле нуклеиновой кислоты таким обра-

зом, что связанные элементы расположены и ориентированы относительно друг друга так, что может 

происходить транскрипция молекулы нуклеиновой кислоты. ДНК, оперативно связанная с промотором, 

находится под транскрипционным контролем такого промотора. 

"Растение" в контексте изобретения может быть растением любого вида, выбираемым из двудоль-

ных или однодольных растений. Предпочтительны растения, используемые в сельском хозяйстве, садо-

водстве и для получения биоэнергии (биоэтанола, биогаза и т.п.). Растения, используемые в настоящем 

изобретении, предпочтительно различаются своими запасающими органами, включающими клубни, 

корни, семена, зерна, плоды и т.п. К таким растениям относятся, например, вида Zea mays, Solarium tube-

rosum, Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum spelta, Helianthus annuus, Secale cereal, Hordeum vulgare, 

Hordeum bulbosum, Brassica napus, Brassica oleracia, Brassica rapa, Brassica juncacea, Brassica nigra, Glycine 

max, Gossypium sp., Sorghum bicolor,Triticale, Saccharum officinarum, Setaria italica, Oryza sativa, Oryza 

minuta, Oryza australiensis, Oryza alta, Brachypodium distachyon, Hordeum marinum, Aegilops tauschii, Dau-

cus glochidiantus, Daucus pusillus, Daucus muricatus, Daucus carota, Eucalyptus grandis, Erythranthe guttate, 

Genlisea aurea, Musa sp., Avena sp., Nicotiana sylvestris, Nicotiana tabacum, Nicotiana tomentosiformis, So-

lanum lycopersicum, Coffea canephora, Vitis vinifera, Cucumis sativus, Morus notabilis, Crucihimalaya hi-

malaica, Crucihimalaya wallichii, Cardamine flexuosa, Lepidium virginicum, Capsella bursa-pastoris, Oli-

marabidopsis pumila, Arabis hirsute, Raphanus sativus, Eruca vesicaria sativa, Citrus sinensis, Jatropha curcas, 

Populus trichocarpa или Beta vulgaris. Растение согласно изобретению предпочтительно является растени-

ем рода Beta, в частности, растением сахарная свекла (Beta vulgaris, подвида vulgaris). 

Растительные "органы" означают, например, листья, растительные стебли, стволы, корни, вегета-

тивные почки, меристемы, зародыши, пыльники, семязачатки, семена или плоды, в частности зерна. 

Термин "растительная часть" или "растительные части" включает, но не ограничивается этим, раститель-

ный стебель, листья, цветки, соцветия, корни, плоды и семена, а также пыльцу. Кроме того, раститель-
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ные "части" также означают комбинацию нескольких органов, например, цветка и семени, либо часть 

органа, например, поперечный разрез стебля растения. Примерами растительных "тканей" являются кал-

лусные ткани, запасающие ткани, меристематические ткани, ткани листьев, ткани побегов, ткани корней, 

ткани растительных центров или репродуктивные ткани, а также образовательные ткани, основные ткани 

(называемые паренхима), проводящие ткани, механические ткани и покровные ткани (называемые эпи-

дермис). Этот перечень, однако, не является исчерпывающим. Термин растительные "клетки" следует 

понимать как означающий, например, выделенные клетки с наличием клеточной стенки, либо их агрега-

ты или протопласты. 

В контексте настоящего изобретения термин "регуляторная последовательность" означает нуклео-

тидную последовательность, которая влияет на специфичность и/или уровень экспрессии, например, ре-

гуляторная последовательность может придавать специфическую тканеспецифичность. Такая регулятор-

ная последовательность может локализоваться как вверх по течению от точки инициации транскрипции 

минимального промотора, так и вниз по течению от нее, например, как в лидерной последовательности, 

которая транскрибирована, но не транслирована, или внутри интрона. 

"Промотор" - это нетранслируемый сегмент ДНК обычно вверх по течению от кодирующего участ-

ка, который содержит сайт связывания РНК-полимеразы и инициирует транскрипцию ДНК. Промотор 

также содержит другие элементы, которые функционируют в качестве регуляторов экспрессии генов 

(например, cis-регуляторные элементы). "Ядерный или минимальный промотор" - это промотор, который 

содержит по меньшей мере основные элементы, необходимые для инициации транскрипции (например, 

ТАТА-бокс или инициатор). 

"Трансгенное растение" означает растение, в геном которого интегрирован по меньшей мере один 

полинуклеотид, предпочтительно гетерологичный полинуклеотид. Предпочтительно интеграция поли-

нуклеотида является стабильной, что означает, что полинуклеотид остается стабильным в растении, экс-

прессируется и может также стабильно наследоваться потомками. Стабильное введение полинуклеотида 

в геном растения также включает его интеграцию в геноме растения предшествующего поколения, при-

чем полинуклеотид может далее стабильно передаваться последующим поколениям. Термин "гетероло-

гичный" означает, что введенный полинуклеотид происходит, например, от клетки или организма иного 

генетического фона того же вида или другого вида, либо является гомологичным по отношению к прока-

риотической или эукариотической клетке-хозяину, и в таком случае локализуется в иной генетической 

среде и поэтому отличается от потенциально естественно встречающегося соответствующего полинук-

леотида. Гетерологичный полинуклеотид может присутствовать в добавление к соответствующему эндо-

генному гену. 

Настоящее изобретение далее иллюстрируется примерами вариантов его осуществления со ссылка-

ми на фигуры чертежей и последовательности. 

На фиг. 1 показаны (А), (С) цветки фертильных растений сахарной свеклы (Beta vulgaris, подвид 

vulgaris); и (В), (D) цветки мужских стерильных растений сахарной свеклы, фенотипы которых происхо-

дят от Донора С311 [2043_К5]. (А), (В) Закрытые цветки, чашелистики и лепестки которых удалены 

вручную. Четко видны жизнеспособные пыльники фертильного генотипа (А), обозначенные светлым 

(желтым) цветом. Пыльники стерильных генотипов четко обозначены темным (коричневым) цветом. Во 

время стадии цветения пыльники фертильных генотипов раскрываются и выделяется пыльца (С), а 

пыльники стерильных генотипов не продолжают развиваться и не содержат пыльцы. 

На фиг. 2 показана модель гена, аннотированного в RefBeet 1.2, тип BvCYPgst (g6845.tl), в рефе-

ренсном генотипе KWS2320. Белок длиной 517 аминокислот кодируется экзонами, общая длина которых 

составляет 1554 bp. Генотипы, выраженные в мужском стерильном фенотипе, содержат делецию протя-

женностью 533 bp, часть, включающую 5'-UTR и первый экзон гена. В таком случае правильная транс-

крипция mРНК и трансляция функционального белка является невозможной. 

На фиг. 3 показано выравнивание фрагмента геномной ДНК протяженностью 4721 bp, кодирующей 

модель гена сахарной свеклы BvCYPgstf (g6845.tl) из стерильных и фертильных генотипов. Последова-

тельность стерильных генотипов содержит делецию протяженностью 533 bp. 

На фиг. 4 показан анализ последовательности фрагмента геномной ДНК протяженностью 4721 bp, 

кодирующей модель гена сахарной свеклы BvCYPgst (g6845.tl) из стерильных и фертильных генотипов. 

(А) Последовательность геномной ДНК гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, включающая участок 

предполагаемого промотора, а также 5'-UTR и 3'-UTR. Участок предполагаемого промотора отмечен 

"жирным", 5'-UTR и 3'-UTR подчеркнуты, экзон 1 отмечен "жирным" и подчеркнут, экзон 2 обозначен 

курсивом и подчеркнут, и интрон обозначен курсивом. Представленная последовательность соответству-

ет последовательности SEQ ID NO: 1. Функциональные участки гена располагаются следующим обра-

зом: предполагаемый промотор - 1...518; 5'-UTR - 1519...1761; транскрибированный участок - 1519...4275; 

экзон - 1762...2679; интрон - 2680...3506; экзон - 3507...4142; 3'-UTR - 4143...4275. (В) Последователь-

ность сДНК гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, включающая 5'-UTR и 3'-UTR. 5'-UTR и 3'-UTR 

подчеркнуты, экзон 1 отмечен "жирным" и подчеркнут, и экзон 2 обозначен курсивом и подчеркнут. Пред-

ставленная последовательность соответствует последовательности SEQ ID NO: 2. Функциональные участ-

ки сДНК располагаются следующим образом: 5'-UTR - 1...243; экзон - 244...1161; экзон - 1162...1787;  
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3'-UTR - 1798...1930. (С) Аминокислотная последовательность гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris. 

Представленная последовательность соответствует последовательности SEQ ID NO: 3. (D) Последова-

тельность геномной ДНК мутировавшего гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, включающая уча-

сток предполагаемого промотора и 3'-UTR. Участок предполагаемого промотора отмечен "жирным",  

3'-UTR подчеркнут, процессированный экзон 1 отмечен "жирным" и подчеркнут, экзон 2 обозначен кур-

сивом и подчеркнут, и интрон обозначен курсивом. Представленная последовательность соответствует 

последовательности SEQ ID NO: 8. Функциональные участки мутировавшего гена CYPgst располагаются 

следующим образом: предполагаемый промотор - 1...1353; 5'-UTR - 1519...1761; транскрибированный 

участок - 1354...3542; процессированный экзон -1354...1938; интрон - 1939...2755; экзон - 2756...3394;  

3'-UTR=3395...3542. 

На фиг. 5 показан анализ экспрессии гена BvCYPgst (GST, g6845.tl) при помощи ПЦР в реальном 

времени. РНК получена из различных тканей фертильных растений. Экспрессия гена GST установлена 

путем сравнения с экспрессией гена g4645.tl; n.d. означает, что экспрессия не была детектирована. В 

представленном эксперименте GST более сильно экспрессировался в закрытых цветках. При сравнении 

экспрессия гена GST не была детектирована в закрытых цветках стерильных генотипов. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение обеспечивает получение растения в результате мутации в сегменте ДНК 

ядерного генома, содержащего ген цитохром Р450 оксидазы (CYPgst), которое проявляет ядерно-

кодируемый мужской стерильный фенотип. Оно отличается тем, что мутация вызывается экспрессией 

рецессивного признака. Получаемое таким образом растение можно использовать для упрощения трудо-

емких селекционных программ. Для идентификации гена, отвечающего за данную экспрессию признака, 

используется сахарная свекла (Beta vulgaris, подвид vulgaris), как показано в примерах 1 и 2 и на фиг. 1-5. 

Упомянутый ген классифицируется как член семейства цитохром Р450 оксидаз (CYP) по его структур-

ным признакам, выявленным на основе анализа последовательности, и имеет суффикс "gst", характери-

зующий фенотип, наблюдаемый в его мутантах с ядерной мужской стерильностью. Поскольку ген иден-

тифицируется в сахарной свекле, то также используется префикс "Bv" в тех случаях, когда в примерах 

дается ссылка на конкретный ген. 

В общем настоящее изобретение касается растения, в частности культивируемого или культурного 

растения, проявляющего рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип, которое отли-

чается тем, что фенотип обусловливается мутацией гена эндогенной цитохром Р450 оксидазы (CYPgst) 

или отсутствием, пониженным содержанием или пониженной активностью функционального белка 

CYPgst, кодируемого геном дикого типа CYPgst, по сравнению с соответствующим (мужским фертильным) 

растением дикого типа, при этом не мутировавший ген CYPgst представляет собой ген BvCYPgst Beta vul-

garis, который предпочтительно содержит одну из нуклеотидных последовательностей SEQ ID NO: 1 или 2 

или кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 3, либо его гомолог, 

аналог или ортолог. Как показано выше и объяснено на примерах, у растений можно идентифицировать 

другие белки CYPgst или кодирующие их гены, т.е. гомологи, аналоги и ортологи, посредством традици-

онных подходов биоинформатики (поиски по базам данных и компьютерные программы для скрининга 

гомологичных последовательностей), при этом можно предположить, что инициируется мутация того же 

фенотипа, что и у растений сахарной свеклы. Растение по данному изобретению также отличается тем, 

что не мутировавший ген CYPgst представляет собой ген StCYPgst Solarium tuberosum, который пред-

почтительно содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12 или 13 или кодирует амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, или его гомолог, аналог или ортолог, 

и не мутировавший ген CYPgst представляет собой ген ZmCYPgst Zea mays, который предпочтительно 

содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 9 или 10 или кодирует аминокислотную после-

довательность, представленную в SEQ ID NO: 11, или его гомолог, аналог или ортолог. 

В контексте изобретения термин "гомолог(и)" означает, что релевантные гены (из двух различных 

видов растений) по существу выполняют ту же самую функцию и имеют общего предка, и что их нук-

леиновые кислоты и кодирующие аминокислотные последовательности по существу идентичны. Имеет-

ся, однако, много генов, гомологичных друг другу, однако выравнивание последовательностей белков не 

приводит к получению полезного спаривания. Напротив, термин "аналогичные" гены или белки указыва-

ет на то, что они выполняют идентичные или сходные функции, но имеют различную структуру, т.е. не 

имеют общего предка. В таком случае их нуклеиновые кислоты или кодирующие аминокислотные по-

следовательности не совсем идентичны друг другу либо в лучшем случае идентичны только в опреде-

ленных функциональных доменах. 

В контексте секвенирования генома для аннотации термин "гомолог" определяется более конкрет-

но. Термины "ортолог" и "паралог" также сюда относятся. Ортологи - это гены, которые возникают в 

результате видообразования. Паралоги - это гены, которые возникают в результате дупликации. 

Согласно данному изобретению ген, как правило, представляет собой гомолог, аналог или ортолог, 

если он способен комплементировать мужской стерильный фенотип, который встречается в референсном 

гене CYPgst у растений сахарной свеклы (BvCYPgst) и/или обеспечивает инициацию направленной му-

тации в релевантном гене, либо вызывает изменения биологической активности генетических продуктов 
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фенотипа у растения с мужской стерильностью, кодируемом гомологом или аналогом, от которого ген 

был получен. Соответственно релевантный гомолог или аналог гена CYPgst по данному изобретению, 

показанный на этом примере, предпочтительно отличается тем, что он способен комплементировать 

мужской стерильный фенотип, наблюдаемый у мутантов CYPgst сахарной свеклы, т.е. он способен вос-

станавливать фертильность фенотипа. Дополнительно или как вариант, гомолог или аналог CYPgst пред-

почтительно отличается тем, что растение с мужским стерильным фенотипом получают путем ингиби-

рования их экспрессии или биологической активности генетического продукта, кодируемого гомологом 

или аналогом. Мужской стерильный фенотип предпочтительно обладает признаками, характерными, 

например, для мутантов CYPgst у растений сахарной свеклы, в частности признаками, описанными в 

примерах; см. варианты осуществления изобретения выше. 

Соответствующие методы и технологии комплементации в генетике известны специалисту в дан-

ной области; см., например, Napoli et al., Plant Physiology, 120 (1999), 615-622, где описана мутация в ин-

бредных штаммах петунии, которые также имеют мужской стерильный фенотип, который можно элими-

нировать посредством трансгенной комплементации с помощью функциональной халкон-синтазы А 

сДНК, что позволяет заключить, что ген А халкон-синтазы по существу ответственен за мужской сте-

рильный фенотип или что фенотип с мужской стерильностью вызывается мутацией этого гена. 

У Jeong et al., J. Exp. Bot., 65 (2014), 6693-6709 мужская стерильность у так называемых томатов-

мутантов ms10
35

 комплементируется и элиминируется посредством комплементации и трансгенной экс-

прессии различных генов-кандидатов. Способы получения мужской стерильности у трансгенных расте-

ний путем ингибирования целевого гена, в данном случае CYPgst, также известны специалисту в данной 

области из предшествующего уровня техники, см., например, международную заявку WO 1996/017945 и 

следующие варианты осуществления изобретения. 

Таким образом, согласно варианту осуществления настоящего изобретения растение, проявляющее 

рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип, отличается тем, что данный фенотип 

обусловлен мутацией гена эндогенной цитохром Р450 оксидазы (CYPgst). Растение согласно изобрете-

нию также отличается отсутствием, пониженным содержанием или пониженной активностью функцио-

нального белка CYPgst, кодируемого геном дикого типа CYPgst, по сравнению с соответствующим муж-

ским фертильным растением дикого типа. Геномная последовательность мутировавшего гена, которая 

больше не способна транслироваться, представлена в SEQ ID NO: 8, но является только примером, и на-

стоящее изобретение не ограничивается этим. В частности, изобретение касается растения, относящегося 

к культивируемым и культурным растениям. 

Инактивация гена CYP703 Arabidopsis thaliana (CYP703A2), чтобы уменьшить количество образуе-

мой пыльцы и, таким образом, вызвать частичную мужскую стерильность известна из предшествующего 

уровня техники (Morant et al., The Plant Cell, 19 (2007), 1473-1487). Это можно объяснить тем, что споро-

полленин, являющийся основным компонентом внешних стенок пыльцы, отсутствует или структурно 

изменен. Хотя и представляется возможным, что ген CYPgst выполняет иную функцию, так как мутация 

вызывает рецессивную ядерно-кодируемую мужскую стерильность, и пыльца не образуется, вероятность 

того, что ген CYPgst и ген CYP703 Arabidopsis thaliana принадлежат к тому же самому семейству генов и, 

таким образом, выполняют ту же или по меньшей мере сходную функцию в синтезе спорополленина, 

нельзя исключать. Безотносительно какой-либо теории, можно предположить, что способность компен-

сировать потерю споролленина утрачена у культивируемых растений, которые годами направленной 

селекции и скрещивания оптимизировались относительно урожайности, устойчивости к вредителям, ус-

тойчивости к абиотическим стрессовым факторам, а также содержания растительных веществ, и, таким 

образом, отсутствие споролленина супрессирует образование пыльцы, что делает растение мужским сте-

рильным. 

Поскольку Morant et al. (2007) показали, что ген CYP703A2 или соответствующие нокаут-линии Ar-

abidopsis проявляют только частичную мужскую стерильность, и что такой фенотип не пригоден для ги-

бридизации, то согласно варианту осуществления изобретения ген CYP703 А2 Arabidopsis thaliana и му-

танты, описанные Morant et al., и соавт., особенно те, чьи последовательности представлены на фиг. 1, не 

являются предметом настоящего изобретения. Соответственно согласно предпочтительному варианту 

осуществления изобретения культивируемые и/или культурные растения вида Arabidopsis thaliana пред-

почтительно исключены из объема настоящего изобретения. 

Растения обладают двумя или более копиями генетической информации в каждой клетке в форме 

эукариот. Каждый ген обычно представлен двумя аллелями, которые могут быть идентичными в гомози-

готном состоянии и различными в гетерозиготном состоянии. 

Фенотип растения по данному изобретению обусловливается мутацией в ядерном геноме, которая 

вызывается экспрессией рецессивного признака. Таким образом, согласно варианту осуществления изо-

бретения растение является мужским фертильным, если мутация проявляется в гетерозиготном состоя-

нии, и мужским стерильным, если мутация проявляется в гомозиготном состоянии. 

Образование функциональной пыльцы супрессируется, предпочтительно полностью супрессирует-

ся у стерильного растения. В контексте настоящего изобретения термин "супрессированный" означает, 

что у растения, являющегося гомозиготным по мутации гена CYPgst и мужским стерильным, 95%, пред-
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почтительно 96%, более предпочтительно 97% и наиболее предпочтительно 98 или 99% пыльцы не обра-

зуется, термин "полностью супрессированный" означает, что образование пыльцы супрессируется на 

более 99%, предпочтительно 100%. В данном контексте "супрессированный" предпочтительно означает, 

что в опытах по скрещиванию такого растения, служащего в качестве мужского родителя, с соответст-

вующим растением дикого типа по существу не образуются семена и/или растения-потомки. 

Это четко видно на фиг. 1 в отношении Beta vulgaris, подвид vulgaris. У закрытых цветков, у кото-

рых чашелистики и лепестки удалены вручную, наблюдаются жизнеспособные пыльники фертильного 

генотипа (А), имеющие светлую (желтую) окраску. Наоборот, пыльники стерильных генотипов имеют 

темную (коричневую) окраску (В). Во время цветения пыльники фертильных генотипов раскрываются и 

выделяется пыльца (С), а пыльники стерильных генотипов не созревают и пыльца не выделяется (D). 

У Arabidopsis thaliana белок CYP703 катализирует преобразование среднецепочечных насыщенных 

жирных кислот в простые гидроксилированные жирные кислоты предпочтительно в процессе гидрокси-

лирования лауриновой кислоты в позиции С-7. Безотносительно какой-либо теории, представляется воз-

можным, что белок CYPgst не выполняет ту же самую функцию, что и белок CYP703 Arabidopsis thaliana, 

но сходную функцию, потому что инактивация обоих генов влияет на образование пыльцы. Таким образом, 

можно констатировать, что CYPgst выполняет функцию синтеза спорополленина - основного компонента 

внешних стенок жизнеспособной пыльцы. 

Согласно варианту осуществления изобретения белок CYPgst участвует в синтезе спорополленина 

и катализирует преобразование среднецепочечных насыщенных жирных кислот с образованием простых 

гидроксилированных жирных кислот предпочтительно в процессе гидроксилирования лауриновой ки-

слоты в позиции С7. 

Транскрипционный анализ (пример 2) фертильных генотипов Beta vulgaris, подвид vulgaris, показы-

вает, что ген CYPgst экпрессируется в закрытых цветках и плодах, но не экспрессируется в корнях и ли-

стьях (фиг. 5). Таким образом, согласно варианту осуществления изобретения растение по изобретению 

представляет собой растение, описанное выше, отличающееся тем, что ген CYPgst экпрессируется по 

меньшей мере в закрытых цветках и плодах, предпочтительно специфически в закрытых цветках и плодах. 

Согласно варианту осуществления изобретения мутация предотвращает транскрипцию и/или 

трансляцию функционального белка у растения по данному изобретению, при этом мутация предпочти-

тельно представляет собой делецию, присоединение, инсерцию или замещение в кодирующей нуклео-

тидной последовательности гена CYPgst, последовательности сигнала для сплайсинга или регуляторной 

последовательности, предпочтительно в последовательности промотора гена CYPgst. 

Согласно предпочтительному варианту осуществления изобретения делеция представляет собой 

удаление по меньшей мере 500-600 bp из кодирующего участка или промоторного участка гена CYPgst. 

Делеция может также иметь длину по меньшей мере в 20, 30 или 50 последовательных пар оснований, по 

меньшей мере в 100, 150, 200 или 250 последовательных пара оснований и предпочтительно по меньшей 

мере в 300, 400 или 500 последовательных пар оснований. Присоединение предпочтительно представля-

ет собой добавление нуклеотида или нескольких нуклеотидов в геномную последовательность, предпоч-

тительно в кодирующую последовательность гена, приводящее к сдвигу рамки считывания. Замещение 

предпочтительно представляет собой точечную мутацию в геномной последовательности, предпочти-

тельно в кодирующей последовательности, в результате которой образуются стоп-кодоны или происхо-

дят ошибки сплайсинга. 

Сравнительное секвенирование фрагментов геномной ДНК, содержащих ген CYPgst и предпола-

гаемый участок промотора из мужских стерильных и мужских фертильных растений Beta vulgaris, подвид 

vulgaris, показало, что делеция 533 bp ответственна за мужской стерильный фенотип (см. пример 2 и фиг. 3) 

и что участок делеции находится между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 SEQ ID NO: 1. 

Согласно еще одному предпочтительному варианту осуществления изобретения делеция представ-

ляет собой удаление 533 bp и содержит части 5'-UTR и первый экзон гена CYPgst Beta vulgaris, подвид 

vulgaris; см. фиг. 3. Функциональный ген BvCYPgst содержит два экзона общей длиной 1554 bp. Модель 

гена, аннотированная в RefBeet 1.2, показана на фиг. 2, и последовательность геномной ДНК CYPgst с 

делецией, приводящей к образованию усеченного экзона 1, представлена в SEQ ID NO: 8. Возможные 

точечные мутации, в результате которых может происходить преждевременное прекращение транскрип-

ции гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, либо которые могут вызывать нарушение сплайсинга, пе-

речислены в таблице и предпочтительно находятся между нуклеотидными позициями 1560 и 2095  

SEQ ID NO: 1. 

Как показано на примере 1 настоящего изобретения, тонкое картирование позволяет идентифици-

ровать тесно сцепленные фланкирующие маркеры гена CYPgst и, таким образом, определить позицию 

гена CYPgst в геноме Beta vulgaris, подвид vulgaris. В свою очередь, это создает основу для разработки 

маркеров мужского родителя, с помощью которых можно детектировать делецию гена CYPgst. 

Согласно варианту осуществления настоящего изобретения растение отличается тем, что делецию у 

растений сахарной свеклы (Beta vulgaris, подвид vulgaris) можно детектировать посредством определения 

отсутствия одного или обоих маркерных локусов sle5983d14 (продукт амплификации праймера, имею-

щего последовательности SEQ ID NO: 4 и 5) и sle5983d17 (продукт амплификации праймера, имеющего 
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последовательности SEQ ID NO: 6 и 7) и присутствия убиквиторного маркера. Убиквиторный маркер 

подтверждает удовлетворительную экстракцию ДНК. 

Согласно еще одному варианту осуществления изобретения ген Beta vulgaris, подвид vulgaris (са-

харная свекла), локализуется в сегменте хромосомы 1 между маркерными локусами sxn215s01 и 

sle3305s02. В предпочтительном варианте осуществления изобретения указанные маркерные локусы на-

ходятся на расстоянии 33,42 или 35, 15 сМ в хромосоме 1 (основана на генетической карте ZR INT 1202) 

и основываются на физической карте генома (Physmapv2). Этот участок имеет физический размер 215,4 

kbp и располагается между позициями 3185718 bp и 3401120 bp. Были разработаны KASP-маркеры 

(KASP - технология SNP генотипирования от LGC Limited), при помощи которых можно идентифици-

ровать SNP или соответствующую референсную последовательность, подлежащую детекции. Последо-

вательность маркера sxn215s01, представленная в SEQ ID NO: 24, и последовательность маркера 

sle3305s02, представленная в SEQ ID NO: 26, указывают на присутствие локуса gst; последовательность 

маркера sxn2151s01, представленная в SEQ ID NO: 25, и последовательность маркера sle3305s02, пред-

ставленная в SEQ ID NO: 27, указывают на присутствие референсной последовательности, причем по-

следовательности каждого из маркеров отличаются друг от друга в нуклеотидной позиции 21, и в гено-

типе, несущем локус gst, в этой позиции присутствует "G", а в референсном генотипе KWS2320 в этой 

позиции присутствует "А". 

Согласно предпочтительному варианту осуществления изобретения длина сегмента составляет 

приблизительно от 50 до 5000 kbp, предпочтительно от 100 до 1000 kbp, более предпочтительно от  

100 до 500 kbp и наиболее предпочтительно от 200 до 250 kbp, при этом сегмент содержит другие гены, 

кодирующие белки, предпочтительно 21 ген. 

Согласно варианту осуществления настоящего изобретения не мутировавший ген представляет со-

бой функциональный ген BvCYPgst Beta vulgaris, предпочтительно Beta vulgaris, подвид vulgaris, либо 

функциональный гомологичный, аналогичный или ортологичный ген другого культурного или культи-

вируемого растения. 

Специалист в данной области техники может получать информацию о других белках CYPgst из со-

ответствующих публикаций, а также из баз данных, используя подходящие параметры поиска и компью-

терные программы для скрининга гомологичных последовательностей или сравнения последовательно-

стей. Кроме того, специалист в данной области техники может определить другие последовательности 

ДНК, кодирующие белок CYPgst, при помощи традиционных технологий молекулярной биологии и 

применять их в рамках настоящего изобретения. Таким образом из последовательности гена CYPgst мо-

гут быть получены, например, подходящие зонды для гибридизации и использованы для скрининга баз 

данных геномных ДНК и/или сДНК для поиска желаемого организма. Специалист в данной области тех-

ники может, например, получить сведения о стандартных методах гибридизации, клонирования и секве-

нирования из публикации Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring 

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001. Специалист в данной области техники может так-

же синтезировать и использовать олигонуклеотиды (праймеры) для амплификации последовательностей 

CYPgst на основе известных последовательностей. 

В частности, согласно предпочтительному варианту осуществления изобретения гомологичный, 

аналогичный или ортологичный ген представляет собой ген Zea mays, который предпочтительно содер-

жит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 9 или 10 или кодирует аминокислотную последова-

тельность, представленную в SEQ ID NO: 11, ген Solarium tuberosum, который предпочтительно содер-

жит одну из нуклеотидных последовательностей SEQ ID NO: 12 или 13 или кодирует аминокислотную по-

следовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, ген Triticum aestivum, который предпочтительно ко-

дирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15, ген Helianthus annuus, ко-

торый предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, 

ген Hordeum vulgare, который предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 17, ген Brassica napus, который предпочтительно кодирует аминокислотную 

последовательность, представленную в SEQ ID NO: 18, ген Brassica oleracea, который предпочтительно 

кодирует аминокислотную последовательность представленную в SEQ ID NO: 19, ген Brassica rapa, кото-

рый предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, 

ген Glycine max, который предпочтительно кодирует аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 21, ген Gossypium, который предпочтительно кодирует аминокислотную последо-

вательность, представленную в SEQ ID NO: 22, а также ген Sorghum bicolor, который предпочтительно 

кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 23. Указанные растения 

можно классифицировать как культурные растения и предпочтительно как культивируемые растения. 

Согласно варианту осуществления растение по данному изобретению является растением, описан-

ным выше, которое отличается тем, что не мутировавший ген (ген дикого типа) имеет одну из нуклео-

тидных последовательностей, выбираемых из группы, состоящей из нуклеотидных последовательностей, 

представленных в SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 12 и 13. 

Согласно варианту осуществления изобретения не мутировавший ген (ген дикого типа) имеет нук-

леотидную последовательность, которая кодирует аминокислотную последовательность, представлен-
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ную в SEQ ID NO: 3, 11 или 14. 

Нуклеотидную последовательность можно вводить в ген, используя традиционные методы, извест-

ные из предшествующего уровня техники, например, посредством сайт-направленного мутагенеза,  

ПЦР-индуцированного мутагенеза, транспозонного мутагенеза, геномного редактирования и т.п., заме-

щений, делеций, инсерций, присоединений и/или любой иной модификации, как в отдельности, так и в 

любой их комбинации, которые модифицируют нуклеотидную последовательность с сохранением той же 

функции стартовой последовательности. 

Изобретение также охватывает растение, описанное выш, отличающееся тем, что нуклеотидная по-

следовательность может содержать функциональный фрагмент нуклеотидных последовательностей  

SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 12 и 13. Термин "фрагмент" включает гены, нуклеотидная последовательность 

которых в значительной степени сходная с вышеупомянутой нуклеотидной последовательностью. Тер-

мин "в значительной степени сходный" означает, что последовательность первого нуклеотида или пер-

вой аминокислоты содержит достаточное или минимальное количество нуклеотидов или аминокислот-

ных остатков, идентичных или эквивалентных последовательности второго нуклеотида или второй ами-

нокислоты. Что касается аминокислотных последовательностей, то после модификации с помощью од-

ного из вышеуказанных методов они также имеют общую доменную структуру и/или общую функцио-

нальную активность. В значительной степени сходными являются нуклеотидные последовательности 

или аминокислотные последовательности, которые обладают по меньшей мере около 45%, по меньшей 

мере около 50%, по меньшей мере около 55%, по меньшей мере около 60%, по меньшей мере около 65%, 

по меньшей мере около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей ме-

ре около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 96%, 

по меньшей мере около 97%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99% или по меньшей 

мере около 100% идентичностью. Функциональные фрагменты предпочтительно являются в значитель-

ной степени сходными, если они обладают теми же общими свойствами, что и вышеупомянутые нуклео-

тидные или аминокислотные последовательности по данному изобретению. 

Согласно варианту осуществления изобретения не мутировавший ген (ген дикого типа), содержа-

щийся в растении, имеет нуклеотидную последовательность, способную гибридизоваться в жестких ус-

ловиях с нуклеотидной последовательностью, которая комплементарна одной из нуклеотидных последо-

вательностей SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 12 и 13 либо которая кодирует аминокислотную последователь-

ность, представленную в SEQ ID NO: 3, 11 или 14. Согласно другому варианту осуществления изобрете-

ния не мутировавший ген (ген дикого типа) содержит нуклеотидную последовательность, которая коди-

рует аминокислотную последовательность, имеющую различия по сравнению с аминокислотной после-

довательностью, представленной в SEQ ID NO: 3, 11 или 14, в форме аминокислотных делеций, замеще-

ний, присоединений и/или инсерций в аминокислотной последовательности, предпочтительно не пре-

вышающие 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 или 1% относительно всей длины аминокислотной последовательности. 

Согласно еще одному или дополнительному варианту осуществления изобретения нуклеотидная 

последовательность не мутировавшего гена (гена дикого типа) кодирует белок, обладающий той же фер-

ментативной активностью, что и белок, кодируемый ДНК по предыдущему варианту осуществления. 

Согласно еще одному варианту осуществления изобретения не мутировавший ген (ген дикого ти-

па), содержащийся в растении, имеет ДНК, содержащую по меньшей мере 200 или 400, предпочтительно 

по меньшей мере 600 или 800, наиболее предпочтительно по меньшей мере 1000 последовательных нук-

леотидов из промотора нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1 с нуклеотидными позициями от 

1 до 1518, предпочтительно от 518 до 1518, наиболее предпочтительно от 1318 до 1518, либо последова-

тельности, являющейся гибридной в данном участке, причем нуклеотидная последовательность способна 

контролировать экспрессию гена или гетерологичной молекулы нуклеиновой кислоты, оперативно свя-

занной с ДНК, особенно в закрытых цветках и/или плодах. 

Согласно варианту осуществления изобретения растение может быть инбредным или гибридным 

растением. Инбредное растение можно использовать в качестве родительского растения для получения 

гибридов. Преимуществом использования рецессивного ядерно-кодируемого мужского стерильного ге-

терозиготного инбредного растения в отношении признака является то, что оно расщепляется на фер-

тильные и стерильные индивиды на каждом репродуктивном этапе. Индивид с мужской стерильностью 

можно использовать для получения гибридов, при этом исключается ручное удаление пыльников и не 

требуется иметь линию-закрепитель стерильности. 

Согласно варианту осуществления изобретения растение по данному изобретению является расте-

нием рода Zea, Solarium, Triticum, Triticale, Helianthus, Secale, Hordeum, Brassica, Brachypodium, Glycine, 

Gossypium, Sorghum, Saccharum, Setaria, Aegilops, Oryza, Daucus, Eucalyptus, Erythranthe, Genlisea, Musa, 

Avena, Nicotiana, Coffea, Vitis, Cucumis, Morus, Crucihimalaya, Cardamine, Lepidium, Capsella, Olimarabi-

dopsis, Arabis, Raphanus, Eruca, Citrus, Jatropha. Populus или Beta, предпочтительно растение вида Zea 

mays, Solarium tuberosum, Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum spelta, Helianthus annuus, Secale ce-

real, Hordeum vulgare, Hordeum bulbosum, Brassica napus, Brassica oleracia, Brassica rapa, Brassica juncacea, 

Brassica nigra, Glycine max, Gossypium sp., Sorghum bicolor,Triticale, Saccharum officinarum, Setaria italica, 

Oryza sativa, Oryza minuta, Oryza australiensis, Oryza alta, Brachypodium distachyon, Hordeum marinum, Ae-
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gilops tauschii, Daucus glochidiantus, Daucus pusillus, Daucus muricatus, Daucus carota, Eucalyptus grandis, 

Erythranthe guttate, Genlisea aurea, Musa sp., Avena sp., Nicotiana sylvestris, Nicotiana tabacum, Nicotiana 

tomentosiformis, Solarium lycopersicum, Coffea canephora, Vitis vinifera, Cucumis sativus, Morus notabilis, 

Crucihimalaya himalaica, Crucihimalaya wallichii, Cardamine flexuosa, Lepidium virginicum, Capsella bursa-

pastoris, Olimarabidopsis pumila, Arabis hirsute, Raphanus sativus, Eruca vesicaria sativa, Citrus sinensis, Jat-

ropha curcas, Populus trichocarpa или Beta vulgaris. Эти растения относятся к культурным растениям, в 

частности культивируемым растениям. 

Согласно еще одному варианту осуществления настоящее изобретение касается не только растение 

по данному изобретению, имеющему мутацию в гене CYPgst, но также молекулы ДНК, содержащей 

нуклеотидную последовательность, как показано выше, имеющую мутацию в форме делеции, присоеди-

нения, инсерции или замещения, при этом мутация не приводит к синтезу функционального белка 

CYPgst. 

Согласно предпочтительному варианту осуществления изобретения мутация в кодирующей нук-

леотидной последовательности гена CYPgst представляет собой мутацию в последовательности сигнала 

для сплайсинга или регуляторной последовательности гена CYPgst, предпочтительно находящуюся в 

промоторе гена CYPgst. Мутация может быть делецией между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 

SEQ ID NO: 1 или между соответствующими позициями в SEQ ID NO: 12 или 9. Делеция может иметь 

длину по меньшей мере в 20, 30 или 50 последовательных пар оснований, предпочтительно по меньшей 

мере в 100, 150, 200 или 250 последовательных пар оснований и наиболее предпочтительно по меньшей 

мере в 300, 400 или 500 последовательных пар оснований. Согласно наиболее предпочтительному вари-

анту осуществления изобретения молекула нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную последова-

тельность, соответствующую последовательности, представленной в SEQ ID NO: 8. Согласно еще одно-

му предпочтительному варианту осуществления изобретения молекула нуклеиновой кислоты содержит 

точечную мутацию в нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1 согласно таблице, предпочтитель-

но между нуклеотидными позициями 1560 и 2095 SEQ ID NO: 1. 

Как показано выше, зонды для гибридизации ДНК, получаемые из последовательности гена 

CYPgst, можно использовать для скрининга баз данных геномных и/или сДНК для поиска других орга-

низмов с целью идентификации гомологичных генов. Для осуществления специфической гибридизации 

такие зонды должны быть специфическими и иметь по меньшей мере 15 нуклеотидов в длину, предпоч-

тительно по меньшей мере 20 нуклеотидов. Зонды можно использовать для амплификации идентифици-

рованных гомологичных генов посредством процесса, известного как полимеразная цепная реакция 

(ПЦР). Кроме того, данные зонды можно также использовать для детекции мутаций в гене CYPgst. Под-

робные инструкции по гибридизации нуклеиновых кислот можно найти у Tijssen, Laboratory Techniques 

in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Acid Probes, part 1, chapter 2, "Overview 

of Principles of Hybridization and the Strategy of Nucleic Acid Probe Assays," Elsevier, New York (1993); и в 

Protocols in Molecular Biology, chapter 2, Ausubel et al, eds., Greene Publishing and Wiley Interscience, New 

York (1995). 

Таким образом, предметом настоящего изобретения является молекула нуклеиновой кислоты, со-

стоящая по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19 или 20, предпочтительно по меньшей мере из 21, 22, 23, 24 

или 25, более предпочтительно по меньшей мере из 30, 35, 40, 45 или 50 и наиболее предпочтительно по 

меньшей мере из 100, 200, 300, 500 или 1000 нуклеотидов, при этом данная молекула нуклеиновой ки-

слоты специфически гибридизуется с нуклеотидной последовательностью, описанной выше, которая 

содержит не мутировавший ген CYPgst дикого типа, либо с молекулой ДНК, описанной выше, которая 

содержит мутацию в форме делеции, присоединения, инсерции или замещения, в результате которой не 

образуется функциональный белок CYP703. Молекула нуклеиновой кислоты предпочтительно соответ-

ствует варианту осуществления изобретения, представленному в параграфе 17. 

Позицию гена CYPgst в геноме Beta vulgaris, подвид vulgaris, можно определять при помощи тонко-

го картирования, описанного выше. В свою очередь, это дает основу для разработки генетических марке-

ров, посредством которых можно детектировать делецию гена CYPgst. 

Таким образом, помимо растений, описанных выше, настоящее изобретение также касается марке-

ров в форме олигонуклеотидов, в частности олигонуклеотидных праймеров. Они содержат молекулу 

нуклеиновой кислоты размером по меньшей мере 15 нуклеотидов, специфически гибридизированную с 

нуклеотидной последовательностью, как описано выше, либо с молекулой ДНК, описанной выше, име-

ющую мутацию в форме делеции, присоединения, инсерции или замещения, в результате которой не об-

разуется функциональный белок CYPgst. Указанные олигонуклеотиды предпочтительно имеют не более 

50 нуклеотидов в длину. Более предпочтительны олигонуклеотиды, которые являются даже более корот-

кими и имеют от 15 до 25 нуклеотидов в длину. Как показано в примере 2 настоящего изобретения, оли-

гонуклеотиды предпочтительно имеют одну из следующих нуклеотидных последовательностей 

(i) SEQ ID NO: 4, 6 или их комплемент; либо 

(ii) SEQ ID NO: 5, 7 или их комплемент. 

Предметом настоящего изобретения также является белок CYPgst, способный кодироваться нук-

леотидной последовательностью, описанной выше, и его функциональный и/или иммунологически ак-
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тивный фрагмент, а также антитело, которое специфически связывается с описываемым здесь белком 

или его фрагментом. Получение рекомбинантных белков и фрагментов известно специалисту в данной 

области техники; см., например, Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; или Wingfield, P.T. 2008, Production of Re-

combinant Proteins, Current Protocols in Protein Science, 52:5.0:a5.0.1-5.0.5. Поликлональные или монокло-

нальные антитела к белку по данному изобретению могут быть получены специалистом в данной облас-

ти техники согласно методам, известным у Е. Harlow et al., Antobodies: A Laboratory Manual (1988). Мо-

ноклональные антитела и фрагменты Fab и F(ab')2, которые можно также использовать для детекции бел-

ка, можно получать с помощью различных традиционных методов, таких как у Goding, Monoclonal Anti-

bodies: Principles and Practice, p. 98-118, New York, Academic Press (1983). Антитела можно затем исполь-

зовать для иммунологического скрининга экспрессионных библиотек сДНК с целью идентификации 

идентичных, гомологичных или гетерологичных генов (Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory 

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; или Ausubel et al., 1994, "Cur-

rent Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons). 

Согласно предпочтительному варианту осуществления изобретения белок CYPgst отноится к ами-

нокислотным последовательностям, представленным в SEQ ID NO: 3, Пили 14-23, либо аминокислотной 

последовательности, которая по меньшей мере на 80, 82, 84, 86 или 88%, предпочтительно на 90, 91, 92, 

93, 94 или 95%, наиболее предпочтительно на 96, 97, 98, 99 или 99,5% идентична аминокислотной после-

довательности, представленной в SEQ ID NO: 3, предпочтительно по всей ее длине. 

Изобретение также касается рекомбинантной молекулы ДНК, которая содержит не мутировавший 

ген CYPgst (ген дикого типа) и обладает вышеуказанными свойствами нуклеотидной последовательно-

сти, содержащейся в растении по данному изобретению. Рекомбинантная молекула ДНК предпочтитель-

но содержит промотор и/или иной элемент управления транскрипцией или трансляцией, либо связана с 

ним. Используемые промоторы являются, в основном, промоторами со специфической активностью в 

клетках, обеспечивающими транскрипцию ДНК только в заранее определенных клетках. Кроме промо-

торов, имеются, но не ограничиваются ими, другие элементы управления транскрипцией, например, эн-

хансеры, операторы, репрессоры, а также сигналы терминации транскрипции, которые функционально 

связаны с ДНК для обеспечения направленной клеточноспецифической транскрипции. Промоторы и дру-

гие элементы регуляции транкрипции в общем известны и доступны специалисту в данной области техни-

ки; см., например, WO 00/75359, строчки 5-17, с. 24. Данную рекомбинантную молекулу ДНК можно ис-

пользовать для восстановления фертильности у растений, являющихся рецессивными ядерно-

кодируемыми мужскую стерильными по фенотипу. 

Поскольку, как показано выше, ген CYPgst экспрессируется в закрытых цветках и плодах и не экс-

прессируется в корнях или листьях, то в предпочтительном варианте осуществления изобретения реком-

бинантная молекула ДНК содержит промотор, который имеет нуклеотидную последовательность, опи-

санную выше, и оперативно связан с гетерологичной нуклеотидной последовательностью, или коди-

рующую нуклеотидную последовательность, как описано выше, которая содержит ген CYPgst дикого 

типа и оперативно связана с гетерологичным промотором. Данный промотор предпочтительно способен 

контролировать экспрессию нуклеотидной последовательности, особенно в закрытых цветках и/или пло-

дах. Рекомбинантная молекула ДНК более предпочтительно содержит естественный промотор не мути-

ровавшего гена CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris (SEQ ID NO: 1). 

Соответственно настоящее изобретение также касается использования описанных здесь молекулы 

ДНК или промотора для специфической экспрессии гетерологичных молекул нуклеиновой кислоты в 

цветках и/или плодах растения. Для этого требуется, чтобы гетерологичная молекула нуклеиновой ки-

слоты была оперативно связана с соответствующим промотором, и чтобы такая рекомбинантная молеку-

ла ДНК была введена в целевую клетку, предпочтительно растительную клетку. Методы гетерологичной 

экспрессии рекомбинантных молекул ДНК будут рассмотрены более подробно ниже. 

Еще одним предметом настоящего изобретения является рекомбинантная молекула ДНК, имеющая 

нуклеотидную последовательность по данному изобретению, которая кодирует shPHK (малую РНК, об-

разующую шпильки), siPHK (малую интерферирующую РНК), отрицательно полярную РНК, положи-

тельно полярную РНК или двухцепочечную РНК. Они ингибируют трансляцию mРНК гена CYPgst или 

разрушают mРНК гена CYPgst в клетках посредством пар оснований. Соответственно введение и/или 

экспрессия рекомбинантной молекулы ДНК в растении приводит к ингибированию экспрессии функ-

ционального (не мутировавшего) гена CYPgst. В предпочтительном варианте осуществления изобрете-

ния нуклеотидная последовательность проявляет свойства, подробно описанные в параграфе 15. 

Еще одним предметом настоящего изобретения являются векторы, содержащие рекомбинантные 

молекулы ДНК, последовательности нуклеиновой кислоты или молекулы нуклеиновой кислоты по дан-

ному изобретению. Вектор по данному изобретению может содержать не мутировавший ген CYPgst (ген 

дикого типа) с вышеупомянутыми свойствами нуклеотидной последовательности и предпочтительно 

один из описанных выше промоторов. Другой вектор может содержать рекомбинантную молекулу ДНК, 

которая содержит не мутировавший ген CYPgst дикого типа, связанный с гетерологичной молекулой 

нуклеиновой кислоты, или рекомбинантную молекулу ДНК, которая содержит описанную выше нуклео-
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тидную последовательность, оперативно связанную с гетерологичным промотором, причем в любом 

случае промотор предпочтительно способен специфически контролировать экспрессию нуклеотидной 

последовательности в закрытых цветках и/или плодах. Помимо этого, вектор может содержать рекомби-

нантную молекулу ДНК, имеющую нуклеотидную последовательность, которая кодирует shPHK, siPHK, 

отрицательно полярную РНК, положительно полярную РНК или двухцепочечную РНК, что приводит к 

ингибированию экспрессии гена CYPgst после экспрессии в растительной клетке. 

Более того, вектор может содержать молекулу ДНК, имеющую одну из описанных выше мутаций 

или описанную выше молекулу нуклеиновой кислоты, которая специфически связывается с нуклеотид-

ной последовательностью не мутировавшего гена CYPgst (дикого типа) или с нуклеотидной последова-

тельностью мутировавшего гена CYPgst. 

Описанный вектор может представлять собой плазмиду, космиду, фаг или экспрессионный вектор, 

трансформационный вектор, челночный вектор или клонирующий вектор; он может быть одно- или 

двухцепочечным, линейным или кольцевым, и он способен трансформировать прокариотического или 

эукариотического хозяина посредством интеграции в его геном или экстрахромосомно. Молекула ДНК 

или молекула нуклеиновой по данному изобретению оперативно связана с одной или несколькими регу-

ляторными последовательностями в экспресионном векторе, которые обеспечивают транскрипцию и, как 

вариант, экспрессию в прокариотической или эукариотической клетке-хозяине; см., например, Sambrook 

et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 

Harbor, NY 2001 и международную патентную заявку WO 00/75359, с. 21, строчка 20, с. 22, строчка 32. 

Данные регуляторные последовательности предпочтительно представляют собой промоторы или терми-

наторы, в частности относительно стартовой точки для инициации транскрипции, сайт связывания рибо-

сомы, сигнал процессинга РНК, сайт терминации транскрипции и/или сигнал к полиаденилированию. 

Как правило, векторы также содержат индикаторные/репортерные гены или гены устойчивости для де-

текции переноса желаемого вектора, а также молекулы ДНК/молекулы нуклеиновой кислоты для отбора 

содержащих их индивидов, поскольку прямая детекция посредством экспрессии гена обычно весьма за-

труднена. Примерами индикаторных/репортерных генов являются ген люциферазы и ген, кодирующий 

зеленый флуоресцентный белок (GFP). Они также позволяют тестировать активность и/или регуляцию 

промотора гена. Примерами генов устойчивости, особенно для трансформации растений, являются ген 

неомицин-фосфотрансферазы, ген гигромицин-фосфотрансферазы или ген, который кодирует фосфинот-

рицин ацетилтрансферазу. Это не исключает другие индикаторные/репортерные гены или гены устойчи-

вости, известные специалисту в данной области техники. В предпочтительном варианте осуществления 

изобретения вектор является растительным вектором. 

Еще одним объектом изобретения является описанный выше вектор, отличающийся тем, что моле-

кула ДНК в качестве трансгена способна экспрессировать функциональный ген CYPgst и предпочти-

тельно генетически связана с другим трансгеном, который предотвращает перенос молекулы ДНК через 

пыльцу. Фертильность можно восстанавливать путем введения данного вектора в мутант, являющийся 

мужским стерильным вследствие мутации в гене CYPgst. Поскольку перенос трансгенного функцио-

нального CYPgst через пыльцу невозможен, то образуются только гемизиготные семена путем самоопы-

ления трансгенной линии. 

Вектор или трансген, соответственно, предпочтительно также содержит экспрессионную кассету, 

маркирующую семена, предпочтительно при помощи флуоресцентных меток. Используя данный метод, 

можно легко дифференцировать трансгенные и нетрансгенные семена. Эта система использования ядер-

но-кодируемой мужской стерильности была разработана компанией Pioneer. Система под названием 

SEED PRODUCTION TECHNOLOGY (SPT) (US 2006288440 A1), разработанная для кукурузы, основы-

вается на том факте, что стерильный мутант, имеющий мутацию в известном ядерно-кодируемом гене, 

может быть восстановлен путем введения трансгена. Трансген содержит не мутировавший аллель гена 

стерильности, благодаря чему трансген выполняет функцию аллеля дикого типа. Трансген восстановле-

ния фертильности генетически связан с другим трансгеном, который предотвращает перенос трансгена 

через пыльцу (убийца пыльцы). В результате образуются только гемизиготные семена путем самоопыле-

ния трансгенной линии, что играет основную роль в обеспечении эффективности системы. 

Трансген также содержит экспрессионную кассету, маркирующую семена с использованием крас-

ного флуоресцентного красителя. В результате можно легко дифференцировать трансгенные и нетранс-

генные семена. Поскольку трансгенные семена являются фертильными, растения автоматически разде-

ляются на фертильные и стерильные растения. Материнские формы растений, необходимые для создания 

гибридов, получают путем высевания нетрансгенных семян, а трансгенные семена можно использовать в 

качестве отцовской линии для последующей репродукции материнской линии (линии-закрепителя), а 

также репродуцировать путем простого самовоспроизводства (см. фиг. 5). Теоретически систему SPT 

можно использовать в отношении всех видов растений. Для этого требуются наличие линии с генетиче-

ской мужской стерильностью и сведения о гене, который ответственен за фенотип с генетической муж-

ской стерильностью. В результате, теоретически, систему SPT можно также использовать для разработки 

системы гибридизации в отношении каждого вида культивируемого растения, например, такого как са-

харная свекла или картофель. 



045492 

- 18 - 

Настоящее изобретение также касается клеток-хозяев, содержащих описанные векторы, рекомби-

нантные молекулы ДНК и/или молекулы нуклеиновой кислоты. Клетка-хозяин по данному изобретению 

может быть прокариотической (например, бактериальной) или эукариотической клеткой (например, рас-

тительной клеткой или дрожжевой клеткой). Предпочтительно клетка-хозяин представляет собой агро-

бактерию или растительную клетку. Настоящее изобретение предпочтительно относится к трансгенной 

растительной клетке, содержащей молекулу нуклеиновой кислоты по данному изобретению в качестве 

трансгена или вектор по данному изобретению. Такая трансгенная растительная клетка представляет со-

бой, например, растительную клетку, трансформированную, предпочтительно стабильно трансформиро-

ванную, молекулой нуклеиновой кислоты по данному изобретению. В предпочтительным варианте 

трансгенной растительной клетки молекула нуклеиновой кислоты оперативно связана с одной или не-

сколькими регуляторными последовательностями, которые обеспечивают транскрипцию и, как вариант, 

экспрессию в растительной клетке. Общая структура, включающая молекулу нуклеиновой кислоты и 

регуляторные последовательности, представляет собой, таким образом, трансген. Как пример, такие ре-

гуляторные последовательности могут содержать промотор или терминатор. Специалисту в данной об-

ласти техники известны многочисленные функциональные промоторы и терминаторы, которые могут 

использоваться в растениях. 

Изобретение также относится к идентификации гена CYPgst, ответственного за экспрессию призна-

ка рецессивной ядерно-кодируемой мужской стерильности, для получения трансгенных растений с такой 

экспрессией признака и, таким образом, восстановления фертильности. 

Согласно варианту осуществления изобретения обеспечивается набор, содержащий описанные вы-

ше рекомбинантные молекулы ДНК или молекулы нуклеиновой кислоты и векторы соответственно, ко-

торые необходимы для получения растений с рецессивной ядерно-кодируемой мужской стерильностью, 

а также для восстановления фертильности растений, имеющих этот фенотип. Данный набор также со-

держит рекомбинантную молекулу ДНК, содержащую промотор с заранее определенной нуклеотидной 

последовательностью или гетерологичный промотор, при этом первый связан с гетерологичной молеку-

лой нуклеиновой кислоты, а второй связан с заранее определенной нуклеотидной последовательностью, 

кодирующей не мутировавший (дикого типа) ген CYPgst. Кроме того, набор может содержать вектор, 

причем молекула ДНК в качестве трансгена способна экспрессировать функциональный ген CYPgst и 

предпочтительно связана с другим трансгеном, который предотвращает перенос молекулы ДНК через 

пыльцу, а также экспрессионную кассету, маркирующую семена. Набор может содержать заранее опре-

деленную молекулу нуклеиновой кислоты для идентификации мутации в гене CYPgst, которая гибриди-

зуется с заранее определенной нуклеотидной последовательностью, содержащей не мутировавший (ди-

кого типа) ген CYPgst, или с соответствующим геном с заранее определенной мутацией, либо описанный 

выше олигонуклеотид. Набор может также содержать описанный выше ген CYPgst или его фрагмент, а 

также описанные выше антитела. Предпочтительно, чтобы набор также содержал реагенты предназначен-

ные для процедур, основанных на детекции нуклеиновых кислот, или для иммунологической детекции. 

Трансгенное растение является, например, растением, которое содержит растительные клетки, 

трансформированные молекулой ДНК/молекулой нуклеиновой кислоты по данному изобретению или 

вектором по данному изобретению. В предпочтительном варианте трансгенного растения молекула 

ДНК/молекула нуклеиновой кислоты оперативно связана с одной или несколькими регуляторными по-

следовательностями, обеспечивающими транскрипцию и, как вариант, экспрессию в растении. Общая 

структура, включающая молекулу нуклеиновой кислоты по данному изобретению и регуляторные по-

следовательности представляет собой, таким образом, трансген. Термин "трансген" также означает ре-

комбинантную последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую полипептид. 

Олигонуклеотиды, нуклеиновые кислоты, молекулы ДНК и векторы, которые были описаны выше, 

можно также использовать для получения трансгенного растения. Таким образом, настоящее изобрете-

ние также касается использования данных олигонуклеотидов, нуклеиновых кислот, молекул ДНК и век-

торов для получения трансгенного растения, проявляющего гомозиготный рецессивный ядерно-

кодируемый мужской стерильный фенотип, отличающегося тем, что во время получения растения с вос-

становленной фертильностью по данному изобретению или трансгенной клетки-хозяина, предпочти-

тельно растительной клетки, экспрессия гена CYPgst ингибируется. Кроме того, описанные выше олиго-

нуклеотиды, нуклеиновые кислоты, молекулы ДНК и векторы можно также использовать в соответст-

вующих способах получения таких трансгенных растений или растительных клеток. Трансгенное расте-

ние предпочтительно представляет собой культурное растение или более предпочтительно культивируе-

мое растение. 

Из предшествующего уровня техники известны различные способы получения, идентификации или 

отбора трансгенных растений, при которых супрессируется транскрипция/трансляция белка или вводит-

ся признак восстановления. Специалисту в данной области техники известны способы получения транс-

генных культивируемых растений и их идентификации с использованием методов молекулярной биоло-

гии; относительно трансгенных растений сахарной свеклы, устойчивых к глифосату; см., например, меж-

дународные патентные заявки WO 99/023232 и WO 2004/074492, или относительно общей трансформа-

ции растений - WO 2000/018939 и WO 2013/138309. 
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Соответственно согласно варианту осуществления изобретения обеспечен способ получения расте-

ния, проявляющего гомозиготный рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип, от-

личающийся тем, что экспрессия гена CYPgst ингибируется, причем данное растение предпочтительно 

является культурным растением и более предпочтительно культивируемым растением. Рекомбинантная 

молекула ДНК, экспрессирующая полинуклеотид, вводится в растительную клетку путем трансформа-

ции, например, с использованием вектора, в результате чего экспрессия полинуклеотида приводит к ин-

гибированию белка CYPgst. 

Как пример, описанная выше мутация, приводящая к ингибированию экспрессии CYPgst, может 

вызываться посредством генетической рекомбинации в процессе скрещивания растений между собой, 

при этом одно из растений несет мутировавший аллель CYPgst. 

Помимо использования традиционных селекционных программ для генерирования генетической 

рекомбинации, современная биотехнология предоставляет специалисту в данной области техники много 

других инструментов точной генетической инженерии. Как пример, Т-ДНК мечение можно использовать 

для разрушения гена CYPgst посредством инсерционного мутагенеза. Кроме того, весь ген CYPgst или его 

часть можно делетировать посредством генетической мутации с использованием TALE-нуклеаз (TALEN) 

или нуклеаз "цинковые пальцы" (ZFN) и систем CRISPR/Cas, которые описаны в WO 2014/144155 А1 (En-

gineering Plant Genomes Using CRISPR/Cas Systems) и у Osakabe & Osakabe, Plant Cell Physiol., 56 (2015), 

389-400, так, что предотвращается экспрессия гена CYPgst. Это может также достигаться путем исполь-

зования метода, называемого TILLING (целенаправленные индуцированные локальные нарушения в ге-

номах), при котором в гене дикого типа вызывается точечная мутация, как показано в немецкой патент-

ной заявке DE 102013101617, и затем отбираются растения, проявляющие подходящий, т.е. обеспечи-

вающий устойчивость, ген, например, ячмень, который, проявляет устойчивость к вирусу желтой мозаи-

ки; см., например, DE 102013101617, с. 4, 8 и 12 в параграфах [0014], [0026] и [0038]. Метод TILLING 

также подробно рассматривается в публикации Henikoff et al. (Henikoff et al, Plant Physiol., 135, 2004, 630-

636). Точечные мутации в гене CYPgst Beta vulgaris, подвид vulgaris, способные приводить к стоп-

кодонам или ошибкам сплайсинга, приводятся в таблице. 

Ингибирование экспрессии также возможно с помощью подходов iPHK и косупрессии. Они заклю-

чаются во введении рекомбинантной молекулы ДНК или молекулы нуклеиновой кислоты, описанных 

выше, или соответствующего вектора в растение, при этом в результате экспрессия кодируемых молекул 

shPHK, отрицательно полярной РНК или положительно полярной РНК приводит к ингибированию экс-

прессии гена CYPgst. Такие методы, основанные на iPHK и косупрессии, являются стандартными мето-

дами для ингибирования экспрессии генов и известны специалисту в данной области техники. Подход 

положительной полярности, включающий использование молекулы мишень-специфической неполиаде-

нилированной РНК, может приводить к ингибированию экспрессии гена CYPgst. Данный метод описы-

вается, как пример, в международной патентной заявке WO 2001/012824. 

Согласно еще одному варианту осуществления изобретение касается способа восстановления фер-

тильности растения по данному изобретению, включающего введение в растение функционального гена 

CYPgst. Ген CYPgst можно вводить путем использования методов генетической инженерии, с помощью 

рекомбинантной ДНК по данному изобретению, предпочтительно содержащей элементы контроля тран-

скрипции, предпочтительно промотор для специфической экспрессии гена в закрытых цветках и/или 

плодах, либо посредством векторов по данному изобретению. Ген CYPgst можно также вводить путем 

скрещивания с растением, несущим ген CYPgst дикого типа или функциональный ген CYPgst, предпоч-

тительно в гомозиготном состоянии. Как вариант, отбор по признаку присутствия гена CYPgst дикого 

типа или функционального гена CYPgst можно проводить в поколениях после скрещивания. 

Объектом настоящего изобретения является растение, которое содержит заранее определенную 

растительную клетку и/или которое получают описанным выше способом. Это означает растение, име-

ющее рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип, а также растение с восстановлен-

ной фертильностью, полученное либо посредством генетической рекомбинации с использованием тра-

диционных селекционных методов, либо являющееся трансгенным растением, в котором экспрессия гена 

CYPgst ингибируется вследствие различных методов, упомянутых выше, в результате которых получает-

ся растение с рецессивным ядерно-кодируемым мужским стерильным фенотипом или восстанавливается 

фертильность растения посредством введения рекомбинантных молекул ДНК. Такое растение предпоч-

тительно является культивируемым растением, наиболее предпочтительно культурным растением, пред-

почтительно имеющим запасающие органы, которые потенциально могут функционировать как репро-

дуктивные органы, такие как корни или клубни растений сахарной свеклы или картофеля, зерно трити-

кале, овса, проса и кукурузы, плоды, например, томаты и т.п. Согласно варианту осуществления изобре-

тения низшие растения и резушка Таля Arabidopsis thaliana непосредственно не являются предметом на-

стоящего изобретения. 

Помимо растений, проявляющих рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип в 

результате спонтанной мутации в гене CYPgst, растений, которым данный фенотип придается путем ге-

нетической рекомбинации с использованием традиционных селекционных методов, или растений, кото-

рым данный фенотип был придан посредством генной инженерии с использованием современной био-
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технологии, а также растений, у которых фертильность восстановлена посредством соответствующих 

методов, изобретение также касается органов, растительных частей, тканей, клеток, а также семян или 

потомков таких растений. Согласно варианту осуществления изобретения семена или потомки имеют 

одну или несколько описанных выше мутаций, которые приводят к ингибированию экспрессии гена 

CYPgst, и/или семена или потомки проявляют рекомбинантную молекулу ДНК, молекулу нуклеиновой 

кислоты или вектор, описанные выше. 

Согласно варианту осуществления изобретения обеспечен способ идентификации растения по дан-

ному изобретению. Данный способ идентификации можно использовать в отношении растения, имею-

щего рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фенотип в результате спонтанной мутации 

в гене CYPgst, а также растения, которому данный фенотип был придан путем генетической рекомбина-

ции с использованием традиционных селекционных методов, или растения, которому данный фенотип 

был придан путем генной инженерии с использованием современной биотехнологии. Кроме того, при 

помощи данного способа можно идентифицировать растение, у которого посредством соответствующего 

метода была восстановлена фертильность. Для идентификации растения по данному изобретению в ка-

честве зонда для гибридизации можно использовать ранее определенную молекулу нуклеиновой кисло-

ты, которая имеет минимальную длину 15 нуклеотидов и специфически связывается с ранее определен-

ной нуклеотидной последовательностью, содержащей не мутировавший (дикого типа) ген CYPgst и ген 

CYPgst с ранее определенной мутацией, приводящей к ингибированию экспрессии гена. Более того, для 

идентификации можно использовать вышеописанные олигонуклеотид, белок CYPgst или его фрагмент, а 

также антитела и компоненты набора, описанные выше. 

Настоящее изобретение также касается использования рекомбинантных молекул ДНК или молекул 

нуклеиновой кислоты, векторов по данному изобретению и компонентов набора по данному изобрете-

нию для получения рецессивного ядерно-кодируемого мужского стерильного растения, растения с вос-

становленной фертильностью, гибридного растения в программах селекции на устойчивость или для 

производства семян. 

Способ получения обратимой мужской стерильности у растения, в котором можно использовать ген 

CYPgst, описан, как пример, в международной патентной заявке WO 96017945 и состоит из этапов 

(a) введения первой рекомбинантной молекулы ДНК в геном пыльцы для получения растения, ко-

торое может быть генетически трансформировано, причем первая рекомбинантная молекула ДНК со-

держит 

(i) нуклеотидную последовательность, кодирующую генетический продукт, который ингибирует 

образование или функцию пыльцы, в зависимости от экспрессии в растении, в данном случае гена 

CYPgst по данному изобретению, или генетического продукта, например, посредством экспрессии по-

следовательности iPHK; 

(ii) оператор, контролирующий экспрессию нуклеотидной последовательности; и 

(iii) промотор со специфической активностью в клетках, критически важных для образования пыль-

цы или ее функционирования, при этом промотор функционально связан с нуклеотидной последователь-

ностью, кодирующей генетический продукт; 

(b) как вариант селекции растения, полученного на этапе (а), в условиях, обусловливающих возник-

новение мужской стерильности в результате экспрессии нуклеотидной последовательности; 

(c) скрещивания мужских стерильных растений, полученных на этапах (а) или (b), с пыльцой муж-

ской фертильной линии для получения гибридного растения, являющегося мужским фертильным, при 

этом пыльца другой рекомбинантной молекулы ДНК содержит нуклеотидную последовательность, кото-

рая кодирует ДНК-связывающий белок и подавляет транскрипцию, и промотор, который контролирует 

экспрессию нуклеотидной последовательности, причем ДНК-связывающий белок способен связываться 

с оператором рекомбинантной ДНК мужского стерильного растения и подавлять транскрипцию. 

Еще одна система получения растений со стерильной пыльцой, где в ядерный геном вводится чу-

жеродная ДНК, которую можно использовать по данному изобретению, описана в европейской патент-

ной заявке ЕР 0344029. 

Настоящее изобретение также касается использования растений по данному изобретению для се-

лекции или получения потомков, отличающегося тем, что для рекуррентной селекции используется 

ядерно-кодируемый мужски-стерильный фенотип. Кроме того, помимо растения по данному изобрете-

нию, предметом настоящего изобретения также являются семена или потомки, органы, растительные 

части, ткани или их клетки, используемые для производства продуктов, обычно изготовляемых из возоб-

новляемых сырьевых материалов, таких как пищевые продукты и корма, предпочтительно сахар или па-

тока (меласса), причем меласса также применяется в промышленном производстве, например, для фер-

ментации спирта или как питательное вещество для производства продуктов биотехнологии, при произ-

водстве сырьевых материалов или субстанций для химической промышленности, например, тонких хи-

микатов, лекарственных средств или их ингредиентов, диагностических продуктов, косметики, биоэта-

нола или биогаза. Пример использования растений сахарной свеклы в качестве биогенетического сырье-

вого материала для получения биогаза описан в патентной заявке DE 102012022178 А1, см. параграф 10. 

Настоящее изобретение также относится к продуктам, получаемым из растений, органов, расти-
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тельных частей, тканей, клеток, семян и потомков по данному изобретению, таким как пищевые продук-

ты, корма и сырьевые материалы, содержащиеся в растении, семенах, потомках, органах, растительных 

частях, тканях или клетках, а также их компонентах. 

Следующие примеры осуществления изобретения приводятся только с целью его иллюстрации и не 

должны рассматриваться как ограничивающие его объем. Если не установлено иное, то применялись 

стандартные микробиологические методы; см., например, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labora-

tory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Fritsch et al., Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Mayer et al., Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology, 

eds. Academic Press, London, 1987; и Weir et al., Handbook of Experimental Immunology, vol. I-IV, Black-

well, eds., 1986. 

Примеры 

1. Идентификация локуса, вызывающего ядерно-кодируемую мужскую стерильность. 

Для идентификации локуса (рабочее название gst), вызывающего ядерно-кодируемую мужскую 

стерильность у растений сахарной свеклы, в качестве исходного растения, проявляющего ядерно-

кодируемый рецессивный мужской стерильный фенотип, использовали донор с внутренней меткой С311 

[2043_К5]. Провести заранее (т.е. до цветения) основное определение присутствия и степени зиготности 

локуса gst, связанного с экспрессией признака в данном доноре, однако, оказалось невозможным в тести-

руемом материале. Вместо этого большое количество растений с предполагаемой стерильностью дово-

дилось до стадии цветения в поле или блоке самоопыления (S-блок). Цветущие растения затем вручную 

проверялись на фертильность и стерильность, соответственно (фиг. 1). Фертильные индивидуумы удаля-

лись, и собирались семена стерильных индивидуумов. 

Для генетического и физического ограничения локуса gst, вызывающего ядерно-кодируемую муж-

скую стерильность, в отношении данного признака создавали раздельные карты популяции сахарной 

свеклы. Целевой участок на хромосоме 1 был уже известен из предварительной информации широко 

геномного картирования. Индивидуумы с мужской стерильностью gst донора С311[2043_К5] скрещива-

ли с однолетней линией, и полученные в результате индивидуумы F1 размножали путем самоопыления. 

Потомков поколения S1 затем фенотипировали для целей картирования и помечали маркером класса 

KASP-DNA (технология KASP для генотипирования компании LGC Limited). Были разработаны два 

маркера класса KASP-DNA, sxn2151s01 и sle3305s02, при помощи которых из референсного генотипа 

KWS2320 идентификацией SNP выделяли генотип, несущий gst. 

Последовательность маркера sxn2151s01, представленная в SEQ ID NO: 24, и последовательность 

маркера sle3305s02, представленная в SEQ ID NO: 26, указывают на присутствие локуса gst; последова-

тельность маркера sxn2151s01, представленная в SEQ ID NO: 25, и последовательность маркера 

sle3305s02, представленная в SEQ ID NO: 27, указывают на референсную последовательность, причем 

каждая из маркерных последовательностей отличается друг от друга в позиции 2, и в генотипе, несущем 

локус gst, в этом месте присутствует "G", а в референсном генотипе KWS2320 в этом месте присутствует 

"А". В результате такого тонкого картирования участок на хромосоме 1 сахарной свеклы, фланкируемый 

маркерами класса KASP-DNA sxn2151s01 на расстоянии 33,42 сМ и sle3305s02 на расстоянии 35,15 сМ 

(на основании генетической карты ZR INT 1202) и несущий локус gst, четко выделялся. Исходя из физи-

ческой карты генома (Physmapv2), данный участок имел физический размер 215.4 kbp и находился меж-

ду позициями 3185718 bp и 3401120 bp. С учетом идентифицированной позиции и общедоступного пред-

ставления генома RefBeet 1.2 (http://bvseq.molgene.mpg.de/) в этом сегменте генома был идентифициро-

ван 21 ген, кодирующий белок. 

Гомологичные гены у модельных растений (например, Arabidopsis thaliana и Oryza sativa) для 

всех 21 моделей генов изучали с использованием биоинформатических походов. Широкий анализ и 

оценку проводили на основании идентифицированных гомологичных генов у модельных растений. Ген, 

кодируемый в локусе gst, идентифицировали как член семейства цитохром Р450-завсимых монооксигеназ 

(CYP) на основании широкого анализа последовательностей и предсказанных структур. Несмотря на зна-

чительное разнообразие последовательностей в цитохром Р450-зависимых монооксигеназах, все CYP име-

ют общие структурные признаки, которые высоко сохранялись на участке активного центра (см., например, 

Fischer et al., Bioinformatics, 23 (2007), 2015-2017) и также обнаруживались в отношении предполагаемо-

го гена gst. В связи с этим ген получил название CYPgst. 

Путем более специфической характеристики этого гена был идентифицирован ген CYP Arabidopsis 

thaliana, т.е. CYP703A2, имеющий более высокую идентичность последовательности с этим геном из ло-

куса gst. Мутант Arabidopsis thaliana, в котором этот ген инактивировался посредством инсерции Т-ДНК, 

проявлял фенотип с частичной мужской стерильностью (Morant et al., Plant Cell, 19 (2007), 1473-1487). 

Возможно это объясняется механическими причинами, как результат функции CYP703A2 в синтезе спо-

рополленина, являющегося основным компонентом внешних стенок жизнеспособной пыльцы. Отсутст-

вие внешней стенки препятствует созреванию пыльцы, либо подвергает ее воздействию окружающей 

среды. Между фенотипом gst фенотипа сахарной свеклы и фенотипом мутанта Arabidopsis thaliana име-

ется, однако, существенное различие: 

(i) в отличие от Arabidopsis нокаут гена из растений сахарной свеклы приводит к полной мужской 
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стерильности; 

(ii) в то время как стерильная пыльца в основном образуется у мутантов Arabidopsis, и пыльца не 

образуется у gst растений сахарной свеклы, как следует из анализа текущего состояния. 

Таким образом, нельзя исключать вероятность того, что они принадлежат к разным членам семей-

ства CYP, и/или что функции обоих белков разные у Arabidopsis и растений сахарной свеклы. Известно, 

что Arabidopsis - это дикорастущее травянистое растение семейства крестоцветных, имеющее небольшой 

компактный геном, в то время как сахарная свекла является культивируемым растением, т.е. растением, 

высаживаемым, возделываемым и размножаемым человеком и используемым как культурное растение. 

Таким образом, исследования на основе Arabidopsis и их результаты не могут быть непосредственно 

применены к культивируемым растениям. Более того, для культурных растений характерны важные аг-

ропроцессы, которые никогда не имеют места в отношении Arabidopsis. Это включает, например, в отли-

чие от Arabidopsis, образование корней свеклы, клубней и зерна, которые функционируют как запасаю-

щие органы и как вегетативные и репродуктивные органы, а также их связь с симбиотическими мико-

ризными грибами или патогенами. 

2. Характеристика гена CYPgst. 

После идентификации потенциального гена, приводящего к фенотипу gst, проводили сравнительное 

секвенирование фрагмента геномной ДНК размером приблизительно 5 kbp. Были секвенированы фер-

тильный референсный генотип KWS2320 сахарной свеклы, стерильный gst донор С311, три индивидуума 

вышеупомянутой популяции тонкого картирования, классифицированные согласно фенотипам и мар-

керным данным как стерильные, и три их индивидуума, классифицированные согласно фенотипам и 

маркерным данным как фертильные гомозиготные. Секвенированный участок генома содержит модель 

гена BvCYPgst (GST, g6845.tl), показанный на фиг. 2, и приблизительно 1,5 kbp участка предполагаемого 

промотора. Сравнительное секвенирование показало, помимо серии одиночных нуклеотидных полимор-

физмов (SNP) между стерильными и фертильными индивидуумами, делецию размером 533 bp у стериль-

ных генотипов, содержащую 5'-UTR и первый экзон модели гена (фиг. 2 и 3). 

Анализ всех идентифицированных полиморфизмов показал, что некоторые из делеций повлияли на 

кодируемый белок, а все остальные мутации либо находились в нетранслируемых областях, либо гене-

рировали синонимичные кодоны. Наоборот, эти мутации препятствовали конкретной транскрипции 

mРНК, и трансляция функционального белка была поэтому невозможной. Последующие анализы транс-

крипции подтвердили эти данные (фиг. 5). BvCYPgst (GST, g6845.tl) весьма специфически экспрессиро-

вался в закрытых цветках и плодах у фертильных генотипов. Его экспрессия не детектировалась в корнях 

и листьях. В противоположность этому ген GST не детектировался в закрытых цветках у стерильных 

генотипов. Это позволяет сделать вывод о том, что ген стерильных генотипов полностью инактивируется. 

Были разработаны ДНК-маркеры, позволяющие проводить различие между стерильными и фер-

тильными генотипами. Для этого разрабатывали KASP-маркеры, имеющие фертильный аллель (инсер-

ция) в качестве доминантного признака (sle5983d14, sle5983d17). 

 
В результате, что касается данной гомозиготной делеции, можно сделать косвенный вывод, что оба 

маркера (sle5983d14, sle5983d17) проявляют нулевой аллель, а третий убиквитарный маркер подтвержда-

ет экстракцию достаточного количества ДНК. Потенциальные точечные мутации в гене BvCYPgst, при-

водящие к преждевременному прекращению транскрипции гена CYPgst, или вызывающие разрушение 

сплайсинга, которые можно тестировать, используя традиционные методы для детекции точечных мута-

ций ДНК (SNP-анализ), приводятся в таблице. 
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Потенциальные точечные мутации в гене CYPgst Beta vulgaris,  

подвид vulgaris, приводящие к преждевременному прекращению  

транскрипции гена CYPgst или вызывающие разрушение сплайсинга 
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3. Использование гена или локуса CYTgst в селекции гибридов. 

Как было показано ранее, мужской стерильный фенотип, обусловливающий локус gst, используется 

в селекционных программах на устойчивость для простого скрещивания на базе рекуррентного отбора. 

До начала клонирования гена в рамках настоящего изобретения и связанного с этим создания геномных 

маркеров требовалось вырастить и убрать в четыре раза больше растений, чем было необходимо, по при-

чине их ожидаемого расщепления 3:1 по фенотипу. Эти растения оценивали на стерильность сразу после 

цветения, фертильные индивидуумы удаляли, чтобы предотвратить самоопыление. При ежегодном вы-

ращивании нескольких тысяч растений такой ручной отбор требует больших трудовых затрат и подвер-

жен ошибкам. Теперь обеспечены геномные маркеры по данному изобретению (см. пример 2 и фиг. 2), 

позволяющие тестировать 30000 растений и отбирать 75000 мужских стерильных растений для после-

дующего выращивания. 

Ведется постоянная работа по упрощению селекционных программ и производства семян растений 

сахарной свеклы и, таким образом, снижению затрат. В результате коммерческие сорта сахарной свеклы, 

которые производятся в настоящее время, являются тройными гибридами, что позволяет получать доста-

точное количество семян. Производство гибридов по селекционным программам, которые не являются 

коммерческими, также является трудоемким и дорогостоящим и связано с преодолением многих пре-

град. Теперь возможно, используя фенотип с gst по данному изобретению и связанные с этим ДНК-

маркеры, после инсерции локуса gst или после мутации/ингибирования гена CYPgst в селекционной про-

грамме селекции отбирать мужские стерильные растения до посадки при помощи ДНК-маркеров и, та-

ким образом, упрощать производственный процесс. Параллельно создается большое число многозаро-

дышевых форм генотипов-тестеров (MUS-тестеры). В перспективе возможно, что на смену современным 

ЦМС-технологиям придет альтернативная система, позволяющая делать мужскими стерильными роди-

тельские компоненты семян, например, при помощи SPT-системы, указанной выше и показанной на фиг. 

5. Соответственно разумно предположить, что системы CYPgst по данному изобретению можно исполь-

зовать и для других культивируемых растений, в частности культурных растений, как в случае коммер-

ческого производства двойных гибридов, таких как кукуруза. Что касается кукурузы (Zea mays), важную 

роль в разработке альтернативных систем получения ее гибридных семян играют ms-гены. Анализ по-

следовательностей свидетельствует о предполагаемом существовании BvCYPgst(GRMZM5g830329) го-

молога кукурузы. В кукурузе также имеется много ms-мутантов, из которых только часть была клониро-

вана, ms-мутанты, ms-мутация которых обусловлена мутацией или ингибированием BvCYPgst гомолога 

кукурузы, теперь можно отбирать при помощи настоящего изобретения и использовать для целенаправ-

ленного производства семян. Настоящее изобретение можно также применять для создания гибридного 

картофеля, например, для введения направленных мутаций в ген-гомолог BvCYPgst картофеля и исполь-

зовать полученную таким образом мужскую стерильноть картофеля для создания диплоидного гибрид-

ного картофеля, как показано в SPT-системе. 

Специфическая экспрессия гена BvCYPgst в цветках и тапетуме способствует биотехнологическому 

использованию промотора, например, для экспрессии положительно полярной/отрицательно полярной 

РНК или рибозима для ингибирования гена BvCYPgst или экспрессии функционального белка CYPgst, 

либо предполагаемого гомолога, аналога или ортолога гена BvCYPgst для улучшения мутации и восста-
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новления мужского фертильного фенотипа. Предполагается, что обеспечение локуса гена и нуклеиновых 

и аминокислотных последовательностей гена BvCYPgst, в добавление к генетическим маркерам и обу-

словленным этим вариантам осуществления изобретения, сделает селекционные программы более про-

стыми и менее дорогостоящими, так как, помимо прочего, это способствует раннему отбору стерильных 

индивидуумов. Это также упрощает организацию материального обеспечения и расширение селекцион-

ных программ. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Растение Beta vulgaris, проявляющее рецессивный ядерно-кодируемый мужской стерильный фе-

нотип, отличающееся тем, что по сравнению с соответствующим (мужским фертильным) растением ди-

кого типа Beta vulgaris данный фенотип обусловливается мутацией гена эндогенной цитохром Р450 ок-

сидазы либо отсутствием, или низким содержанием, или активностью функционального белка цитохром 

Р450 оксидазы, кодируемого геном дикого типа цитохром Р450 оксидазы, при этом ген цитохром Р450 

оксидазы представляет собой ген, выбираемый из группы, состоящей из 

(a) нуклеотидной последовательности, содержащей SEQ ID NO: 1 или 2; 

(b) нуклеотидной последовательности, кодирующей аминокислотную последовательность  

SEQ ID NO: 3; или 

(c) нуклеотидной последовательности, кодирующей аминокислотную последовательность, которая 

идентична по крайней мере на 80% аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 3, 

при этом мутация представляет собой делецию в кодирующей нуклеотидной последовательности 

гена CYPgst, сигнале сплайсинга или регуляторной последовательности, представленной, по меньшей 

мере, последовательностью промотора, гена CYPgst, при этом делеция в Beta vulgaris может быть обна-

ружена посредством отсутствия маркерного локуса sle5983d14, определяемого посредством продукта 

амплификации с длиной, ограниченной размерами праймеров к последовательностям SEQ ID NO: 4 и 

SEQ ID NO: 5, или маркерного локуса sle5983d17, определяемого посредством продукта амплификации с 

длиной, ограниченной размерами праймеров к последовательностям SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 7, или 

обоих указанных локусов и посредством наличия убиквитинового маркера, 

при этом мутация предотвращает транскрипцию и/или трансляцию функционального белка. 

2. Растение по п.1, отличающееся тем, что оно является гетерозиготным по мутации и мужским 

фертильным или гомозиготным по мутации и мужским стерильным, при этом образование пыльцы су-

прессируется у стерильного растения. 

3. Растение по п.1, отличающееся тем, что ген располагается в сегменте на хромосоме 1 между мар-

керными локусами snx2151s01 и sle3305s02, где маркерная последовательность snx2151s01 в SEQ ID NO: 24 

и маркерная последовательность sle3305s02 в SEQ ID NO: 26 обозначают присутствие локуса gst, а мар-

кер snx2151s01 в SEQ ID NO: 25 и маркерная последовательность sle3305s02 в SEQ ID NO: 27 обознача-

ют стандартную последовательность. 

4. Растение по п.1, отличающееся тем, что не мутировавший ген (ген дикого типа) имеет нуклео-

тидную последовательность, выбираемую из группы, состоящей из 

(а) нуклеотидной последовательности, содержащей нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 2; 

(b) нуклеотидной последовательности, кодирующей аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 3. 

5. Молекула нуклеиновой кислоты или рекомбинантная молекула ДНК, содержащая нуклеотидную 

последовательность, выбираемую из группы, состоящей из 

(a) нуклеотидной последовательности, содержащей нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 2; 

(b) нуклеотидной последовательности, кодирующей аминокислотную последовательность  

SEQ ID NO: 3; и 

(c) нуклеотидной последовательности, кодирующей аминокислотную последовательность, которая 

содержит как минимум одну аминокислотную делецию, замещение, присоединение и/или инсерцию в 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 3 и которая идентична по меньшей мере на 90% ами-

нокислотной последовательности по всей ее длине, 

где нуклеиновая кислота дополнительно содержит мутацию в форме делеции, при этом мутация 

представляет собой делецию в кодирующей нуклеотидной последовательности гена CYPgst, сигнале 

сплайсинга или регуляторной последовательности, представленной, по меньшей мере, последовательно-

стью промотора, гена CYPgst, при этом делеция в Beta vulgaris может быть обнаружена посредством от-

сутствия маркерного локуса sle5983d14, определяемого посредством продукта амплификации с длиной, 

ограниченной размерами праймеров к последовательностям SEQ ID NO: 4 и SEQ ID NO: 5, или маркер-

ного локуса sle5983d17, определяемого посредством продукта амплификации с длиной, ограниченной 

размерами праймеров к последовательностям SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 7, или обоих указанных локу-

сов и посредством наличия убиквитинового маркера, 

при этом мутация предотвращает транскрипцию и/или трансляцию функционального белка. 

6. Рекомбинантная молекула ДНК, содержащая нуклеотидную последовательность, выбранную из 
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группы: нуклеотидная последовательность 1762-2679 из SEQ ID NO: 1; нуклеотидная последователь-

ность 3507-4142 из SEQ ID NO: 1; нуклеотидная последовательность 244-1161 из SEQ ID NO: 2; или нук-

леотидная последовательность 1161-1787 в SEQ ID NO: 2, которая кодирует малую шпилечную РНК 

(shRNA), малую интерферирующую РНК (siRNA) или двуцепочечную РНК, которая после экспрессии 

или введения в растительную клетку Beta vulgaris приводит к ингибированию экспрессии функциональ-

ного гена цитохром Р450 оксидазы, представленного в растении по п.1. 

7. Вектор, содержащий молекулу нуклеиновой кислоты либо рекомбинантную молекулу ДНК по п.5. 

8. Клетка-хозяин, содержащая молекулу нуклеиновой кислоты или рекомбинантную молекулу ДНК 

по п.5. 

9. Способ получения растения, которое проявляет рецессивный, ядерно-кодируемый гомозиготный 

мужской стерильный фенотип, отличающийся тем, что экспрессия гена цитохром Р450 оксидазы инги-

бируется, тем, что включает этап введения рекомбинантной молекулы ДНК по п.6. 

10. Способ восстановления фертильности растения по п.1, отличающийся тем, что включает введе-

ние функционального гена цитохром Р450 оксидазы в растение Beta vulgaris. 

11. Орган, часть растения или ткань растения по п.1. 

12. Клетка растения по п.1. 

13. Способ идентификации растения по п.1, отличающийся тем, что обеспечивает обнаружение му-

тации гена цитохром Р450 оксидазы или маркера, связанного с мутацией. 

14. Вектор по п.7, отличающийся тем, что представляет собой вектор для растений. 

 

 
Фиг. 1 

 

 
Фиг. 2 

 



045492 

- 32 - 

 
 

 
Фиг. 3 

 



045492 

- 33 - 

 
 

 
Фиг. 3 (продолжение) 
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Фиг. 4А 

 



045492 

- 35 - 
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Фиг. 5 
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