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ñîäåðæàùóþ ðåêîìáèíàíòíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, à òàêæå òðàíñãåííîå ðàñòåíèå
êàðòîôåë  è åãî âåãåòàòèâíîå ïîòîìñòâî,
óñòîé÷èâîå ê êîëîðàäñêîìó æóêó. Èñïîëüçóþò
ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë 
èäåíòèôèêàöèè ðàñòèòåëüíîé êëåòêè,
ïðîäóöèðóþùåé áåëîê cryIIIa, ðàñòåíè  è
âåãåòàòèâíîãî ïîòîìñòâà. 5 í.ï. ô-ëû, 7 òàáë., 6 èë.
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FIELD: gene engineering, in particular
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè è áèîòåõíîëîãèè
ðàñòåíèé è ñâ çàíî ñ ïîëó÷åíèåì è èäåíòèôèêàöèåé óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó
òðàíñãåííîãî êàðòîôåë  íà îñíîâå îäíîãî èç íîâûõ ïåðñïåêòèâíûõ ðîññèéñêèõ ñîðòîâ.
Ðåçóëüòàòû ðåàëèçàöèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â ñåëüñêîì
õîç éñòâå, ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè è ìíîãèõ äðóãèõ îáëàñò õ íàðîäíîãî õîç éñòâà,
èñïîëüçóþùèõ êàðòîôåëü â êà÷åñòâå ñûðü .

Âðåä, íàíîñèìûé ïîñåâàì êàðòîôåë  êîëîðàäñêèì æóêîì (Leptinotarsa decemlineata,
Say), îöåíèâàåòñ  â 18% ïîòåíöèàëüíîãî óðîæà  äë  êðóïíûõ ãîñóäàðñòâåííûõ
ïðîèçâîäèòåëåé êàðòîôåë  è îò 40% äî 90% äë  ÷àñòíûõ ïðîèçâîäèòåëåé, íà äîëþ
êîòîðûõ ñîãëàñíî ýêñïåðòíîé îöåíêå Ìèíèñòåðñòâà ñåëüñêîãî õîç éñòâà ÐÔ ïðèõîäèòñ 
90% âàëîâîãî ñáîðà êàðòîôåë  â ÐÔ. Äë  áîðüáû ñ ýòèì âðåäèòåëåì â ðàñòåíèåâîäñòâå
ïðèìåí þòñ  ðàçëè÷íûå (ìåõàíè÷åñêèå, õèìè÷åñêèå è áèîëîãè÷åñêèå) ìåòîäû, îäíàêî
áîëüøèíñòâî ìåõàíè÷åñêèõ ìåòîäîâ  íå äàåò æåëàåìîãî ðåçóëüòàòà, à èñïîëüçîâàíèå
õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ, êàê ïðàâèëî, îêàçûâàåò íåáëàãîïðè òíîå âîçäåéñòâèå íà îêðóæàþùóþ
ñðåäó, ïîñêîëüêó ïåñòèöèäû îáû÷íî íå îáëàäàþò èçáèðàòåëüíûì äåéñòâèåì è ïîðàæàþò â
ðàâíîé ñòåïåíè êàê âðåäíóþ, òàê è ïîëåçíóþ ýíòîìîôàóíó, è ÷àñòî  âë þòñ  èñòî÷íèêîì
ïîòåíöèàëüíûõ êàíöåðîãåíîâ è òîêñèíîâ øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâè . Íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâíûì ñåãîäí  ïðåäñòàâë åòñ  ðåøåíèå ýòîé ïðîáëåìû ñ ïîìîùüþ áèîëîãè÷åñêèõ
ìåòîäîâ çàùèòû ðàñòåíèé, îñîáåííî ìåòîäîâ ãåííîé èíæåíåðèè, íàïðàâëåííûõ íà
ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, â êëåòêàõ êîòîðûõ ýêñïðåññèðóåòñ  ÷óæåðîäíûé áåëîê,
îáåñïå÷èâàþùèé óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíè  ê êîëîðàäñêîìó æóêó, â ÷àñòíîñòè ýíäîòîêñèí
Bacillus thuringiensis.

Óðîâåíü òåõíèêè
Bacillus thuringiensis - ãðàì-ïîëîæèòåëüíà  ñïîðîîáðàçóþùà  áàêòåðè , âñòðå÷àþùà ñ 

â ïðèðîäå â ðàçëè÷íûõ ñðåäàõ îáèòàíè : â ïî÷âå, íà ïîâåðõíîñòè ðàñòåíèé, ðàñòèòåëüíûõ
îñòàòêàõ. B.t. ìîæíî îòëè÷èòü îò äðóãèõ âèäîâ ðîäà Bacillus ïî íàëè÷èþ ôîðìèðóþùèõñ 
âî âðåì  ñïîðóë öèè áåëêîâûõ êðèñòàëëîâ, áëàãîäàð  êîòîðûì øòàììû B.t.  âë þòñ 
ýôôåêòèâíûìè åñòåñòâåííûìè èíñåêòèöèäàìè. Òàêîé êðèñòàëë ìîæåò ñîñòî òü èç îäíîãî
èëè íåñêîëüêèõ áåëêîâ ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé  ïðèìåðíî 130 êÄà.

Âàæíîé îñîáåííîñòüþ êðèñòàëëè÷åñêîãî Bt-áåëêà  âë åòñ  òî, ÷òî åãî èíñåêòèöèäíîå
äåéñòâèå ïðî âë åòñ  òîëüêî â îðãàíèçìå íàñåêîìûõ, ãäå ïîä äåéñòâèåì ñïåöèôè÷íûõ
ôåðìåíòîâ êèøå÷íîãî òðàêòà îí ðàñïàäàåòñ  ñ îáðàçîâàíèåì ïðîòîêñèíà, îò N-êîíöà
êîòîðîãî çàòåì îòùåïë åòñ  ôðàãìåíò äëèíîé 65-70 êÄà è îáðàçóåòñ  òîêñè÷íûé äë 
íàñåêîìîãî ïîëèïåïòèä (δ-ýíäîòîêñèí B.t.). Òîêñèí ðàñïîçíàåò ñïåöèôè÷íûå ðåöåïòîðû íà
êëåòî÷íîé ìåìáðàíå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôîðìèðóåò â íåé ïîðû, ÷òî ïðèâîäèò ê
îñìîòè÷åñêîìó ëèçèñó è ãèáåëè êëåòêè [1].

δ-ýíäîòîêñèí B.t.  âë åòñ  ïðåäñòàâèòåëåì áîëüøîãî ñåìåéñòâà ãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ
(ñåìåéñòâà Cry-áåëêîâ), êîòîðûõ ê íàñòî ùåìó âðåìåíè èäåíòèôèöèðîâàíî áîëåå 130
âèäîâ  [http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html].

Ïðè ýòîì êàæäûé ïðåäñòàâèòåëü Cry-áåëêîâ àêòèâåí òîëüêî â îòíîøåíèè íåñêîëüêèõ
âèäîâ íàñåêîìûõ. Ñïåöèôè÷íîñòü äåéñòâè  îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî êàæäûé êîíêðåòíûé
áåëîê ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü òîëüêî ñ ðåöåïòîðîì îïðåäåëåííîãî òèïà, îäíàêî åñòü
äàííûå, ÷òî çíà÷èòåëüíóþ ðîëü òàêæå èãðàåò ðàñòâîðèìîñòü êðèñòàëëà [2]. ×ëåíû
ñåìåéñòâà Cry-áåëêîâ ãðóïïèðóþòñ  â ïîäñåìåéñòâà â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ñïåöèôè÷íîñòüþ
ïî îòíîøåíèþ ê ðàçëè÷íûì ñåìåéñòâàì íàñåêîìûõ. Òàê, âûäåëåíû ïîäñåìåéñòâà áåëêîâ,
òîêñè÷íûå äë  Diptera (äâóêðûëûå), Lepidoptera (÷åøóé÷àòîêðûëûå), Coleoptera
(æåñòêîêðûëûå) [3]. Íåêîòîðûå B.t.-øòàììû àêòèâíû ïðîòèâ ïðåäñòàâèòåëåé äðóãèõ ãðóïï
íàñåêîìûõ, à òàêæå ïðåäñòàâèòåëåé êðóãëûõ ÷åðâåé - íåìàòîä è ïðîñòåéøèõ [4].

ÏÂðîèçâîäíûå Bt-áåëêà íà÷àëè èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå èíñåêòèöèäíûõ ïðåïàðàòîâ â
òðèäöàòûõ ãîäàõ ïðîøëîãî âåêà, íî øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå îíè ïîëó÷èëè òîëüêî ñ
íà÷àëîì ïðîèçâîäñòâà â 1950 ãîäó ïðåïàðàòà "Thuricide" [5]. Íåñìîòð  íà ðåïóòàöèþ
ýêîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûõ, áèîïðåïàðàòû íà îñíîâå Bt-áåëêà íå íàøëè øèðîêîãî
ïðèìåíåíè  èç-çà ð äà íåäîñòàòêîâ, ê êîòîðûì ìîæíî îòíåñòè ñëåäóþùèå:

Ñòðàíèöà: 4

DE

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 286 385 C2

íèçêà  ñòàáèëüíîñòü;
ïîâåðõíîñòíîå äåéñòâèå (íåâîçìîæíîñòü ïðîíèêíîâåíè  â ðàñòèòåëüíûå òêàíè);
óçêà  ñïåöèôè÷íîñòü.
Êðèñòàëëè÷åñêèé áåëîê áûñòðî ðàçðóøàåòñ  ïîä äåéñòâèåì óëüòðàôèîëåòîâîãî

èçëó÷åíè  è òåð åò ñâîþ àêòèâíîñòü, ïîýòîìó, ÷òîáû äîñòè÷ü ýêîíîìè÷åñêè çíà÷èìîãî
ýôôåêòà, òðåáóåòñ  íåñêîëüêî îáðàáîòîê. Áèîïðåïàðàòû íà îñíîâå Bt-áåëêà  âë þòñ 
íåñèñòåìíûìè èíñåêòèöèäàìè è äåéñòâóþò òîëüêî ïðè ïð ìîì êîíòàêòå, à ñëåäîâàòåëüíî,
íå àêòèâíû ïðîòèâ "ìèíèðóþùèõ" íàñåêîìûõ. Ïîñêîëüêó ñåëüñêîõîç éñòâåííûå êóëüòóðû
îáû÷íî ïîäâåðãàþòñ  íàïàäåíèþ íå îäíîãî, à íåñêîëüêèõ âèäîâ íàñåêîìûõ âðåäèòåëåé,
äë  áîðüáû ñ íèìè  ïðèìåíåíè  îäíîãî âèäà Cry-áåëêà ìîæåò îêàçàòüñ  íåäîñòàòî÷íî.

Äâå ïåðâûå ïðîáëåìû ìîãóò áûòü ðåøåíû ñ ïîìîùüþ ñîçäàíè  òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé,
ýêñïðåññèðóþùèõ îïðåäåëåííûé âèä Cry-áåëêà. Â òàêèõ ðàñòåíè õ êîëè÷åñòâî òîêñèíà
ïîñòî ííî âîçîáíîâë åòñ , îí ïðèñóòñòâóåò íà ïîñòî ííîì óðîâíå âî âñåõ òêàí õ, à
ñëåäîâàòåëüíî, îáåñïå÷èâàåò çàùèòó è îò  "ìèíèðóþùèõ" íàñåêîìûõ. Ïðîáëåìà æå óçêîé
ñïåöèôè÷íîñòè ìîæåò áûòü ðåøåíà ïðè îäíîâðåìåííîé ýêñïðåññèè íåñêîëüêèõ Cry-áåëêîâ
ñ ðàçëè÷íûì ñïåêòðîì äåéñòâè .

Ê íàñòî ùåìó âðåìåíè èç øòàììîâ áàêòåðèè Bacillus thuringiensis âûäåëåíî è
îõàðàêòåðèçîâàíî áîëåå 100 ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè, òîêñè÷íûå äë  íàñåêîìûõ, â òîì
÷èñëå è æåñòêîêðûëûõ: cryIII, cryVII, cryIX [6]. Ïóòåì çàìåíû áàêòåðèàëüíûõ êîäîíîâ
êîäîíàìè, ïðåäïî÷òèòåëüíûìè äë  ýêñïðåññèè â ðàñòåíè õ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
áàêòåðèàëüíûõ ãåíîâ àäàïòèðîâàíû ê ââåäåíèþ â ðàñòèòåëüíûå êëåòêè è èñïîëüçîâàíû äë 
òðàíñôîðìàöèè ðàçëè÷íûõ âèäîâ êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé, òàêèõ êàê êàðòîôåëü [7], ðàïñ [8],
ðèñ [9], áàêëàæàí [10].

Ðåçóëüòàòîì ýòèõ ðàáîò  âèëîñü ïîëó÷åíèå ìíîæåñòâà ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
ëèíèé êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé, îäíàêî ëèøü íåìíîãèå èç íèõ îôèöèàëüíî ðàçðåøåíû äë 
ïèùåâîãî ïðèìåíåíè  [11].

Ýòî ñâ çàíî ñ òåì, ÷òî óñòî âøà ñ  ïðàêòèêà êîììåðöèàëèçàöèè êàæäîãî íîâîãî
òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  ïðåäóñìàòðèâàåò îñóùåñòâëåíèå ð äà íåîáõîäèìûõ èññëåäîâàíèé,
â õîäå êîòîðûõ âû âë åòñ  ñòåïåíü áèîëîãè÷åñêîé è ïèùåâîé áåçîïàñíîñòè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííîãî îðãàíèçìà. Òîëüêî òðàíñãåííûå ëèíèè (òðàíñôîðìàöèîííûå ñîáûòè ),
óñïåøíî ïðîøåäøèå òàêîé êîíòðîëü, ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû êàê êîììåð÷åñêèé
ïðîäóêò.

Êðîìå òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ëèíèé ðàçëè÷íûõ
êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé ñóùåñòâóåò ïðîáëåìà ÷åòêîãî ïîñòðåãèñòðàöèîííîãî ìîíèòîðèíãà,
ïðåäïîëàãàþùåãî íåîáõîäèìîñòü îäíîçíà÷íîé èäåíòèôèêàöèè êîíêðåòíîãî
òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè  êàê â òðàíñãåííûõ ðàñòåíè õ, òàê è â ïîëó÷àåìûõ èç íèõ
ïðîäóêòàõ ïèòàíè  [ 12, 13, 14, 15, 16, 17].

Ñ ó÷åòîì âûñîêîãî âèäîâîãî è ñîðòîâîãî ïîëèìîðôèçìà ãåíîìà êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé è
òîãî, ÷òî êîëè÷åñòâî ìåñò âñòðàèâàíè  ýêçîãåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè â ãåíîì
ðåöèïèåíòà ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîñòàâë åò áîëåå 10000, íàèáîëåå íàäåæíûì ñïîñîáîì
èäåíòèôèêàöèè òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè  ìîæíî ñ÷èòàòü îïðåäåëåíèå íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýíäîãåííûõ ó÷àñòêîâ, íåïîñðåäñòâåííî ïðèëåãàþùèõ ê ââåäåííîé â
ãåíîì ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè (ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé) è ïîñëåäóþùåå
äåòåêòèðîâàíèå ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìå ðàñòåíè    [18].

Î÷åâèäíî, ÷òî óñïåõ ðàçðàáîòîê, ñâ çàííûõ ñ ïîëó÷åíèåì òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, âî
ìíîãîì îïðåäåë åòñ  ñâîéñòâàìè ðåöèïèåíòà. Â ýòîì ïëàíå î÷åíü âàæíû åãî ñïîñîáíîñòü ê
ðåãåíåðàöèè è òðàíñôîðìàöèè, îäíàêî ïðè ñîçäàíèè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
ëèíèé êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé, îá çàòåëüíî äîëæíû ó÷èòûâàòüñ  è àãðîòåõíè÷åñêèå
ïîêàçàòåëè èñõîäíîãî ñîðòà.

Îñíîâíûå ðàéîíû ÐÔ, âîçäåëûâàþùèå êàðòîôåëü, õàðàêòåðèçóþòñ  áîëüøèì
ðàçíîîáðàçèåì àãðîêëèìàòè÷åñêèõ óñëîâèé. Â íàñòî ùåå âðåì  â Ãîñóäàðñòâåííîì
ðååñòðå ñåëåêöèîííûõ äîñòèæåíèé ÐÔ èìååòñ  áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ñîðòîâ êàðòîôåë ,
ñïîñîáíûõ äàâàòü ñòàáèëüíûå è âûñîêèå óðîæàè â ðàçëè÷íûõ ïî÷âåííî-êëèìàòè÷åñêèõ

Ñòðàíèöà: 5

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 286 385 C2

óñëîâè õ. Îñîáåííî âàæíîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå èìååò ïðàâèëüíûé ïîäáîð ñîðòîâ ñ
ó÷åòîì äëèòåëüíîñòè ïåðèîäà âåãåòàöèè, íåîáõîäèìîãî äë  èõ ïîëíîãî ñîçðåâàíè . Â
îñíîâíûõ çîíàõ òîâàðíîãî êàðòîôåëåâîäñòâà Ðîññèè ïîçäíèå ñîðòà (êàê ïðàâèëî,
çàðóáåæíîé ñåëåêöèè) îáû÷íî íå óñïåâàþò âûçðåòü, âñëåäñòâèå ÷åãî êëóáíè ñèëüíî
ïîâðåæäàþòñ  ïðè óáîðêå è ïëîõî õðàí òñ  [19].

Â ñâ çè ñ ýòèì, ðàáîòû Öåíòðà "Áèîèíæåíåðè " ÐÀÍ, íàïðàâëåííûå íà ïîëó÷åíèå
òðàíñãåííîãî êàðòîôåë , ïðîâîä òñ  íà îñíîâå ëó÷øèõ ñîðòîâ îòå÷åñòâåííîé ñåëåêöèè, è
âûïîëíåííîå â ðàìêàõ ýòîãî íàïðàâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå, êîòîðîå ñâ çàíî ñ
ïîëó÷åíèåì ñíàáæåííîãî íàäåæíûì "èäåíòèôèêàòîðîì" ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîãî
êàðòîôåë , óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó, ïðåäñòàâë åòñ  âåñüìà àêòóàëüíûì è
ïåðñïåêòèâíûì äë  ðàçâèòè  îòå÷åñòâåííîãî êàðòîôåëåâîäñòâà.

Ðàñêðûòèå èçîáðåòåíè .
Çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áûëî ïîëó÷åíèå òðàíñãåííîãî êàðòîôåë , óñòîé÷èâîãî

ê êîëîðàäñêîìó æóêó è îòâå÷àþùåãî óñëîâè ì áèîëîãè÷åñêîé è ïèùåâîé áåçîïàñíîñòè, íà
îñíîâå ïåðñïåêòèâíîãî îòå÷åñòâåííîãî ñîðòà êàðòîôåë , à òàêæå ðàçðàáîòêà íàäåæíîãî
ñðåäñòâà äë  èäåíòèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè  â ãåíîìå
òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  è åãî âåãåòàòèâíîãî ïîòîìñòâà.

Ó÷èòûâà  òî, ÷òî áîëüøèíñòâî êîììåð÷åñêèõ ñîðòîâ êàðòîôåë , â òîì ÷èñëå è îñíîâíûå
ðîññèéñêèå ñîðòà,  âë þòñ  òðóäíî òðàíñôîðìèðóåìûìè, à òàêæå òî, ÷òî äàæå ïðè óñëîâèè
îñóùåñòâëåíè  àêòà òðàíñôîðìàöèè âåðî òíîñòü òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè , ïðè
êîòîðîì óðîâåíü ýêñïðåññèè ââåäåííîãî ãåíà äîñòàòî÷åí äë  ïðî âëåíè 
ñîîòâåòñòâóþùåãî ôåíîòèïè÷åñêîãî ïðèçíàêà, à ýêñïðåññè  ýíäîãåííûõ ãåíîâ ðàñòåíè  íå
íàðóøåíà, âåñüìà ìàëà, ïîëó÷åíèå ïîëîæèòåëüíîãî ðåçóëüòàòà ïðè ðåøåíèè ïîñòàâëåííîé
çàäà÷è íå  âë ëîñü î÷åâèäíûì ôàêòîì.

Îäíàêî â ðåçóëüòàòå èñïûòàíèé, â êîòîðûõ â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòîâ áûëî èñïîëüçîâàíî
âîñåìü íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ èç êóëüòèâèðóåìûõ â Ðîññèè ñîðòîâ êàðòîôåë 
îòå÷åñòâåííîé ñåëåêöèè, íà îñíîâå ñîðòà Åëèçàâåòà çà âèòåëåì áûëè ïîëó÷åíû
ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå ëèíèè óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó êàðòîôåë . Îäíà
èç ýòèõ ëèíèé (2904 êãñ) â íàñòî ùåå âðåì  ïðîõîäèò ðåãèñòðàöèþ â Ãîñóäàðñòâåííîé
êîìèññèè ÐÔ ïî èñïûòàíèþ è îõðàíå ñåëåêöèîííûõ äîñòèæåíèé êàê ñîðò Åëèçàâåòà ïëþñ,
ñåëåêöèîííûé íîìåð 2904 êãñ.

Â êà÷åñòâå òðàíñôîðìèðóþùåãî àãåíòà ïðè ïîëó÷åíèè òðàíñãåííîãî êàðòîôåë  ïî
èçîáðåòåíèþ èñïîëüçîâàëè áèíàðíûé âåêòîð pPBt12, âêëþ÷àþùèé ãåí cryIIIa. Ñòðóêòóðà
âåêòîðà ïðåäñòàâëåíà íà Ôèã. 1.

Ïîñêîëüêó ïðîöåññ òðàíñôîðìàöèè  âë åòñ  ãåíîòèïçàâèñèìûì, òðàíñôîðìàöèþ ñîðòà
êàðòîôåë  Åëèçàâåòà îñóùåñòâë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ çàðàíåå îïòèìèçèðîâàííûì â
îòíîøåíèè äàííîãî êîíêðåòíîãî ñîðòà ïðîòîêîëîì [20  ]. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü
ðåãåíåðàöèè (ïðîöåíòíîå îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà ïîëó÷åííûõ ðåãåíåðàíòîâ ê îáùåìó
êîëè÷åñòâó èñïîëüçîâàííûõ â ýêñïåðèìåíòå ýêñïëàíòîâ) ñîñòàâèëà 78,4%, à
ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè (ïðîöåíòíîå îòíîøåíèå ïåðâè÷íûõ òðàíñôîðìàíòîâ ê
îáùåìó ÷èñëó ðåãåíåðàíòîâ) ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåðêè ÄÍÊ ðåãåíåðàíòîâ â ðåàêöèè ÏÖÐ íà
ñîäåðæàíèå ãåíà cryIIIa (òðàíñãåíà) ñîñòàâèëà 9,3%.

Ïðè ðåøåíèè çàäà÷è ñîçäàíè  íàäåæíîãî "èäåíòèôèêàòîðà", ïîëó÷åííîãî â ðàìêàõ
äàííîãî èçîáðåòåíè  òðàíñãåííîãî êàðòîôåë , çà âèòåëè ðóêîâîäñòâîâàëèñü
ïðåäñòàâëåíèåì îá óíèêàëüíîñòè òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè  (ñòðîãî îïðåäåëåííîé
êîìáèíàöèè ýêçîãåííîé è ãåíîìíîé ÄÍÊ), îïðåäåëèâøåãî íîâûé ôåíîòèï ðàñòåíè .  Äë 
âû âëåíè  ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ìîãëà áû âûïîëí òü ðîëü
"èäåíòèôèêàòîðà" óíèêàëüíîãî òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè , ðåçóëüòàòîì êîòîðîãî ñòàëî
ïîëó÷åíèå ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé ëèíèè êàðòîôåë  2904 êãñ,  áûë ñîçäàí
ïðîòîêîë ïðîâåäåíè  èíâåðñíîé ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ,
îïðåäåëåííûõ íà îñíîâàíèè àíàëèçà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåðåíîñèìîé
ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè è ïîçâîë þùèõ àìïëèôèöèðîâàòü ôðàãìåíòû ÄÍÊ òðàíñãåííîãî
ðàñòåíè , îòíîñ ùèåñ  ê îáëàñòè å¸ âñòðàèâàíè  â ãåíîìíóþ ÄÍÊ. Ïîñëå ïîëó÷åíè  è

Ñòðàíèöà: 6

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 286 385 C2

âûäåëåíè  àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ áûëè îïðåäåëåíû èõ íóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.   Îïòèìàëüíûì äë  âûïîëíåíè  ðîëè "èäåíòèôèêàòîðà" òðàíñãåííîãî
êàðòîôåë  ïî èçîáðåòåíèþ (ëèíèè 2904 êãñ), áûë ïðèçíàí ôðàãìåíò, êîòîðûé ïðåäñòàâë åò
ñîáîé êîìáèíàöèþ ýêçîãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âêëþ÷àþùåé ñåãìåíò ïåðåíåñåííîé
ñèíòåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, è ïðèëåæàùåé ê íåé (ôëàíêèðóþùåé) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà (ôèã.3).

Ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòîáðàííîãî íàìè "èäåíòèôèöèðóþùåãî
ôðàãìåíòà" ìîæåò áûòü îïèñàíà îáùåé ôîðìóëîé Õ - À, ãäå

- Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè ñ
SEQ ID ¹1, à

- À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ
êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà ñ SEQ ID¹2.

Íà îñíîâàíèè óñòàíîâëåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ
ãåíîìíîé ÄÍÊ òðàíñãåííîãî êàðòîôåë  ïðåäëîæåí óñîâåðøåíñòâîâàííûé ïðîòîêîë
ïðîâåäåíè  èäåíòèôèêàöèîííîé ðåàêöèè, â êîòîðîé  ïîëó÷åíèå ÏÖÐ-ôðàãìåíòà äëèíîé
277 íóêëåîòèäîâ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ
ID¹1 + SEQ ID¹2, âîçìîæíî òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè òåñòèðóåìà  ãåíîìíà  ÄÍÊ
îòíîñèòñ  ê òðàíñôîðìàöèîííîìó ñîáûòèþ ïî èçîáðåòåíèþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëàãàåìîå èçîáðåòåíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðóïïó òåõíè÷åñêèõ
ðåøåíèé, îáúåäèí åìûõ îáùåé èçîáðåòàòåëüñêîé êîíöåïöèåé.

Ïåðâûé îáúåêò èçîáðåòåíè  - ðåêîìáèíàíòíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
õàðàêòåðèçóþùà  óíèêàëüíûé òðàíñôîðìàöèîííûé àêò ìåæäó ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèåé,
âêëþ÷àþùåé ãåí cryIIIa, è ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà, îáåñïå÷èâàþùèé
ýêñïðåññèþ íàçâàííîãî ãåíà íà óðîâíå, äîñòàòî÷íîì äë  ïðî âëåíè  ó ðàñòåíè  ïðèçíàêà
óñòîé÷èâîñòè ê êîëîðàäñêîìó æóêó, ñ îáùåé ôîðìóëîé Õ-À, ãäå Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à
À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë 
ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹2.

Âòîðîé îáúåêò èçîáðåòåíè  - êëåòêà ðàñòåíè  êàðòîôåë , ïðîäóöèðóþùà  áåëîê CryIIIa,
êîòîðà  ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñ îáùåé
ôîðìóëîé Õ-À, ãäå Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèè, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ
ID¹2.

Òðåòèé îáúåêò èçîáðåòåíè  - ðàñòåíèå óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó òðàíñãåííîãî
êàðòîôåë , ñîäåðæàùåå êëåòêè, êîòîðûå âêëþ÷àþò ðåêîìáèíàíòíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñ îáùåé ôîðìóëîé Õ-À, ãäå Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à
À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë 
ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID¹2.

×åòâåðòûé îáúåêò èçîáðåòåíè  - ñîâîêóïíîñòü ïîòîìêîâ ðàñòåíè  óñòîé÷èâîãî ê
êîëîðàäñêîìó æóêó òðàíñãåííîãî êàðòîôåë , ñîõðàíèâøèõ â ð äó ïîêîëåíèé ãåíîòèïè÷åñêèé
ïðèçíàê ðîäèòåëüñêîãî îðãàíèçìà, êîíòðîëèðóåìûé ïî íàëè÷èþ â ãåíîìå ðåêîìáèíàíòíîé
ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ îáùåé ôîðìóëîé Õ-À, ãäå Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à
À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë 
ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID¹2.

Ï òûé îáúåêò èçîáðåòåíè  - ïðèìåíåíèå ðåêîìáèíàíòíîé ïîëèíóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ îáùåé ôîðìóëîé Õ-À, ãäå Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à
À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë 
ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID¹2, äë  èäåíòèôèêàöèè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê ðàñòåíè  è ñîâîêóïíîñòè åãî âåãåòàòèâíûõ ïîòîìêîâ ïî
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èçîáðåòåíèþ.
Òåõíè÷åñêèì ðåçóëüòàòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå ïðîèçâîäíîé îò

îòå÷åñòâåííîãî ñîðòà Åëèçàâåòà ïðîìûøëåííî ïðèìåíèìîé ëèíèè 2904 êãñ òðàíñãåííîãî
êàðòîôåë , óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó, îáåñïå÷åííîé íàäåæíûì ñðåäñòâîì å¸
ãåíåòè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé (ïåðå÷åíü ãðàôè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ).
Ôèã. 1 - ñõåìà îñíîâíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ òðàíñôîðìàöèîííîãî âåêòîðà pPBt12.
Ôèã. 2 - ñõåìà òðàíñôîðìàöèè êàðòîôåë .
Ôèã. 3 - ñõåìà ïîëó÷åíè  óíèêàëüíîãî ÏÖÐ - èäåíòèôèêàòîðà òðàíñãåííîé ëèíèè.
Ôèã. 4 - ðåçóëüòàò ïðîâåäåíè  ÏÖÐ ñ ïðàéìåðíîé ñèñòåìîé pR1-pR2 íà ÄÍÊ

òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèé êàðòîôåë .
Ôèã. 5 - ðåçóëüòàò ïðîâåäåíè  èíâåðñíîé ÏÖÐ íà ÄÍÊ òðàíñãåííîé ëèíèè 2904 êãñ.
Ôèã. 6 - ðåçóëüòàò ïðîâåäåíè  èäåíòèôèêàöèîííîé ÏÖÐ íà ðàçëè÷íûõ ëèíè õ

êàðòîôåë .
Îñóùåñòâëåíèå èçîáðåòåíè .
Ïðèìåð 1. Òðàíñôîðìàöè  ðàñòåíèé êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà.
Êóëüòóðà èñõîäíûõ ðàñòåíèé.
Èñõîäíûå ðàñòåíè  ñîðòà Åëèçàâåòà, ñâîáîäíûå îò âèðóñíîé è âèðîèäíîé èíôåêöèè â

êîëè÷åñòâå 100 øò. êóëüòèâèðîâàëè â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâè õ â êóëüòóðå in vitro. Äë 
ýòîãî ñòåáëè èñõîäíûõ ðàñòåíèé íàðåçàëè íà ÷åðåíêè ñ îäíîé ïàçóøíîé ïî÷êîé è
êóëüòèâèðîâàëè â âåãåòàöèîííûõ ñîñóäàõ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ìèíåðàëüíûå
ñîëè è âèòàìèíû (ñðåäà MSbase, òàáë.1), ïðè òåìïåðàòóðå +18 - 21°Ñ ±1°Ñ â äíåâíîå
è +15 - 18°Ñ ±1°Ñ â íî÷íîå âðåì  è ôîòîïåðèîäè÷íîñòè 16 ÷àñîâ äåíü/8 ÷àñîâ íî÷ü
(îñâåùåííîñòü 120 µÅ) 3 - 5 íåäåëü.

Äë  òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé èñïîëüçîâàëè øòàìì Agrobacterium tumefaciens GV,
ñîäåðæàùèé ïëàçìèäó pPBt12,  â ñîñòàâ êàññåòû ýêñïðåññèè êîòîðîé âõîä ò ïðîìîòîð FMV,
ýíõàíñåð  HSP70+ CTP,  ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã ãåíà CP4, - òåðìèíàòîð E9, ïðîìîòîð
SSU1A,  ãåí cryIIIa è - òåðìèíàòîð NOS, îáúåäèíåííûå â ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè êàê
ïîêàçàíî íà Ôèã. 1.

Ïîäãîòîâêà øòàììà.
Ïîäãîòîâêó øòàììà A. tumefaciens GV ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Çàñåâàëè øòàìì

A. tumefaciens GV, øòðèõîì íà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó LB (òàáë.4), ñîäåðæàùóþ ñåëåêòèâíûå
àíòèáèîòèêè ñòðåïòîìèöèí, ñïåêòèíîìèöèí è êàíàìèöèí â êîíöåíòðàöèè 50 ìã/ë êàæäîãî,
õëîðàìôåíèêîë â êîíöåíòðàöèè 25 ìã/ë, íà 3±0,5 ñóòîê â òåìíîòå ïðè +26±1°Ñ.

Çà äâà äí  äî ïëàíèðóåìîé òðàíñôîðìàöèè çàñåâàëè ñìåñüþ êîëîíèé ïåðâóþ (I) íî÷íóþ
êóëüòóðó øòàììà A. tumefaciens GV îáúåìîì 6 ìë ±0,2 â ïèòàòåëüíîé ñðåäå LB (òàáë.4),
ñîäåðæàùåé ñåëåêòèâíûå àíòèáèîòèêè ñòðåïòîìèöèí, ñïåêòèíîìèöèí è êàíàìèöèí â
êîíöåíòðàöèè 50 ìã/ë êàæäîãî, õëîðàìôåíèêîë â êîíöåíòðàöèè 25 ìã/ë ïðè +26°Ñ ±1°Ñ,
100-140 ±10 îá/ìèí.

Çà äåíü äî ñîêóëüòèâàöèè çàñåâàëè âòîðóþ (II) íî÷íóþ êóëüòóðó îáúåìîì 6±1 ìë. Äë 
ýòîãî âíîñèëè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó LB (òàáë.4), ñîäåðæàùóþ ñåëåêòèâíûå àíòèáèîòèêè
ñòðåïòîìèöèí, ñïåêòèíîìèöèí è êàíàìèöèí â êîíöåíòðàöèè 50 ìã/ë êàæäîãî,
õëîðàìôåíèêîë â êîíöåíòðàöèè 25 ìã/ë, íî÷íóþ êóëüòóðó I â êîëè÷åñòâå 1/100 îò
êîíå÷íîãî îáúåìà.  Êóëüòèâèðîâàëè ïðè +26°Ñ ±1°Ñ è 100-140 ±10 îá/ìèí.

Ïðîâîäèëè ïðåêóëüòèâàöèþ, äë  ÷åãî íàðåçàëè ñòåáåëü íà ñåãìåíòû áåç ïàçóøíûõ
ïî÷åê äëèíîé 5 -10 ± 2 ìì. Çàëèâàëè ÷àøêè Ïåòðè íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì (4-5±1 ìë)
ïèòàòåëüíîé ñðåäû (ñðåäà CIM, òàáë. 1) è íàêðûâàëè èõ ñâåðõó äâóì  áóìàæíûìè
ñòåðèëüíûìè ôèëüòðàìè. Ýêñïëàíòû, ïîëó÷åííûå èç 100 èñõîäíûõ ðàñòåíèé, â êîëè÷åñòâå
602 øòóê ðàñêëàäûâàëè ïîâåðõ ôèëüòðîâ äë  ïðåêóëüòèâàöèè íà 24±4 ÷àñà ïðè 18-21±1°Ñ.

Ïåðâûé äåíü òðàíñôîðìàöèè
Íî÷íóþ êóëüòóðó øòàììà A. tumefaciens ðàçâîäèëè â 5-7 ðàç æèäêîé ñðåäîé CIM. 2. Äë 

ïðîâåäåíè  ýòàïà ñîêóëüòèâàöèè íàíîñèëè ðàçâåäåííóþ ñóñïåíçèþ øòàììà (0,2-0,5±0,05
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ìë) ðàâíîìåðíî ïî ïîâåðõíîñòè àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû, äë  ÷åãî ôèëüòðû ñ
ýêñïëàíòàìè àêêóðàòíî ñíèìàëè, à çàòåì âîçâðàùàëè ïîâåðõ íàíåñåííîé ñóñïåíçèè,
ýêñïëàíòû ðàñêëàäûâàëè íà âëàæíîì ôèëüòðå äë  ñîêóëüòèâàöèè íà 48±4 ÷àñîâ ïðè 16-
20°Ñ±1°Ñ.

Â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå âìåñòî ñóñïåíçèè øòàììà A. tumefaciens GV èñïîëüçîâàëè
òàêîå æå êîëè÷åñòâî æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû (ñðåäà ÑÌ, òàáë.1).

Ïîñëå ïðîâåäåíè  ýòàïà ñîêóëüòèâàöèè îòìûâàëè ýêñïëàíòû ñîãëàñíî ñëåäóþùåé
ñõåìå.

Ïîìåùàëè ýêñïëàíòû â ðàñòâîð (25±10 ìë), ñîäåðæàùèé æèäêóþ ñðåäó (ñðåäà ÑÌ,
òàáë.1) è ðàñòâîð àíòèáèîòèêà êàðáåíèöèëëèíà (500 ìã/ë), ïîäàâë þùåãî ðàçâèòèå øòàììà
A. tumefaciens GV, îòìûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðîòàöèîííîé êà÷àëêè (øåéêåðà) ïðè 50-
70±10 îá/ìèí â òå÷åíèå 30±10 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (18-20°Ñ).

Òðåòèé äåíü òðàíñôîðìàöèè
Ïîñëå ñîêóëüòèâàöèè (âêëþ÷à  ýòàï îòìûâêè) ïîìåùàëè ýêñïëàíòû íà ïèòàòåëüíóþ

ñðåäó (ñðåäà CIM, òàáë.1) äë  èíèöèàöèè êàëëóñîîáðàçîâàíè .
Èñïîëüçîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå äë  èíèöèàöèè êàëëóñîîáðàçîâàíè  çåàòèí â

êîíöåíòðàöèè 1,0 ±0,01 ìã/ë, ÁÀÏ â êîíöåíòðàöèè 1,0 ±0,01 ìã/ë è ÍÓÊ â êîíöåíòðàöèè îò
0,02 ±0,005 ìã/ë.

Âîñüìîé äåíü òðàíñôîðìàöèè
Ïåðåíîñèëè ýêñïëàíòû íà ÷àøêè ñî ñðåäîé RM äë  ðåãåíåðàöèè (ñðåäà RM, òàáë.1) ñ

äîáàâëåíèåì ñåëåêòèâíîãî àãåíòà ãëèôîñàòà (N-ôîñôîíîìåòèëãëèöèí) â êîíöåíòðàöèè
4,23 ìã/ë. Â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî àãåíòà èñïîëüçîâàëè ãëèôîñàò, òàê êàê ãåíåòè÷åñêà 
êîíñòðóêöè  ñîäåðæèò ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã ãåíà CP4 EPSPS, êîäèðóþùèé ôåðìåíò 5-
åíîëïèðóâèëøèêèìàò-3-ôîñôàò ñèíòàçó, ýêñïðåññè  êîòîðîãî îáåñïå÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü ê
ãëèôîñàòó.

Äë  òåñòèðîâàíè  ýôôåêòèâíîñòè ïðîöåññà ðåãåíåðàöèè â êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ
èñïîëüçîâàëè ñðåäó äë  ðåãåíåðàöèè áåç äîáàâëåíè  ñåëåêòèâíîãî àãåíòà (ñðåäà RM,
òàáë.1).

Èñïîëüçîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå äë  ðåãåíåðàöèè çåàòèí â êîíöåíòðàöèè îò
1,0 ±0,01 ìã/ë, ÁÀÏ â êîíöåíòðàöèè 1,0 ±0,01 ìã/ë è ÃÊ3 â êîíöåíòðàöèè 0,02±0,01 ìã/ë.

×åðåç êàæäûå 14 äíåé
Ïåðåíîñèëè ýêñïëàíòû íà ñâåæèå ÷àøêè Ïåòðè ñî ñðåäîé äë  ðåãåíåðàöèè òîãî æå

ñîñòàâà.
Ïðè ïî âëåíèè ðåãåíåðàíòîâ
Ñðåçàëè ðåãåíåðàíòû è ïåðåíîñèëè èõ â ïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå ñðåäó äë  óêîðåíåíè 

(ñðåäà RIM, òàáë.1).
Ïåðâè÷íûå ðåãåíåðàíòû â êîëè÷åñòâå 472 øòóêè, óêîðåíèâøèåñ  íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå

ñîäåðæàùåé ãëèôîñàò â êîíöåíòðàöèè 4,23 ìã/ë, ñ÷èòàëè ïðîøåäøèìè ïåðâè÷íûé îòáîð.
Òàêèì îáðàçîì, ýôôåêòèâíîñòü ðåãåíåðàöèè ñîñòàâèëà 78,4%.

Äë  ïðèãîòîâëåíè  ñðåä, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáë.1, ãîòîâèëè ðàñòâîð MS-ñîëåé â
äåèîíèçîâàííîé âîäå, äîâîä  pH äî çíà÷åíè  5,6-5,8 ±0,1 ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðîâ 1N ÊÎÍ è
1N HCl. Ñòåðèëèçàöèþ ñðåä îñóùåñòâë ëè â àâòîêëàâå ïðè 1 àòì, 121°Ñ â òå÷åíèå 20
ìèíóò. Ïîñëå îõëàæäåíè  ñðåäû äî +45÷50°Ñ äîáàâë ëè âèòàìèíû (òàáë.3), ãîðìîíû,
àíòèáèîòèêè è ñåëåêòèâíûå àãåíòû (ìåòîäèêà ïðèãîòîâëåíè  è êîíöåíòðàöèè èñõîäíûõ
ðàñòâîðîâ ñì. òàáë.2) ñîîòâåòñòâåííî ñîñòàâó ñðåä è çàëèâàëè ÷àøêè Ïåòðè ( 9 ñì) ïî

20±5 ìë ñðåäû â êàæäóþ.
Òàáëèöà 1. Ñîñòàâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä äë  ïîääåðæàíè  êóëüòóðû in vitro è

òðàíñôîðìàöèîííîãî ïðîöåññà
Êîìïîíåíòû Ñðåäà MSbase Ñðåäà ÑÌ Ñðåäà CIM Ñðåäà RM Ñðåäà RIM

MS-ñîëè** + + + + +

Ñàõàðîçà 10 ìã/ë 30 ìã/ë 30 ìã/ë 30 ìã/ë 30 ìã/ë

Àãàð 8-9 ìã/ë 8-9 ìã/ë 8-9 ìã/ë 8-9 ìã/ë 8-9 ìã/ë

Âèòàìèíû + + + + +
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ÍÓÊ/ÈÓÊ - 0,01÷0,04 ìã/ë 0,01÷0,04 ìã/ë - -

Çåàòèí 0,5÷1,5 ìã/ë 0,5÷1,5 ìã/ë 0,5÷1,5 ìã/ë

ÁÀÏ 0,5÷1,5 ìã/ë 0,5÷1,5 ìã/ë 0,5÷1,5 ìã/ë

ÃÊ3 - - - 0,01÷0,04 ìã/ë -

AgNO3 íèòðàò ñåðåáðà - - 10 ìã/ë 10 ìã/ë -

Ñåëåêòèâíûé àãåíò ãëèôîñàò - - 4,23 ìã/ë 4,23 ìã/ë 4,23 ìã/ë

Àíòèáèîòèê, ïîäàâë þùèé àãðîáàêòåðèþ (Cb è/èëè Cf) - - 500 ìã/ë 500 ìã/ë 500 ìã/ë

** [21]
Òàáëèöà 2. Ïðèãîòîâëåíèå è óñëîâè  õðàíåíè  êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä

Èñõîäíûå ðàñòâîðû (ñòîêè)
100 ìë

Ìåòîäèêà ïðèãîòîâëåíè  Õðàíåíèå

Êàíàìèöèí (Km), 100 ìã/ìë Ðàñòâîðèòü â MQ H2O* - 20°C***

Õëîðàìôåíèêîë (Ch),
25 ìã/ìë

Ðàñòâîðèòü â ýòàíîëå - 20°C

Ñïåêòèíîìèöèí (Sp), 50 ìã/ìë Ðàñòâîðèòü â MQ H2O - 20°C

Ñòðåïòîìèöèí (St), 50 ìã/ìë Ðàñòâîðèòü â MQ H2O - 20°C

Êàðáåíèöèëëèí (Cb), 100 ìã/ìë Ðàñòâîðèòü â MQ H2O - 20°C

Öåôîòàêñèì (Cf), 100 ìã/ìë Ðàñòâîðèòü â MQ H2O - 20°C

ÍÓÊ (NAA), 0,02 ìã/ìë 20 ìã ïîðîøêà + 1 ìë 1N NaOH äî 100 ìë H2Î** 0 °Ñ

ÁÀÏ (BAP), 1 ìã/ìë 100 ìã + 1 ìë 1N NaOH äî 100 ìë H2Î** 0 °Ñ

ÃÊ3 (GA3), 0,02 ìã/ìë 20 ìã ïîðîøêà + 100 ìë 50% ýòàíîëà** 0°Ñ

Çåàòèí ðèáîçèä (Zeatin), 1 ìã/ìë 100 ìã ïîðîøêà + 1 ìë 1N NaOH äî 100 ìë H2Î** 0°Ñ

Ãëèôîñàò (Gly), 8,455 ìã/ìë 84,55 ìã ïîðîøêà +1 ìë 1N KOH +äî 100 ìë MQ H2O - 20°C

* - äåèîíèçèðîâàííà  âîäà ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè Milli Q;** - ñòåðèëèçîâàòü
ôèëüòðîâàíèåì ñ ïîìîùüþ ìåìáðàííûõ ôèëüòðîâ (Millipore, äèàìåòð ïîð 0,22 ìêì);

*** - ñòîêè àíòèáèîòèêîâ õðàí òñ  1 ìåñ ö ïðè 4°Ñ; ïðè -20°C áîëüøèíñòâî àíòèáèîòèêîâ
ñîõðàí þò ñòàáèëüíîñòü â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìåñ öåâ.

Òàáëèöà 3. Ñîñòàâ êîìïëåêñà âèòàìèíîâ
Èíãðåäèåíò Êîíöåíòðàöè  ìã/ë

Íèêîòèíîâà  êèñëîòà 1,0

Ïèðèäîêñèí * HCl (âèòàììèí B6) 1,0

Òèàìèí (âèòàìèí Â1) 1,0

ïàíòîòåíàò êàëüöè  1,0

Èíîçèòîë 50,0

Áèîòèí 1,0

Ãëèöèí 2,0

Ôîëèåâà  êèñëîòà 0,5

Òàáëèöà 4. Ñîñòàâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû Luria-Bertani
Êîìïîíåíòû Êîíöåíòðàöè , ã/ë

Õëîðèä íàòðè  NaCl 10,0

Òðèïòîí 10,0

Äðîææåâîé ýêñòðàêò 5,0

Áàêòî àãàð 15,0

Ïðèìåð 2. Ïîäòâåðæäåíèå òðàíñãåííîé ïðèðîäû ïîëó÷åííûõ ðåãåíåðàíòîâ ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ-àíàëèçà.

ÏÖÐ-àíàëèç òðàíñãåííûõ ëèíèé
Ïðîøåäøèå îòáîð ïåðâè÷íûå ðåãåíåðàíòû â êîëè÷åñòâå 472 øòóê ïðîâåð ëè íà íàëè÷èå

ïåðåíåñåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ-àíàëèçà ñ ïðàéìåðàìè,
ñïåöèôè÷íûìè äë  êîäèðóþùåé îáëàñòè òðàíñãåííîé êîíñòðóêöèè. Äë  ÏÖÐ-àíàëèçà
ãåíîìà ðàñòåíèé íà íàëè÷èå ãåíà cryIIIa èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðíóþ ñèñòåìó pr1 (SEQ
ID¹3) - pr2 (SEQ ID¹4).

Ïðè óñëîâèè âêëþ÷åíè  ãåíà cryIIIa â ãåíîìíóþ ÄÍÊ êàðòîôåë  ïðèìåíåíèå óêàçàííîé
ïðàéìåðíîé ïàðû ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ äîëæíî áûëî ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ ôðàãìåíòà
ÄÍÊ äëèíîé 673 ïàðû íóêëåîòèäîâ.  Â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòè ïðîâåñòè áîëåå äåòàëüíûé
àíàëèç ïîëó÷àåìûõ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ äîïîëíèòåëüíî ìîã áûòü èñïîëüçîâàí ðåñòðèêöèîííûé
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àíàëèç. Ïðè ðàñùåïëåíèè ðåñòðèêòàçîé Pvu II ÏÖÐ-ïðîäóêò, ñîîòâåòñòâóþùèé òðàíñãåííîé
âñòàâêå, äîëæåí ðàñïàäàòüñ  íà äâà ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 278 è 395 ïàð íóêëåîòèäîâ.

Ïðîòîêîë âûäåëåíè  ÄÍÊ.
Äë  âûäåëåíè  ÄÍÊ 25-50 ìã ðàñòèòåëüíîé òêàíè (ëèñòîâà  ïëàñòèíêà) ðàñòèðàëè â

ãîìîãåíèçàòîðå â 120 ìêë áóôåðà I (50 mM Tris HCl, pH8.0; 10 mM EDTA; 50 ìêã/ìë
ïàíêðåàòè÷åñêîé ÐÍÊàçû) äî ïîëó÷åíè  ãîìîãåííîé ñóñïåíçèè. Çàòåì ê ïîëó÷åííîé
ñóñïåíçèè äîáàâë ëè 125 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà II (0.2 M NaOH; 1% äîäåöèë ñóëüôàòà
Na). Ïîëó÷åííóþ ñìåñü îáðàáàòûâàëè íà êà÷àþùåéñ  ïëàòôîðìå 2 ìèíóòû ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå +18-21°Ñ ±1°Ñ. Äàëåå ïåðåíîñèëè ïðîáèðêè â òåðìîñòàò è èíêóáèðîâàëè ïðè
65°Ñ â òå÷åíèå 45 ìèíóò. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè ïðîáèðêè îõëàæäàëè äî òåìïåðàòóðû 20-
25°Ñ è äîáàâë ëè â êàæäóþ ïî 125 ìêë íåéòðàëèçóþùåãî ðàñòâîðà III (2.5 mM àöåòàòà Ê,
ðÍ 4.5). Ñîäåðæèìîå ïðîáèðîê òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè íà êà÷àþùåéñ  ïëàòôîðìå è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 14000 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü
ïåðåíîñèëè â íîâûå ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå 500 ìêë ñìîëû Wizard
MaxiPreps, è, äàëåå, âûäåë ëè ÄÍÊ ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöè ì ôèðìû Promega äë  íàáîðà
Wizard Preps. Êîíöåíòðàöè  ÄÍÊ â ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòàõ ñîñòàâë ëà 15-100 ìêã/ìë.
Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ÄÍÊ áûëè õîðîøåãî êà÷åñòâà (λ260: λ280 > 1.8), áûëè ïðèãîäíû
äë  àìïëèôèêàöèè è ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà ñîäåðæàëè ÐÍÊ â
ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ ( ìåíåå 1%).

Ïðîòîêîë ïðîâåäåíè  ÏÖÐ.
Áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå óñëîâè  ïðîâåäåíè  ÏÖÐ:
ïåðâûé öèêë: 94°Ñ - 1 ìèí, 55°Ñ - 1 ìèí, 72°Ñ - 1 ìèí,
ïîñëåäóþùèå 35 öèêëîâ: 94°Ñ - 15 ñåê, 55°Ñ - 15 ñåê, 72°Ñ - 20 ñåê, îêîí÷àòåëüíà 

ïîëèìåðèçàöè : - 7 ìèíóò.
Àíàëèç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â 1% ãåëå àãàðîçû ïðè

íàïð æåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîë  6 Â/ñì. Äîêóìåíòèðîâàíèå ðåçóëüòàòîâ
îñóùåñòâë ëîñü íà óñòàíîâêå ãåëü - äîêóìåíòàöèè BioDoc II (Biometra, Ãåðìàíè ).
Ïî âëåíèå ÏÖÐ-ïðîäóêòà äëèíîé 673 íóêëåîòèäîâ (ïðè óñëîâèè îòñóòñòâè  åãî â ðåàêöè õ,
ïîñòàâëåííûõ íà êîíòðîëüíîé ÄÍÊ) ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ïðèñóòñòâèè èñêîìîãî ãåíà â
ãåíîìíîé ÄÍÊ àíàëèçèðóåìîãî ðàñòåíè .

Íàëè÷èå òðàíñãåíà áûëî ïîäòâåðæäåíî äë  44 èç 472 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
ðåãåíåðàíòîâ (ôèã. 4). Òàêèì îáðàçîì, ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè ñîñòàâèëà 9,3 %.

Ïðèìåð 3. Îïðåäåëåíèå óðîâí  ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà (cryIIIa) â òðàíñãåííûõ
ðàñòåíè õ.

Äë  êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  óðîâí  ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà â ðàñòåíè õ
òðàíñãåííîé ëèíèè èñïîëüçîâàëè ìåòîä èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Ïîëó÷åíèå ðàçâåäåíèé áåëêà CryIIIa äë  ñòàíäàðòíîé êðèâîé òèòðîâàíè .
Ïåðåä òèòðîâàíèåì ñòàíäàðòíîãî áåëêà CryIIIa èñõîäíûé ðàñòâîð ñ êîíöåíòðàöèåé 500

ìêã/ìë ðàçâîäèëè â 500 ðàç (ïîëó÷àëè ðàñòâîð À - 1 ìêã/ìë). Ð ä äàëüíåéøèõ ðàçâåäåíèé
äë  ïîëó÷åíè  ñòàíäàðòíîé êðèâîé ÈÔÀ ãîòîâèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèâîäèìîé íèæå
òàáëèöåé (òàáë. 5).

Òàáëèöà 5. Ñõåìà ðàçâåäåíèé ñòàíäàðòíîãî áåëêà
¹¹ ðàçâåäåíèé 1 2 3 4 5 6 7

Êîíöåíòðàöè  cryIIIa, pg/ìë 16 8 4 2 1 0,5 0,25

Ðàçâåäåíèå 1 2 4 8 16 32 64

¹ äîáàâë åìîãî ð-ðà Áóôåð 1 2 3 4 5 6

Îáúåì äîáàâë. ð-ðà, ìêë 20 400 400 390 350 300 200

Îáúåì ELISA áóôåðà, ìêë 1230 400 400 390 350 300 200

Ñóììàðíûé îáúåì ñìåñè, ìêë 1250 800 800 780 700 600 400

Îáúåì îñòàþùåãîñ  ð-ðà, ìêë 850 400 410 405 400 400 400

Ïîëó÷åíèå ðàçâåäåíèé ãîìîãåíàòà ðàñòèòåëüíîé òêàíè äë  ïðîâåäåíè  àíàëèçà.
Äë  ïîëó÷åíè  ãîìîãåíàòà 25-50 ìã ðàñòèòåëüíîé òêàíè (ëèñòîâà  ïëàñòèíêà) ðàñòèðàëè

â ìèêðîïðîáèðêå íà ìèêðîãîìîãåíèçàòîðå ðàñòèòåëüíûõ òêàíåé IKA RW16 basic â 1õ
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áóôåðå PBS (80 ã NaCl, 21.68 ã Na2HPO4(õ7H2O), 2 ã KH2PO4, 2ã KCL, pH 7.3-7.5; 20 ã
ÁÑÀ íà 1 ëèòð 10-êðàòíîãî ðàñòâîðà) äî ïîëó÷åíè  ãîìîãåííîé ñóñïåçèè â ñîîòíîøåíèè 1
ìã òêàíè íà 24 ìêë áóôåðà (ïåðâè÷íîå ðàçâåäåíèå 1:25). Ðàñòèðàíèå ïðîâîäèëè äî
ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ñóñïåíçèè, áåç âèäèìûõ íåâîîðóæåííûõ ãëàçîì íåîäíîðîäíîñòåé.

Ð ä äàëüíåéøèõ ðàçâåäåíèé èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà äë  ïðîâåäåíè  ÈÔÀ ãîòîâèëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ òàáëèöåé 6.

Òàáëèöà 6. Ñõåìà ðàçâåäåíèé èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà
¹¹ 1 2 3 4 5 6 7

Êîíöåíòðàöè  òêàíè, ìã/ìë 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 0,05 0,025

Ðàçâåäåíèå 1 2 4 8 16 32 64

¹ äîáàâë åìîãî ð-ðà Â 1 2 3 4 5 6

Îáúåì äîáàâë. ð-ðà, ìêë 32 400 400 390 350 300 200

Îáúåì ELISA áóôåðà, ìêë 768 400 400 390 350 300 200

Ñóììàðíûé îáúåì ñìåñè, ìêë 800 800 800 780 700 600 400

Îáúåì îñòàþùåãîñ  ð-ðà, ìêë 400 400 410 405 400 400 400

Ïîäãîòîâêà èììóíîëîãè÷åñêèõ ïëàøåê äë  ïðîâåäåíè  àíàëèçà.
Èñõîäíûé ðàñòâîð (1 ìã/ìë) ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ öåëåâîãî áåëêà ïåðåä

ïîêðûòèåì  ÷ååê ðàçâîäèëè â 1000 ðàç. Â êàæäóþ  ÷åéêó ïëàøêè íàíîñèëè ïî 200 ìêë
ðàçâåäåííûõ àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè ïëàøêó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 4 ÷.

Áëîêèðîâêà  ÷ååê ïëàøêè.
Äë  ïðåäîòâðàùåíè  íåñïåöèôè÷åñêîé ñîðáöèè áåëêà ïîñëå îêîí÷àíè  èíêóáàöèè ñ

ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïëàøêó ïðîìûâàëè òðèæäû áóôåðîì 1õ PBS è íàíîñèëè â
êàæäóþ  ÷åéêó ïî 200 ìêë 0,2% ðàñòâîðà ÁÑÀ â 1õ PBS ñ 0,05%. Èíêóáèðîâàëè ïëàøêó ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ è òðèæäû ïðîìûâàëè áóôåðîì 1õ PBS. Äàëåå
ïðèãîòîâëåííóþ ïëàøêó õðàíèëè ïðè +4îÑ äî ìîìåíòà èñïîëüçîâàíè  íå áîëåå 3 ñóòîê.

Ä. Çàãðóçêà ïëàøåê èññëåäóåìûì ïðåïàðàòîì.
Â ñîîòâåòñòâóþùèå  ÷åéêè ïëàøêè âíîñèëè ïî 200 ìêë ðàçâåäåíèé 2 - 7 ñòàíäàðòà è

ðàçâåäåíèé 2 - 7 èññëåäóåìîãî ãîìîãåíàòà. Íàíåñåíè  è äë  ñòàíäàðòà, è äë 
èññëåäóåìîãî îáðàçöà ïðîâîäèëè äâàæäû â íåçàâèñèìûå  ÷åéêè ïëàøêè. Èíêóáèðîâàëè
ïëàøêó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ èëè ïðè +4°Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ïî
îêîí÷àíèè èíêóáàöèè òðèæäû ïðîìûâàëè  ÷åéêè ïëàøêè áóôåðîì 1õ PBS.

Âû âëåíèå ðåçóëüòàòîâ ÈÔÀ.
Â êàæäóþ  ÷åéêó ïëàøêè âíîñèëè ïî 200 ìêë ðàçâåäåííîãî â 1000 ðàç ðàñòâîðà

êîíúþãàòà àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè ïëàøêó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå +18 - 21°Ñ ±1°Ñ â
òå÷åíèå 4 ÷àñîâ èëè ïðè +4°Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè òðèæäû ïðîìûâàëè
 ÷åéêè ïëàøêè áóôåðîì 1õ PBS. Äàëåå äîáàâë ëè â êàæäóþ  ÷åéêó ïî 200 ìêë ðàñòâîðà
õðîìàãåíà è èíêóáèðîâàëè ïëàøêó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðèîäè÷åñêè ïðîâåð  
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà â  ÷åéêàõ íà ïëàøå÷íîì ñïåêòðîôîòîìåòðå ïðè äëèíå
âîëíû 405 íì. Ïî äîñòèæåíèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 1,0-1,2 èíêóáèðîâàíèå ïðåêðàùàëè è
ïðîâîäèëè îêîí÷àòåëüíîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà â  ÷åéêàõ.

Æ. Èíòåðïðåòàöè  ðåçóëüòàòîâ ÈÔÀ.
Äë  âû âëåíè  òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåë  ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà

áîëåå 10 ìêã/ã òêàíè ïðîâîäèëè ñðàâíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà â  ÷åéêàõ,
ñîäåðæàùèõ îäèíàêîâûå ðàçâåäåíè  ñòàíäàðòà è èññëåäóåìîãî ðàñòâîðà. Ñëó÷àè, êîãäà
îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü ðàñòâîðà â îáîèõ ðàçâåäåíè õ 5 è 6 èññëåäóåìîãî îáðàçöà
ïðåâûøàëà çíà÷åíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàçâåäåíèé ñòàíäàðòà, áûëè
èíòåðïðåòèðîâàíû êàê óðîâåíü ýêñïðåññèè öåëåâîãî áåëêà áîëåå 10 ìêã/ã òêàíè.

Áûëî âû âëåíî 56  òðàíñãåííûõ ëèíèé ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêà CryIIIa ìåíüøèì èëè
ðàâíûì 10 ìêã/ã òêàíè è 43 òðàíñãåííûå ëèíèè ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêà CryIIIa áîëåå
10 ìêã/ã òêàíè, êîòîðûå áûëè ïåðåäàíû äë   äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ïðèìåð 4. Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííîé ëèíèè.
Ïîëåâûå èñïûòàíè .
Â 2000 ãîäó áûëè ïðîâåäåíû îãðàíè÷åííûå ïîëåâûå èñïûòàíè  (çàðåãèñòðèðîâàííûé
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ó÷àñòîê ¹09-Ï/1999) ñ öåëüþ ðàçìíîæåíè  è íàðàáîòêè êëóáíåâîãî ìàòåðèàëà ïîëó÷åííûõ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà.

Â ïåðèîä 2001 ïî 2003 ãîäà íà çàðåãèñòðèðîâàííûõ ÌÂÊ ÃÈÄ ó÷àñòêàõ ¹09-Ï/1999
(ÂÍÈÈ Ôèòîïàòîëîãèè ÐÀÑÕÍ, ïîñ. Á. Â çåìû, Ìîñêîâñêà  îáë.) è ¹07-Ï/2002 (Àãðîôèðìà
"Ðîãà÷åâî", Äìèòðîâñêèé ð-í, Ìîñêîâñêà  îáë.) áûëè ïðîâåäåíû îãðàíè÷åííûå ïîëåâûå
èñïûòàíè  ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà. Èñïûòàíè 
ïðîâîäèëè ñ öåëüþ ïîäòâåðäèòü ïðî âëåíèå âíåñåííîãî ïðèçíàêà â ïîëåâûõ óñëîâè õ è
îòîáðàòü ëèíèè, ñîîòâåòñòâóþùèå èñõîäíîìó ñîðòó ïî îöåíêå îòëè÷èìîñòè, îäíîðîäíîñòè
è ñòàáèëüíîñòè ïî ìåæäóíàðîäíîé ñèñòåìå UPOV [22].

Ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåäåííûõ ïîëåâûõ èñïûòàíèé 2001-2003 ãã. áûëè îòîáðàíû 3 ëèíèè
êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà, ïðî âë þùèå âûðàæåííóþ óñòîé÷èâîñòü ê êîëîðàäñêîìó æóêó
è ïðè ýòîì ñîõðàí þùèå ñâîéñòâà èñõîäíîãî ñîðòà. Îòîáðàííûå ëèíèè áûëè ïåðåäàíû íà
àíàëèç êîïèéíîñòè âñòàâêè ãåíà cryIIIa.

Ïðèìåð 5.
Àíàëèç íà êîïèéíîñòü âñòàâêè ãåíà cryIIIa ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó.
Ïîëó÷åíèå ìå÷åíûõ çîíäîâ.
Ìå÷åíûå çîíäû äë  ïðîâåäåíè  ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó ãîòîâèëè íà îñíîâå ÏÖÐ-

ôðàãìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ íà âåêòîðíîé ÄÍÊ, èñïîëüçîâàííîé ïðè òðàíñôîðìàöèè
êàðòîôåë . Ïðè ýòîì çîíà ïåðåêðûòè  êàæäîãî èç çîíäîâ ñ ìàðêåðíûì ðåñòðèêöèîííûì
HindIII-ôðàãìåíòîì (äëèíà 1800 ïàð íóêëåîòèäîâ) ñîñòàâë ëà íå ìåíåå 300 ïàð
íóêëåîòèäîâ.

ÏÖÐ íà âåêòîðíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì:
94°Ñõ1 ìèí, 56°Ñõ30 ñåê, 72°Ñõ2 ìèí, 25 öèêëîâ.
Ìåòêó â ñîñòàâ çîíäà ââîäèëè ïðè ïîìîùè öèêëè÷åñêîé ëèíåéíîé ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè

ñ ïðèìåíåíèåì îäíîãî èç ïðàéìåðîâ êàæäîãî ÏÖÐ-ôðàãìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå
çîíäû  âë ëèñü îäíîíèòåâûìè, ÷òî ïðåäîòâðàùàåò ñàìîãèáðèäèçàöèþ çîíäà è ïîâûøàåò
÷óâñòâèòåëüíîñòü ãèáðèäèçàöèè ïðèìåðíî â 5-7 ðàç.

Óñëîâè  ïðîâåäåíè   ëèíåéíîé ðåàêöèè íà ÏÖÐ-ôðàãìåíòàõ áûëè ñëåäóþùèìè:
94°Ñõ1 ìèí, 56°Ñõ30 ñåê, 72°Ñõ4 ìèí, 20 öèêëîâ. Â óêàçàííûõ óñëîâè õ ïðîèñõîäèëî

âêëþ÷åíèå â ñîñòàâ îäíîíèòåâûõ çîíäîâ 45-70% ìåòêè.
Ïðîòîêîë ïðîâåäåíè  ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó.
Äë  ïðîâåäåíè  àíàëèçà ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ÄÍÊ, îáðàáîòàííûå ðåñòðèêòàçàìè

HindIII è EcoRV, ðàçäåë ëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 0.7% àãàðîçíîì ãåëå. Â êà÷åñòâå
êîíòðîë  èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ (1 íã, 0.1 íã è 0.01 íã), ñîäåðæàùåé
èññëåäóåìóþ âñòàâêó ïëàçìèäû pMON38943, îáðàáîòàííîé òåìè æå ðåñòðèêòàçàìè. Ïî
îêîí÷àíèè ýëåêòðîôîðåçà ÄÍÊ ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó Hybond XL (Amersham) ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà êàïèëë ðíîãî ïåðåíîñà [23]. ÄÍÊ ôèêñèðîâàëè íà ìåìáðàíå ñ
ïîìîùüþ îáëó÷åíè  óëüòðàôèîëåòîì â òå÷åíèå 5 ñåêóíä (4 ëàìïû ìîùíîñòüþ 8 êÂò).
Ãèáðèäèçàöèþ ñ ìå÷åíûì çîíäîì è ïîñëåäóþùóþ îòìûâêó îò íå ãèáðèäèçîâàííîãî çîíäà
ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè ïðîèçâîäèòåë  ìåìáðàíû (Hybond XL,
Amersham). Ïîëó÷åííûå ìåìáðàíû ýêñïîíèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé â òå÷åíèå 170
÷àñîâ. Ðàäèîàâòîãðàôèè ñêàíèðîâàëè è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Adobe
Photoshop. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ãåíîìå âñåõ òðåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ëèíèé
ïðèñóòñòâóåò åäèíè÷íà  âñòàâêà ãåíà cryIIIa.

Äë  äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé áûëà îòîáðàíà ëèíè  2904 êãñ.
Ïðèìåð 6. Îïðåäåëåíèå ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, õàðàêòåðèçóþùåé

òðàíñôîðìàöèîííîå ñîáûòèå.
Äë  âû âëåíè  â ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé ëèíèè 2904

êãñ ôðàãìåíòà, âêëþ÷àþùåãî îáëàñòü ñîâìåùåíè  ýêçîãåííîé è ýíäîãåííîé
(ôëàíêèðóþùåé èñêóññòâåííóþ âñòàâêó) ÄÍÊ, êîòîðûé ìîã áû áûòü èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå
èäåíòèôèêàòîðà äàííîãî òðàíñôîðìàöèîííîãî àêòà, áûë ïðèìåíåí ìåòîä èíâåðñíîé
ïîëèìåðàçíî-öåïíîé ðåàêöèè [24], îñóùåñòâë âøèéñ  â ñîîòâåòñòâèè ñî ñõåìîé,
ïðèâåäåííîé íà ôèã. 3.
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Äë  ýòîãî 500 íã ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ðàçðåçàëè ïðè ïîìîùè ðåñòðèêöèîííîé
ýíäîíóêëåàçû RsaI â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì, ðåêîìåíäîâàííûì ôèðìîé-èçãîòîâèòåëåì
("Ñèáýíçèì", Íîâîñèáèðñê, Ðîññè ). Ïî îêîí÷àíèè ïåðåâàðèâàíè  ôðàãìåíòèðîâàííóþ ÄÍÊ
ïåðåîñàæäàëè 2,5 îáúåìàìè ýòàíîëà è ðàñòâîð ëè â 50 ìêë ëèãàçíîãî áóôåðà,
ðåêîìåíäîâàííîãî ôèðìîé-èçãîòîâèòåëåì ("Ñèáýíçèì", Íîâîñèáèðñê, Ðîññè ). Äàëåå áûëà
ïðîâåäåíà ñòóïåí÷àòà  ÏÖÐ ñ ïðèìåíåíèåì ïðàéìåðîâ F1(SEQ ID ¹5)-R1(SEQ ID ¹6) íà
ïåðâîé ñòàäèè è ïðàéìåðîâ F2(SEQ ID ¹7)-R2(SEQ ID ¹8) íà âòîðîé ñòàäèè.

Ïåðâóþ ñòàäèþ ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ïðîòîêîëó: 94°Ñ - 3 ìèí, çàòåì 35 öèêëîâ 94°Ñ - 30
ñåê, 60°Ñ - 40 ñåê, 72°Ñ - 5 ìèí, îêîí÷àòåëüíà  ïîëèìåðèçàöè  ïðè 72°Ñ - 7 ìèí. Âòîðóþ
ñòàäèþ ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ïðîòîêîëó: 35 öèêëîâ 94°Ñ - 20 ñåê, 60°Ñ - 30 ñåê, 72°Ñ - 4 ìèí,
îêîí÷àòåëüíà  ïîëèìåðèçàöè  ïðè 72°Ñ - 7 ìèí.

Ïðîäóêòû ÏÖÐ (ôèã. 5)  áûëè âûäåëåíû èç àãàðîçíîãî ãåë  ñîãëàñíî ìåòîäó [25] è ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà Ñýíãåðà íà àâòîìàòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå ÄÍÊ ABI3730, ïðîèçâîäñòâî
Applied Biosystems, ÑØÀ, áûëè îïðåäåëåíû èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Óñòàíîâëåííûå
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû
BLAST [26] ñ öåëüþ âû âëåíè  ðàéîíîâ, îòíîñ ùèõñ  ê ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë .
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü, ÷òî îäèí èç ôðàãìåíòîâ (óêàçàí ñòðåëêîé)
èìååò  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â êîòîðîé ñîâìåùåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ýêçîãåííîé è ýíäîãåííîé ÄÍÊ è êîòîðà  ìîæåò áûòü îõàðàêòåðèçîâàíà îáùåé ôîðìóëîé Õ+
À, ãäå

Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè,
êîòîðà  ñîîòâåòñòâóåò SEQ ID ¹1;

À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë 
ñîðòà Åëèçàâåòà, êîòîðà  ñîîòâåòñòâóåò SEQ ID ¹2.

Äàííà  ðåêîìáèíàíòíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, õàðàêòåðèçóþùà 
óíèêàëüíûé òðàíñôîðìàöèîííûé àêò, ïðèâåäøèé ê ïîëó÷åíèþ ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííîé ëèíèè 2904 êãñ, áûëà èçáðàíà â êà÷åñòâå "èäåíòèôèêàòîðà" äàííîãî
òðàíñôîðìàöèîííîãî ñîáûòè .

Ïðèìåð 7. Ïðîòîêîë ÏÖÐ äë  âû âëåíèå ïðåäëîæåííîé èäåíòèôèöèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë .

Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïîëíîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Õ+À (SEQ ID¹1+ SEQ
ID¹2) áûëà ïðåäëîæåíà ïàðà íîâà  ïðàéìåðîâ IDf-IDr, ñïåöèôè÷íûõ äë  äàííîãî ðàéîíà
ÄÍÊ (ôèã. 3). Ïðàéìåð IDf ãîìîëîãè÷åí íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹1 è
ïðåäñòàâë åò ñîáîé îëèãîíóêëåîòèä c SEQ ID ¹9. Ïðàéìåð IDr ãîìîëîãè÷åí íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹2 è ïðåäñòàâë åò ñîáîé îëèãîíóêëåîòèä c SEQ ID ¹10.

Ïðîâåäåíà îïòèìèçàöè  ïðîòîêîëà ÏÖÐ äë  äàííîé ïðàéìåðíîé ïàðû è ïðåäëîæåíû
ñëåäóþùèå óñëîâè  ïðîâåäåíè  ÏÖÐ: 35 öèêëîâ 94°Ñ - 20 ñåê, 60°Ñ - 30 ñåê, 72°Ñ - 60
ñåê, îêîí÷àòåëüíà  ïîëèìåðèçàöè  ïðè 72°Ñ - 7 ìèí.

Â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ-àíàëèçà ãåíîìíîé ÄÍÊ ðàñòåíèé êàðòîôåë  ëèíèè 2904 êãñ, îáðàçöû
êîòîðîé áûëè ïîäãîòîâëåíû òàê æå, êàê â ïðèìåðå 6, ïðîâåäåííîãî â ñîîòâåòñòâèè ñ
óñîâåðøåíñòâîâàííûì ïðîòîêîëîì, óñòàíîâëåíî íàëè÷èå ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 351 ïàð
íóêëåîòèäîâ (ôèã. 6) ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé SEQ ID ¹1+ SEQ ID ¹2.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè IDf-IDr, ïðîèçâîäíûìè
îò óñòàíîâëåííîé íàìè â ïðèìåðå 6 èäåíòèôèöèðóþùåé äàííîå òðàíñôîðìàöèîííîå
ñîáûòèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûñîêîñïåöèôè÷íî âû âë åò "ìèøåíü" ñ ôîðìóëîé Õ+À â
ãåíîìíîé ÄÍÊ òðàíñãåííîé ëèíèè 2904 êãñ.

Òàáëèöà 7. Íàèìåíîâàíè  è ïðîèñõîæäåíèå ïðåïàðàòîâ
Ðåàêòèâ Ôèðìà-ïðîèçâîäèòåëü Íîìåð ïî êàòàëîãó ôèðìû

Ôèòîàãàð/Phytagar Life Technologies, GibcoBRL 10695-039

Áàêòîàãàð/Bacto agar Difco 0140-01

Äðîææåâîé ýêñòðàêò/Yeast extract Difco 0127-01-7

Òðèïòîí/Tryptone Difco 0123-01

Ñàõàðîçà/Sucrose Sigma S-5391
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MS-ñîëè/MS-Salt Mixture Life Technologies, GibcoBRL 11117-074

ÃK3/GA3 ICN 100288

ÍÓÊ/NAA Life Technologies, GibcoBRL 21570-023

ÁÀÏ/BAP (6-benzylaminopurine) ICN 100912

Çåàòèí/Zeatin riboside Sigma Z 0626

Êàðáåíèöèëëèí/Carbenicillin Sigma C-3416

Êàíàìèöèí/Kanamycin Sigma K-4378

Öåôîòàêñèì/Cefotaxime Sigma C-7039

Íèòðàò ñåðåáðà Sigma S-2523

Ìèî-èíîçèòîë/Myo-Inozitol Sigma I-3011

Ïèðèäîêñèí/Pyridoxine HCl Sigma P-9755

Òèàìèí/Thiamine Sigma T-3902

Ïàíòîòåíàò Ca/Pantothenat Calcium Calbiochem 5101

Íèêîòèíîâà  êèñëîòà/Nicotinic acid Serva 30320

Áèîòèí/d-Biotin Sigma B-3399

Ãëèöèí/Glycine Sigma G-6143

Ôîëèåâà  êèñëîòà/Folic Acid Sigma F-8890

Ñìîëà Wizard MaxiPreps Promega À7141

Òåðìîïîëèìåðàçû BioTaq Äèàëàò ËÒÄ, Ìîñêâà -

Wizard PCR Preps Promega À7170

Wizard Minicolumn Promega À7211

×àøêè Ïåòðè ìì Ìåäïîëèìåð -

Ñòåêë ííûå êóëüòóðàëüíûå ïðîáèðêè, 25õ150 ìì Sigma Ñ 5916

Ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè 1,5 ìë, òèï Eppendorf Treff 96.9216.9.01

Âåãåòàöèîííûå êîíòåéíåðû Magenta Sigma V 8380

Ôèëüòð ìåìáðàííûé, ä. ïîð 0,22 ìêì Millipore SVGS01015
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Ïåðå÷åíü ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
SEQ ID ¹1 - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé

êîíñòðóêöèè:
5'-GCTGCTCGAGTGGAGGCCTCATCTAAGCCCCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
GTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTTCGCCTATAAATACGACG

GATCGTAATTTGTCGTTTTATCAAAATGTACTTTCATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTACA
TTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTTTCTCCATATTGACCATCATACTCAT
TGCTGATCCATGTAGATTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCC -3'

SEQ ID¹2 - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ
êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà:

5' - AAATCGAAAAACAGTGCGCCAGTAACGACTAATACCATTTGAATTAGTCGTC
SEQ ID ¹3 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð pr1:
5' - CTCGACAGTTCTACCACTAAGGATG - 3'
SEQ ID¹4 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð pr2:
5' - GACTAAACTCCACCTTTGTGACGCC - 3'
SEQ ID ¹5 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð F1:
5' - GCTGCTCGAGTGGAGGCCTCATCTAAGC - 3'
SEQ ID¹6 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð R1:
5' -CTCAACAAGGTCAGGGTACAGAGTCTCC - 3'
SEQ ID ¹7 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàìåð F2:
5' - GCTTTCGCCTATAAATACGACGGATCG - 3'
SEQ ID ¹8 - îëèãîíóêëåîòèòäíûé ïðàéìåð R2:
5' - GCCAAAAGCTACAGGAGATCAATGAAG - 3'
SEQ ID ¹9 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð IDf:
5' - GCTTTCGCCTATAAATACGACGGATCG - 3'
SEQ ID ¹10 - îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð IDr:
5' - GACGACTAATTCAAATGGTATTAG - 3'
ÔÈÃ ¹1 Îñíîâíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû òðàíñôîðìàöèîííîãî âåêòîðà pPBt12
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Îáîçíà÷åíè  íà ðèñóíêå:
LB - ëåâà  ôëàíêèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïëàçìèäû Ti A.tumifasciens [27];
FMV - 35S ïðîìîòîð âèðóñà ìîçàèêè íîðè÷íèêà [28];
Hsp70 - íåòðàíñëèðóåìà  ëèäåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà òåïëîâîãî øîêà ïåòóíüè

hsp 70 [29];
CTP2 - N-òåðìèíàëüíûé õëîðîïëàñòíûé òðàíçèòíûé ïåïòèä ãåíà EPSPS Arabidopsis

thaliana [30]
CP4 EPSPS - êîäèðóþùà  îáëàñòü ìàðêåðíîãî ãåíà (ãåí aroA) èç áàêòåðèè

Agrobacterium sp.ssp.CP4 [31],
T-E9 - 3'-íåòðàíñëèðóåìûé ðàéîí ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû Å9 RuBisCo ãîðîõà -

òåðìèíàòîð [32]
FMVp - ÷àñòü ýíõàíñåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîìîòîðà 35S âèðóñà ìîçàèêè

íîðè÷íèêà [33].
pRBSC - ïðîìîòîð ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû 1A RuBisCo èç Arabidopsis thaliana [34].
cryIIIA - êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåëåâîãî ãåíà cryIIIa [35].
NOS-T - 3'-òåðìèíàëüíà  îáëàñòü ãåíà íîïàëèí ñèíòåòàçû (NOS) Arabidopsis thaliana

[36].
RB - Ïðàâà  ôëàíêèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü -ïëàçìèäû Ti A.tumifasciens [37].
ÔÈÃ¹2 Ñõåìà ïðîâåäåíè  òðàíñôîðìàöèè êàðòîôåë .
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Ôèã. 3. Ñõåìà ïîëó÷åíè  óíèêàëüíîãî ÏÖÐ-èäåíòèôèêàòîðà òðàíñãåííîé ëèíèè.

Îáîçíà÷åíè  íà ðèñóíêå:
Rs - ñàéò ðàçðåçàíè  ðåñòðèêòàçîé Rsa I;
F1, R1 - ïðàéìåðíà  ïàðà äë  ïåðâîé ñòóïåíè èíâåðñíîé ÏÖÐ;
F2, R2 - ïðàéìåðíà  ïàðà äë  âòîðîé ñòóïåíè èíâåðñíîé ÏÖÐ;
Áîðäåð -  ôëàíêèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âåêòîðà;
IDf, IDr - ïðàéìåðíà  ïàðà äë  èäåíòèôèêàöèîííîé ÏÖÐ,
À, Õ - ôðàãìåíòû èäåíòèôèêàòîðà òðàíñãåííîé ëèíèè (ïî ï.1 ôîðìóëû)
ÔÈÃ¹ 4 Òèïè÷íûé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ñ ïðàéìåðíîé

ñèñòåìîé pR1-pR2 íà ÄÍÊ èç êîëëåêöèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ëèíèé êàðòîôåë .
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Îáîçíà÷åíè  íà ðèñóíêå:
1 - êîíòðîëü êà÷åñòâà ðåàêöèîííîé ñìåñè (ÏÖÐ â îòñóòñòâèå ìàòðè÷íîé ÄÍÊ),
2, 3 - ÏÖÐ íà 2 íåçàâèñèìûõ ïðåïàðàòàõ ÄÍÊ ìîäèôèöèðîâàííîãî êàðòîôåë ,
4 - ÏÖÐ íà ÄÍÊ êîíòðîëüíîãî êàðòîôåë ,
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5 - ìàðêåð ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ GeneRuler 100 bp (Fermentas, #SM0241).
Ñòðåëêà (673 ïí) óêàçûâàåò íà ïîëîæåíèå èñêîìîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà. Ñïðàâà óêàçàíû

ïîëîæåíè  ôðàãìåòîâ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ
ÔÈÃ¹ 5. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîäóêòîâ èíâåðñíîé ÏÖÐ ñ ïðàéìåðíîé

ñèñòåìîé F1-R1 íà ÄÍÊ ìîäèôèöèðîâàííîé ëèíèè êàðòîôåë  2904 êãñ.

Îáîçíà÷åíè  íà ðèñóíêå:
M - ìàðêåð ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ GeneRuler 100 bp (Fermentas, #SM0241).
1 - ÏÖÐ íà ïðåïðàòå ÄÍÊ íåìîäèôèöèðîâàííîãî êîíòðîëüíîãî êàðòîôåë ,
2 - ÏÖÐ íà ïðåïðàòå ÄÍÊ ìîäèôèöèðîâàííîãî êàðòîôåë  ëèíèè 2904êãñ,
3 - êîíòðîëü êà÷åñòâà ðåàêöèîííîé ñìåñè (ÏÖÐ â îòñóòñòâèå ìàòðè÷íîé ÄÍÊ),
Ñòðåëêà ñïðàâà (500 ïí) óêàçûâàåò íà ïîëîæåíèå èñêîìîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà. Ñëåâà

óêàçàíû ïîëîæåíè  ôðàãìåòîâ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ
ÔÈÃ¹ 6. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîäóêòîâ èäåíòèôèêàöèîííîé ÏÖÐ ñ

ïðàéìåðíîé ñèñòåìîé IDf-IDr íà ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ ëèíèé êàðòîôåë .

Îáîçíà÷åíè  íà ðèñóíêå:
M - ìàðêåð ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ GeneRuler 100 bp (Fermentas, #SM0241).
1 - ÏÖÐ íà ïðåïàðàòå ÄÍÊ ìîäèôèöèðîâàííîãî êàðòîôåë  ëèíèè 2904êãñ,

Ñòðàíèöà: 20

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 286 385 C2

2-10 - ÏÖÐ íà ïðåïàðàòàõ ÄÍÊ äðóãèõ ëèíèé ìîäèôèöèðîâàííîãî êàðòîôåë ,
11 - ÏÖÐ íà ïðåïàðàòå ÄÍÊ êîíòðîëüíîãî êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà,
12 - êîíòðîëü êà÷åñòâà ðåàêöèîííîé ñìåñè (ÏÖÐ â îòñóòñòâèå ìàòðè÷íîé ÄÍÊ).
Ñòðåëêà (351 ïí) óêàçûâàåò íà ïîëîæåíèå èñêîìîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà. Ñëåâà óêàçàíû

ïîëîæåíè  ôðàãìåòîâ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíîé ìàññû ÄÍÊ

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ðåêîìáèíàíòíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, õàðàêòåðèçóþùà  ïðîäóêò,

ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå óíèêàëüíîãî òðàíñôîðìàöèîííîãî àêòà ìåæäó ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèåé, âêëþ÷àþùåé ãåí cryIIIa, è ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà,
îáåñïå÷èâàþùà  ýêñïðåññèþ íàçâàííîãî ãåíà íà óðîâíå, äîñòàòî÷íîì äë  ïðî âëåíè  ó
ðàñòåíè  ïðèçíàêà óñòîé÷èâîñòè ê êîëîðàäñêîìó æóêó, è èìåþùà  îáùóþ ôîðìóëó Õ-À, ãäå
Õ - ÷àñòü íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè,
ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹1, à À - íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôëàíêèðóþùåãî
ó÷àñòêà ãåíîìíîé ÄÍÊ êàðòîôåë  ñîðòà Åëèçàâåòà, ñîîòâåòñòâóþùà  SEQ ID ¹2.

2. Êëåòêà ðàñòåíè  êàðòîôåë , ïðîäóöèðóþùà  áåëîê cryIIIa, êîòîðà  ñîäåðæèò
ðåêîìáèíàíòíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ï.1.

3. Ðàñòåíèå óñòîé÷èâîãî ê êîëîðàäñêîìó æóêó òðàíñãåííîãî êàðòîôåë , ñîäåðæàùåå
êëåòêè ïî ï.2.

4. Âåãåòàòèâíîå ïîòîìñòâî ðàñòåíè  ïî ï.3, ñîõðàíèâøåå â ð äó ïîêîëåíèé
ãåíîòèïè÷åñêèé ïðèçíàê ðîäèòåëüñêîãî îðãàíèçìà, êîíòðîëèðóåìûé ïî íàëè÷èþ â ãåíîìíîé
ÄÍÊ ðåêîìáèíàíòíîé ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî ï.1.

5. Ïðèìåíåíèå ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî ï.1 äë  èäåíòèôèêàöèè êëåòêè
ïî ï.2, ðàñòåíè  ïî ï.3, âåãåòàòèâíîãî ïîòîìñòâà ïî ï.4.
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