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(і) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид; та (іі) послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, де вказані рослини мають підвищену 
врожайність у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (і) послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид; або (іі) послідовності нуклеїнової кислоти, яка 
кодує SYT поліпептид. Винахід також стосується конструктів, придатних у способах винаходу. 
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Даний винахід стосується галузі молекулярної біології та способу підвищення різноманітних 
показників врожайності рослин шляхом підвищення експресії в рослині: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид фактору регулювання росту (GRF); та (ii) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транс локації синовіальної саркоми 
(SYT), де вказана врожайність є підвищеною у порівнянні з рослинами, які мають підвищену 5 

експресію однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, або (ii) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Даний винахід також стосується 
рослин з підвищеною експресією (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 
поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, де вказані 
рослини мають підвищену врожайність у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією 10 

однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Винахід також стосується конструктів, придатних 
у способах винаходу.  

У світі постійно збільшується населення та постійно зменшується площа доступних 
оброблюваних земель, тому ведуться дослідження сільськогосподарських паливних культур з 15 

метою збільшення ефективності сільського господарства. Традиційні способи покращення 
зернових та содових культур використовують селекцію для ідентифікації рослин з бажаними 
характеристиками. Однак, такі технології селекції мають декілька недоліків, зокрема, такі 
технології потребують значної затрати праці та приводять до того, що рослини часто містять 
гетерогенні генетичні компоненти, які не завжди приводять до бажаної характеристики, 20 

отриманої з батьківських рослин. Переваги молекулярної біології дозволили людству 
модифікувати зародкову плазму тварин та рослин. Генетична інженерія рослин означає 
ізоляцію та маніпулювання генетичним матеріалом (зазвичай у формі ДНК або РНК) та 
наступне введення генетичного матеріалу у рослину. Завдяки таким технологіям з'являються 
зернові та рослини з різноманітними покращеними економічними, агрономічними або 25 

садівничими характеристиками. 
Особливо економічно переважною характеристикою є підвищена врожайність. Врожайність 

зазвичай визначають як вихід економічної цінності зернових, що вимірюється. Це може бути 
представлено у визначеннях кількості та/або якості. Врожайність напряму залежить від кількох 
факторів, наприклад, кількість та розмір частин рослини, структура рослини (наприклад, 30 

кількість відгалужень), насінна продуктивність, відмирання листя тощо. Розвиток коріння, 
поглинання споживних речовин, толерантність до стресу та рання сила також є важливими 
факторами при визначенні врожайності. Оптимізація таких факторів призведе до збільшення 
врожайності зернових.  

Вихід насіння є особливо важливою характеристикою, з огляду на те, що насіння багатьох 35 

рослин є важливим для харчування людини та тварин. Зернові, такі як кукурудза, рис, пшениця, 
канола та соя, складають більше ніж половину загального вживання калорій, або внаслідок 
безпосередньої споживання насіння, або внаслідок споживання м'ясних продуктів, отриманих з 
тварин, які годувались насінням. Також вони є джерелом сахарів, олій та багатьох метаболітів, 
які використовують у промисловому виробництві. Насіння містить ембріон (джерело нових 40 

ростків та коріння) та ендосперм (джерело споживних речовин для ембріонального росту, та 
протягом проростання, та протягом раннього росту саджанців). Розвиток насіння залежить від 
багатьох генів, та потребує трансфер метаболітів з коріння, листя та стебла до насіння, що 
росте. Ендосперм, зокрема, накопичує метаболічні попередники та синтезує їх у депо 
макромолекул для заповнення зерна.  45 

Рослинна біомаса є врожаєм для кормових культур, таких як люцерна, силос та сіно. Було 
зроблено багато пропозицій щодо врожайності зернових. Головною серед них є оцінка розміру 
рослини. Розмір рослини можна виміряти багатьма шляхами в залежності від виду та стадії 
розвитку, проте включають загальну суху масу рослини, суху масу надземної частини рослини, 
масу свіжої надземної частини рослини, площину листя, об'єм стебла, висоту рослини, діаметр 50 

розетки, довжину листя, довжину коріння, вагу коріння, кількість ростків та кількість листя. 
Багато видів підтримують постійне співвідношення між розміром різних частин рослини на 
певній стадії розвитку. Ці алометричні співвідношення використовують для екстраполяції одного 
з таких вимірювань на інше (наприклад, Tittonell et al 2005 Agric Ecosys & Envferum 105: 213). 
Розмір рослини на ранній стадії розвитку буде корелювати з розміром рослини на подальшій 55 

стадії. Більша рослина з більшою площиною листя зазвичай поглинає більше світла та 
вуглекислого газу, ніж менша рослина, та тому скоріш за все буде мати більшу вагу протягом 
однакового періоду (Fasoula & Tollenaar 2005 Maydica 50:39). Це є додатковою перевагою до 
мікро-середовищних та генетичних переваг які повинна досягти рослина з більшим вихідним 
розміром. Існує сильний генетичний компонент стосовно розміру рослини та швидкості росту 60 
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(наприклад, ter Steege et al 2005 Plant Physiology 139:1078), та таким чином, діапазон різних 
генотипів розміру рослини при однакових умовах середовища скоріш за все буде корелювати з 
розміром рослини при інших умовах (Hittalmani et al 2003 Theoretical Applied Genetics 107:679). 
Таким чином, стандартні умови використовують як допоміжні, щодо різноманітних та динамічних 
умов, які спостерігаються у різних місцях розташування та часі, для зернових на полі.  5 

Іншою важливою характеристикою багатьох зернових є рання сила. Покращення ранньої 
сили є важливою метою для сучасних програм по вирощуванню рису, як помірних, так і 
тропічних культиварів. Довге коріння є важливим для гарного закріплення у ґрунті для рису 
водних ґрунтів. Коли рис сіють безпосередньо у затоплені поля та, коли рослини повинні 
швидко з'явитись над водою, довге коріння асоціюється з силою. Коли використовують рядовий 10 

посів для гарної схожості саджанців важливим є довші мезокотилідон та колеоптилі. Здатність 
забезпечити ранню силу у рослин є дуже важливою для сільського господарства. Наприклад, 
слабка рання сила була бар'єром для введення гібридів кукурудзи (Zea mays L.) на основі 
зародкової плазми Corn Belt на атлантичному узбережжі Європи. 

Індекс врожайності, співвідношення виходу насіння до сухої маси надземної частини 15 

рослини є відносно стабільним при багатьох умовах навколишнього середовища та, таким 
чином, існує чітка кореляція між розміром рослини та виходом зерна (наприклад, Rebetzke et al 
2002 Crop Science 42:739). Ці процеси по суті є пов'язаними, тому що більшість біомаси зерна 
залежить від поточної та збереженої листям та стеблом рослини продуктивності фотосинтезу 
(Gardener et al 1985 Physiology of Crop Plants. Iowa State University Press, pp68-73). Тому, відбір 20 

рослин по розміру, навіть на ранній стадії розвитку, використовували як індикатор для 
майбутньої потенційної врожайності (наприклад, Tittonell et al 2005 Agric Ecosys & Envзалізо 
105: 213). При дослідженні впливу генетичних різниць на толерантність до стресу, можливість 
стандартизувати характеристики ґрунту, температуру, воду та доступність харчових речовин та 
інтенсивність світла є перевагами теплиць або камер для вирощування рослин у порівнянні з 25 

полем. Однак, неприродні обмеження врожайності внаслідок незначного запилення, внаслідок 
відсутності вітру або комах, або недостатня площа для зрілого коріння або росту пологу, 
обмежує застосування цих контрольованих умов середовища для дослідження різниць 
врожайності. Тому визначення розміру рослини на ранній стадії розвитку при стандартизованих 
умовах у камері для вирощування або теплиці є стандартною методикою для передбачення 30 

потенційних генетичних переваг врожайності.  
Іншою важливою характеристикою є збільшена толерантність до абіотичного стресу. 

Абіотичний стрес є першочерговою причиною втрати зернових по всьому світу, що знижує 
врожайність більшості зернових, більше ніж на 50 % (Wang et al. (2003) Planta 218: 1-14). 
Абіотичний стрес викликається посухою, засоленням ґрунту, екстремальними температурами, 35 

хімічною токсичністю, надлишком чи браком споживних речовин (мікроелементів та/або 
мікроелементів), опроміненням або окислювальним стресом. Здатність збільшувати 
толерантність рослини до абіотичного стресу бути мати значну економічну перевагу для 
фермерів по всьому світу та дозволить вирощувати зернові при несприятливих умовах та на 
територіях, де вирощування зернових в інакшому випадку буде неможливим.  40 

Таким чином врожайність зернових можна збільшити шляхом оптимізації одного з 
вищенаведених факторів.  

В залежності від кінцевої мети модифікація певної показники врожайності може бути 
важливішою за інші. Наприклад, для використання, такого як корм або вироблення деревини, 
або як джерело біопалива, бажаними є збільшення вегетативних частин рослини, та для 45 

застосування такого як отримання муки, крохмалю олії, особливо бажаним є збільшення 
параметрів насіння. Навіть серед параметрів насіння, деякі можуть бути більш важливими, в 
залежності від застосування. Різноманітні механізми можуть привести до збільшення виходу 
насіння, або у виді збільшення розміру насіння або у виді збільшення кількості насіння.  

Одним способом збільшення показників врожайності (вихід насіння та/або біомаса) рослин є 50 

модифікація наявних механізмів росту рослини, таких як клітинний цикл або різноманітні 
сигнальні шляхи які регулюють ріст рослини або механізми захисту.  

У наш час винайшли, що різноманітні характеристики пробійності рослин збільшують 
шляхом підвищення експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує a 
поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); таf (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 55 

кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), де вказані показники врожайності є 
підвищеними у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 
кодує SYT поліпептид. Підвищені показники врожайності включають одну або кілька: підвищена 
рання сила, підвищена біомаса надземної частини рослини, підвищений загальний вихід 60 
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насіння на кожну рослину, підвищений показник наповнення насіння, підвищена кількість 
(наповненого) насіння, підвищений індекс врожайності та підвищена маса тисячі зерен (TKW). 

Рівень техніки поліпептидів Фактору Регулювання Росту (GRF) 
ДНК-зв'язувальні білки є білками, які містять будь-який з багатьох ДНК-зв'язувальних 

доменів та, таким чином, мають особливу чи загальну афінність до ДНК. ДНК-зв'язувальні білки 5 

включають, наприклад, фактори транскрипції, нуклеази, які розщеплюють молекули ДНК, та 
гістони, які беруть участь у розміщенні ДНК у ядрі клітини.  

Фактори транскрипції зазвичай представлені білками, які проявляють зв'язувальну афінність 
до специфічної послідовності ДНК, та які здатні активувати та/або пригнічувати транскрипцію. 
Геном Arabidopsis thaliana кодує щонайменше 1533 регулятори транскрипції, що складає 10 

приблизно ~5,9 % загальної кількості генів (Riechmann et al. (2000) Science 290: 2105-2109). 
База даних факторів транскрипції рису (DRTF) є колекцією відомих та прогнозованих факторів 
транскрипції Oryza sativa L. ssp. indica та Oryza sativa L. ssp. japonica, та на даний час містить 
2,025 генні моделі передбачуваних факторів транскрипції (TF) у indica та 2,384 у japonica, 
розподілені між 63 родинами (Gao et al. (2006) Bioinformatics 2006, 22(10):1286-7).  15 

Однією з таких родин є родина Фактору Регулювання Росту (GRF) факторів транскрипції, 
яка є спеціальною у рослин. Ідентифікували щонайменше дев'ять GRF поліпептидів у 
Arabidopsis thaliana (Kim et al. (2003) Palnt J 36: 94-104), та щонайменше 12 у Oryza sativa (Choi 
et al. (2004) Plant Cell Physiol 45(7): 897-904). GRF поліпептиди характеризуються наявністю на 
їх N-термінальній частині щонайменше двох високо консервативних доменах, названих за їх 20 

найбільш консервативними амінокислотами у кожному домені: (i) QLQ домен (InterPro повтор 
IPR014978, PFAM повтор PF08880), де найбільш консервативними амінокислотами домену є 
Gln–Leu-Gln; та (ii) WRC домен (InterPro повтор IPR014977, PFAM повтор PF08879), де 
найбільш консервативними амінокислотами домену є Trp-Arg-Cys. WRC домен додатково 
містить дві відрізняльні структурні характеристики, а саме, WRC домен збагачений основними 25 

амінокислотами Lys та Arg, та та додатково містить три Cys та один His залишок у 
консервативному регіоні (CX9CX10CX2H), позначений як домен ефектора Транскрипції (ET) 
(Ellerstrom et al. (2005) Plant Molec Biol 59: 663-681). Консервативний регіон залишків цистеїну та 
гістидину у ЕТ домені нагадує білки "цинкові пальці" (цинк-зв'язуючі). Окрім цього, сигнальна 
послідовність ядерної локалізації (NLS) зазвичай міститься у GRF поліпептидних 30 

послідовностях. 
Взаємодію деяких GRF поліпептидів з маленькою родиною спів активаторів транскрипції, 

GRF-взаємодіючих факторів (GIF1-GIF3, також називають транслокацією синовіальної саркоми 
SYT1-SYT3), продемонстрували, використовуючи метод двогібридної системи дріжджів для 
дослідження взаємодії (Kim & Kende (2004) Proc Natl Acad Sci 101: 13374-13379). 35 

Назву GRF також дали іншому типу поліпептидів, які належать до родини поліпептидів 14-3-
3 (de Vetten & Ferl (1994) Plant Physiol 106: 1593-1604), які взагалі не мають відношення до GRF 
поліпептидів, які є придатними для використання у способах винаходу.  

Трансгенні рослини Arabidopsis thaliana трансформовані поліпептидом рису GRF (OsGRF1) 
під контролем вірусного конститутивного промотера 35S CaMV, демонстрували курчаче листя, 40 

значне зменшення подовження первинних суцвіть, та уповільнений вихід у стрілку (van der 
Knapp et al. (2000) Plant Physiol 122: 695-704). Трансгенні рослини Arabidopsis thaliana з або 
одним або двома GRF поліпептидами Arabidopsis (AtGRF1 та AtGRF2) розвинули більші листя 
та сім'ядолі, мали уповільнений вихід у стрілку та були частково стерильними (внаслідок 
недостатньої кількості життєздатного пилку), у порівнянні з дикими типами рослин (Kim et al. 45 

(2003) Palnt J 36: 94-104). 
У патентній заявці США US2006/0048240, GRF поліпептид Arabidopsis thaliana 

ідентифіковано як SEQ ID NO: 33421, У патентній заявці США US2007/0022495, GRF поліпептид 
Arabidopsis thaliana ідентифіковано як SEQ ID NO: 1803 (також у даному документі посилаються 
як на G1438). Трансгенні рослини Arabidopsis, які надекспресують G1438 використовуючи 35S 50 

CaMV промотор, демонструють темно-зелене листя.  
Рівень техніки поліпептидів транслокації синовіальної саркоми (SYT) 
SYT є співактиватором транскрипції, який у рослинах утворює функціональний комплекс з 

активаторами транскрипції родини протеїнів GRF (фактором регуляції росту) (Kim HJ, Kende H 
(2004) Proc Nat Acad Sc 101: 13374-9). SYT, у даному документі, називають GIF для GRF-55 

взаємодіючого фактору, та AN3 для angustifolia 3 у Horiguchi et al. (2005) Plant J 43: 68-78, GRF 
активатори транскрипції ділять структурні домени (у N-термінальному регіоні) з SWI/SNF 
протеїнами у хроматин-реконструюючих комплексах у дріжджів (van der Knaap E et al., (2000) 
Plant Phys 122: 695-704). Вважають, що спів-активатори транскрипції цих комплексів, беруть 
участь у рекрутінгу SWI/SNF комплексів для посилюючих та промоторних регіонів для 60 
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здійснення локального трансформування хроматину (огляд Näär AM et al., (2001) Annu Rev 
Biochem 70: 475-501). Зміни у локальній структурі хроматину регулюють активацію транскрипції. 
Зокрема, вважають, що SYT взаємодіє з рослинним комплексом SWI/SNF для впливу на 
активацію транскрипції гену(ів) мішеней GRF (Kim HJ, Kende H (2004) Proc Nat Acad Sc 101: 
13374-9). 5 

SYT належить до родини генів, яка складається з трьох членів у Arabidopsis. SYT поліпептид 
є гомологічним людському SYT. Людський поліпептид SYT є спів-активатором транскрипції 
(Thaete et al. (1999) Hum Molec Genet 8: 585-591). Людський SYT поліпептид характеризують три 
домени:  

(i) N-термінальний SNH (SYT N-термінальний гомологічний) домен, збережений у ссавців, 10 

рослин, нематод та риб;  
(ii) C-термінальний QPGY-збагачений домен, який переважно складається з гліцину, 

проліну, глютаміну та тирозину, з'являється з різноманітними інтервалами; 
(iii) Метіонін-збагачений (Met-збагачений) домен, розташований між двома попередніми 

доменами. 15 

У рослині SYT поліпептиди, SNH домен є добре збереженими. C-термінальний домен є 
збагаченим гліцином та глутаміном, проте не проліном або тирозином. Внаслідок цього його 
назвали QG-збагаченим доменом у протиріч з QPGY доменом ссавців. Також як і SYT ссавців, 
Met-збагачений домен ідентифікують по N-термінальному QG домену. QG-збагачений домен 
може бути по суті залишком C-термінального поліпептиду (мінус SHN домен); Met-збагачений 20 

домен зазвичай складає першу половину QG-збагаченого домену (з N-термінального до C-
термінального). Другий Met-збагачений домен може передувати SNH домену у SYT 
поліпептидах рослин (дивитись Фіг. 1).  

Продемонстровано, що SYT не функціональні мутанти та трансгенні рослини з пониженою 
експресією SYT, розвивають маленьке та вузьке листя та пелюстки, які мають менше клітин 25 

(Kim HJ, Kende H (2004) Proc Nat Acad Sc 101: 13374-9).  
Надекспресія AN3 у Arabidopsis thaliana привела до того, що листя рослин збільшилось на 

20-30 % у порівнянні з диким типом (Horiguchi et al. (2005) Palnt J 43: 68-78). 
У японській патентній заявці 2004-350553 описано спосіб регулювання розміру листя у 

горизонтальному напрямку шляхом контролювання експресії гену AN3. 30 

Несподівано виявили, що підвищена експресія у рослині: (i) послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), дає рослини 
з підвищеними показниками врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією 
однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності 35 

нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Відповідно до одного варіанту здійснення, 
винахід стосується різноманітних підвищених показників врожайності шляхом збільшення 
експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид Фактору 
Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид 
транслокації синовіальної саркоми (SYT), де вказані показники врожайності є підвищеними по 40 

відношенню до рослин з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, 
яка кодує GRF поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. 
Підвищені показники врожайності включають одну або кілька з наступних: підвищена рання 
сила, підвищена біомаса надземної частини рослини, підвищений загальний вихід насіння на 
рослину, підвищений показник наповнення насіння, підвищена кількість (наповненого) насіння, 45 

підвищений індекс врожайності або підвищена маса тисячі зерен (TKW). 
Визначення термінів 
Поліпептид(и)/Протеїн(и) 
Терміни "поліпептид" та "протеїн" у даному документі використовують взаємозамінно та 

вони стосуються амінокислот у полімерній формі будь-якої довжини, зв'язані пептидними 50 

зв'язками.  
Полінуклеотид(и)/Нуклеїнова кислота(и)/Послідовність нуклеїнової кислот(и)/послідовність 

нуклеотидів. 
Терміни "полінуклеотид(и)", "послідовність нуклеїнової кислот(и)", "послідовність 

нукледтидів", "нуклеїнова кислота(и)” у даному документі використовують взаємозамінно та 55 

вони стосуються нуклеотидів, або рібонуклеотидів або дезоксирібонуклеотидів або їх комбінації, 
у полімерній не розгалуженій формі будь-якої довжини.  

Контрольні рослини(а) 
Вибір придатних контрольних рослин є стандартною частиною експерименту, ці рослини 

можуть включати дикі типи рослин або відповідні рослини які не містять потрібного гену. 60 
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Контрольною рослиною зазвичай є рослина того виду або навіть того ж сорту що й рослина, яку 
оцінюють. Контрольною рослиною може також бути рослина, яка є нульовою зиготою рослини, 
яку оцінюють. Термін "контрольна рослина" як використано у даному документі, стосується не 
тільки всієї рослини, а й частин рослини, включаючи насіння та частини насіння.  

Гомолог(и) 5 

"Гомологи" протеїну включають пептиди, олігопептиди, поліпептиди, протеїни та ферменти, 
з заміщеннями по амінокислотам, делеціями та/або вставками по відношенню до такого ж не 
модифікованого протеїну та, які мають однакову біологічну та функціональну активність з не 
модифікованим протеїном з якого вони походять.  

Делеція стосується видалення однієї або кількох амінокислот з протеїну. 10 

Вставка стосується одного або кількох амінокислотних залишків, які включили у попередньо 
визначений сайт протеїну. Вставки можуть включати N-термінальні та/або C-термінальні 
приєднання, а також вставки в рамках послідовності однієї або кількох амінокислот. Зазвичай, 
вставки в межах амінокислотної послідовності є меншими ніж N- або C-термінальні приєднання, 
порядком приблизно 1-10 залишків. Приклади N- або C-термінальних приєднань протеїнів або 15 

пептидів включають зв'язувальний домен або домен активації активатора транскрипції, як 
використано у дріжджевій дво-гібридній системі, протеїни поверхні фагу, (гістидин)-6-tag, 
глутатіон S-трансфераза-tag, протеїн A, протеїн, що зв'язує мальтозу, дигідрофолат редуктаза, 
Tag•100 епітоп, c-myc епітоп, FLAG

®
-епітоп, lacZ, CMP (пептид, що зв'язує калмодулін), HA 

епітоп, протеїн C епітоп та VSV епітоп. 20 

Заміщення стосується заміни амінокислот протеїну іншими амінокислотами з однаковими 
властивостями (такими як, однакова гідрофобність, гідрофільність, антигенність, схильність до 
утворення або розриву α-спіральних структур або β-пластинчастих структур). Амінокислотні 
заміщення зазвичай стосуються одного залишку, проте іноді до кластеру, внаслідок 
функціонального взаємозв'язку у поліпептиді; вставки зазвичай мають порядок від 1 дo 10 25 

амінокислотних залишків. Амінокислотними заміщеннями зазвичай є заміщення консервативної 
амінокислоти. Таблиці консервативних заміщень є добре відомими у галузі (дивитись, 
наприклад, Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company (Eds) та Таблиця 1 нижче). 

 
Таблиця 1: 

 
Приклади заміщень консервативних амінокислот 

 

Залишок Консервативні заміщення Залишок Консервативні заміщення 

Ala Ser Leu Ile; Val 

Arg Lys Lys Arg; Gln 

Asn Gln; His Met Leu; Ile 

Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr 

Gln Asn Ser Thr; Gly 

Cys Ser Thr Ser; Val 

Glu Asp Trp Tyr 

Gly Pro Tyr Trp; Phe 

His Asn; Gln Val Ile; Leu 

Ile Leu, Val   

 30 

Амінокислотні заміщення, делеції та/або вставки отримують за допомогою технологій 
синтезу білка, які є добре відомими у галузі, твердо фазний пептидний синтез тощо, або 
шляхом маніпуляцій з рекомбінантною ДНК. Способи маніпуляцій послідовностями ДНК для 
отримання варіантів заміщень, вставок або делецій протеїну є добре відомими у галузі. 
Наприклад, технології отримання мутантних заміщень у попередньо визначених місцях ДНК є 35 

добре відомими фахівцям у галузі та включають M13 мутагенез, T7-ген in vitro муиагенез (USB, 
Cleveland, OH), QuickChange сайт спрямований мутагенез (Stratagene, San Diego, CA), ПЛР-
опосередкований сайт-спрямований мутагенез або інші сайт-спрямовані протоколи мутагенезу. 

Похідні 
"Похідні" включають пептиди, олігопептиди, поліпептиди, які можуть, у порівнянні з 40 

послідовністю амінокислот природних форм білку, такого як потрібний білок, містити заміни 
амінокислот залишками неприродних амінокислот або добавки залишків неприродних 
амінокислот. "Похідні" протеїну також включають пептиди, олігопептиди, поліпептиди, які 
включають природні заміщені (глікозильовані, ацильовані, пренильовані, фосфорильовані, 
міристоільовані, сульфатовані тощо) або неприродно заміщені амінокислотні залишки у 45 
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порівнянні з амінокислотною послідовністю природної форми поліпептиду. Похідна може також 
містити один або кілька не амінокислотних замісника або добавки, у порівнянні з 
амінокислотною послідовністю, похідними якої вони є, наприклад, репортерну молекулу або 
інший ліганд, ковалентно або нековалентно зв'язаний з амінокислотною послідовністю, 
наприклад, репортера молекула, яка полегшує виявлення, та амінокислотні залишки, що 5 

з'явились неприродним шляхом у амінокислотні послідовності природного білку.  
Ортолог(и)/Паролог(и) 
Ортологи та парологи включають еволюційні концепції, які використовували для 

характеризування спадкового взаємозв'язку генів. Парологи є генами в рамках однакових видів, 
які з'явились внаслідок дуплікації батьківського гену, ортологи є генами різних організмів, які 10 

з'явились внаслідок видоутворення, та також є похідними від загального батьківського гену.  
Домен 
Термін "домен" стосується набору амінокислот, збережених у певних положеннях лінії 

послідовностей еволюційно пов'язаних протеїнів. У той час як амінокислоти у інших положеннях 
можуть змінюватись між гомологами, амінокислоти, які є сильно консервативними у певних 15 

положеннях, вказують на амінокислоти які є природними у структурі, стабільність або функцію 
протеїну. ЇХ використовують як ідентифікатори для визначення будь-якого поліпептида, щодо 
того, чи він належить до визначеної родини поліпептидів, завдяки їх високій консервативності у 
лінії послідовностей родини білків гомологів.  

Мотив/Консенсусна послідовність/Відбиток 20 

Термін "мотив" або "консенсусна послідовність" або "відбиток" стосується коротко 
консервативної ділянки у послідовності еволюційно пов'язаних протеїнів. Мотиви є часто високо 
консервативними частинами доменів, проте також можуть включати тільки частину домену, або 
бути розташованими поза консервативним доменом (якщо всі амінокислоти мотиву випадають з 
визначеного домену).  25 

Гібридизація 
Термін "гібридизація" як вказано у даному документі, є процесом, де по суті гомологічні 

комплементарні послідовності нуклеотидів гібридизують одна одну. Процес гібридизації може 
повністю здійснюватись у розчині, тобто, обидві молекули комплементарних нуклеїнових кислот 
знаходяться у розчині. Процес гібридизації може здійснюватись з однією молекулою 30 

комплементарних нуклеїнових кислот, іммобілізованою на матрикс, такий як магнітні 
мікрочастинки, сефароза або інша смола. Процес гібридизації більш того може здійснюватись з 
однією молекулою комплементарних нуклеїнових кислот, іммобілізованою на тверду основу, 
таку як нітроцелюлоза або нейлонова плівка або, іммобілізованою, наприклад, фотолітографією 
на, наприклад, кремнієве скло (останнє відоме як матриці або мікроматриці послідовності 35 

нуклеїнової кислоти або як чіпи послідовності нуклеїнової кислоти). Для здійснення гібридизація 
молекули нуклеїнової зазвичай термічно або хімічно денатурують для плавлення подвійної 
нитки у дві одинарні нитки та/або для видалення "шпильки" або інших вторинних структур для 
одно спіральних молекул нуклеїнових кислот. 

Термін "жорсткість" стосується умов при яких здійснюють гібридизацію. Жорсткість 40 

гібридизації регулюється умовами, такими як температура, концентрація солі, іонна сила та 
буферна композиція для гібридизації. Зазвичай, нежорсткі умови означають що температура 
становить приблизно на 30 °C ніж температура плавлення (Tm) для певної послідовності при 
визначеній іонній силі та pH. Середньо жорсткі умови означають що температура становить 
приблизно на 30 °C ніж температура плавлення (Tm) та сильно жорсткі умови, коли температура 45 

на 10 °C нижче, ніж Tm. Гібридизацію з сильно жорсткими умовами використовують для 
ізолювання гібридизованих послідовностей, які є дуже подібними за послідовністю до бажаної 
послідовності нуклеїнової кислоти. Однак, послідовності нуклеїнових кислот можуть дещо 
відрізнятись та все ж кодувати ідентичний поліпептид, завдяки вродженості генетичного коду. 
Таким чином, умови гібридизації середньої жорсткості деколи потрібні для ідентифікації таких 50 

послідовностей молекул нуклеїнової кислоти. 
Tm означає температуру при визначеній іонній силі та pH, при якій 50 % бажаної 

послідовності гібридизується у ідеально підібраний зонд. Tm залежить від характеристик 
розчину та основної композиції та довжини зонду. Наприклад, довші послідовності гібридизують 
специфічно при вищих температурах. Максимальну швидкість гібридизації отримують при 55 

температурі від приблизно 16 °C до 32 °C нижче Tm. Наявність моновалентних катіонів у розчині 
гібридизації зменшує електростатичне відштовхування між двома послідовностями ниток 
нуклеїнових кислот таким чином стимулюючи утворення гібриду; цей результат видно при 
концентраціях натрію до 0,4M (при вищих концентраціях цей результат може бути невидимим). 
Формамід знижує температуру плавлення ДНК-ДНК та ДНК-РНК дуплексів з 0,6 дo 0,7 °C на 60 
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кожний процент формаміду, та додавання 50 % формам іду дозволяє здійснювати гібридизацію 
при 30-45 °C, хоча швидкість гібридизації зменшиться. Невідповідність пар основ зменшує 
швидкість гібридизації та термічну стабільність дуплексів. Для середніх та великих зондів Tm 
зменшується приблизно до 1 °C на % невідповідності основ. Tm розраховують, використовуючи 
наступні рівняння, в залежності від типу гібридів: 5 

1) ДНК-ДНК гібриди (Meinkoth and Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284, 1984): 
Tm=81,5 °C+16,6xlog10[Na

+
]
a
+0,41x%[G/C

b
] – 500x[L

c
]
-1-

0,61x% формамід 
2) ДНК-РНК або РНК-РНК гібриди: 
Tm=79,8+18,5 (log10[Na

+
]
a
) + 0,58 (%G/C

b
) + 11,8 (%G/C

b
)
2-

820/L
c
 

3) оліго-ДНК або оліго-РНК
d
 гібриди: 10 

Для <20 нуклеотидів: Tm=2 (ln) 
Для 20-35 нуклеотидів: Tm=22+1,46 (ln) 
a
 або для іншого моно валентного катіону, проте тільки у діапазоні 0,01-0,4 M. 

b
 тільки для %GC у 30 % - 75 % діапазоні. 

c
 L = довжина дуплексу виражена у парах основ. 15 

d
 оліго, олігонуклеотид; ln, = ефективна довжина праймеру = 2×(no. of G/C)+(no. of A/T). 

Не-специфічне зв'язування контролюють за допомогою будь-якої відомої технології, такої як, 
наприклад, блокування мембрани білковим розчином, додаванням гетерологічних РНК, ДНК та 
SDS до буферу для гібридизації, та обробка Rnase. Для негомологічних зондів можна 
здійснювати серії гібридизацій шляхом заміни або (i) поступового збільшення температури 20 

плавлення (наприклад, з 68 °C дo 42 °C) або (ii) поступового зниження концентрації формаміду 
(наприклад, з 50 % дo 0 %). Фахівцю у галузі відомі різноманітні параметри, які можна змінювати 
протягом гібридизації та що буде або підтримувати або змінювати жорсткість умов.  

Окрім умов гібридизації, особливість гібридизації зазвичай залежить від промивання після 
гібридизації. Для видалення середовища після гібридизації, зразки промивали розведеними 25 

сольовими розчинами. Критичні фактори таких промивань включають іонну силу та температуру 
кінцевого розчину для промивання: Чим нижча концентрація солі та вища температура розчину 
для промивання, тим вища жорсткість промивання. Умови промивання зазвичай визначають 
при або перед жорсткістю гібридизації. Позитивна гібридизація дає в два рази більший сигнал у 
порівнянні з фоновим. Зазвичай, придатні жорсткі умови для аналізів гібридизації послідовності 30 

нуклеїнової кислоти або визначення ампліфікації генів є такими як викладено вище. Також 
можна вибрати більш або менш жорсткі умови. Фахівцю у галузі відомі різноманітні параметри, 
які можна змінювати протягом гібридизації та що буде або підтримувати або змінювати 
жорсткість умов. 

Наприклад, звичайними жорсткими умовами гібридизації ДНК гібридів довжиною більше ніж 35 

50 нуклеотидів є гібридизація при 65 °C у 1x SSC або при 42 °C у 1x SSC та 50 % формаміді, 
після чого здійснювали промивання при 65 °C у 0,3x SSC. Приклади менш жорстких умов 
гібридизації ДНК гібридів довжиною більше ніж 50 нуклеотидів є гібридизація при 50 °C у 4x SSC 
або при 40 °C у 6x SSC та 50 % формаміді, після чого здійснювали промивання при 50 °C у 2x 
SSC. Довжина гібриду є передбачуваною довжиною для гібридизованої нуклеїнова кислота. При 40 

гібридизації молекул нуклеїнової кислоти з відомою послідовністю, довжину гібриду визначають 
шляхом співставлення послідовностей та визначення консервативних регіонів, описаних у 
даному документі. 1×SSC означає 0,15M NaCl та 15мM цитрат натрію; розчин для гібридизації 
та розчини для промивання можуть додатково містити 5x Denhardt's реагент, 0,5-1,0 % SDS, 100 
мкг/мл денатурованої, фрагментовної ДНК сперми лосося, 0,5 % пірофосфату натрію. 45 

Матеріал стосовно визначення рівню жорсткості умов можна знайти у Sambrook et al. (2001) 
Molecular Cloning: a laboratory manual, 3

rd
 Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New 

York або у Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989 and yearly 
updates). 

Сплайс-варіант 50 

Термін "сплайс-варіант" як використано у даному документі, включає варіанти послідовності 
нуклеїнової кислоти, в яких вибрані інтрони та/або екзони були видалені, замінені, заміщені або 
додані, або в яких інтрони були скорочені або подовжені. Такими варіантами будуть ті варіанти, 
де підтримується біологічна активність білку, цього досягають шляхом селективного 
збереження функціональних сегментів білку. Такі сплайс-варіанти можуть бути природними або 55 

штучними. Способи прогнозування та ізолювання таких сплайс-варіантів є добре відомими у 
галузі (дивитись, наприклад, Foissac and Schiex (2005) BMC Bioinformatics 6: 25). 

Алельний варіант 
Алелі або алельні варіанти є альтернативними формами певного гену, розташовані у 

однаковому положенні у хромосомі. Алельні варіанти включають однонуклеотидний 60 
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поліморфізм (SNPs), а також поліморфізм маленьких вставок/делецій (INDELs). Розмір INDEL 
зазвичай становить менше ніж 100 bp. SNP та INDEL утворюють найбільший набір варіантів 
послідовностей у природний поліморфних лініях більшості організмів.  

Перемішування генів/Спрямована еволюція 
Перемішування генів або спрямована еволюція складається з повторів перестановок в ДНК, 5 

після чого здійснюють відповідний скринінг та/або відбір отриманих варіантів послідовностей 
нуклеїнових кислот або їх частин, які кодують протеїни з модифікованою біологічною активністю 
(Castle et al., (2004) Science 304(5674): 1151-4; патенти США 5,811,238 та 6,395,547). 

Регуляторний елемент/Контрольна послідовність/Промотер 
Терміни "регуляторний елемент", "контрольна послідовність" та "промотер" у даному 10 

документі використовують взаємозамінно, та застосовують у широкому смислі для посилання 
на регуляторні послідовності нуклеїнових кислот, здатних впливати на експресію 
послідовностей, до яких вони приєднані. Термін "промотер" зазвичай стосується контрольної 
послідовності нуклеїнової кислоти, розташованої перед сайтом ініціації транскрипції гену, яка 
бере участь у розпізнаванні та приєднанні РНК-полімерази та інших протеїнів, таким чином 15 

спрямовуючи транскрипцію операбельно зв'язаної нуклеїнової кислоти. Включеними у 
вищенаведені терміни є регуляторні послідовності транскрипції, похідні від геномного гену 
звичайної еукаріоти (включаючи TATA-бокс, потрібний для точного ініціювання транскрипції, з 
або без CCAAT-бокс послідовності) та додаткові регуляторні елементи (тобто, активуючі 
послідовності, підвищувачі та "мовчазні" послідовності), які змінюють експресію гену у відповідь 20 

на еволюційний та/або зовнішній стимул, або тканино-специфічно. Також у термін входить 
послідовність регулювання транскрипції класичного прокаріотичного гену, у цьому випадку вона 
може включати –35 бокс послідовність та/або –10 бокс послідовностей регулювання 
транскрипції. Термін "регуляторний елемент" також включає синтетичну гібридну молекулу або 
похідну, яка забезпечує, активує або збільшує експресію молекули послідовності нуклеїнової 25 

кислоти у клітині, тканині або органі.  
"Рослинний промотер" включає регуляторні елементи, які опосередковують експресію 

кодуючої послідовності у рослинні клітини. "Рослинний промотер" бажано походить від 
рослинної клітини, наприклад, з рослини, трансформованої послідовністю нуклеїнової кислоти, 
яка експресується при здійсненні способу винаходу та є описаною у даному документі. Це також 30 

стосується інших "рослинних" регуляторних сигналів, таких як "рослинні" термінатори. 
Промотори, які знаходяться перед послідовністю нуклеотидів, приданих для застосування у 
даному винаході, модифікують за допомогою одного або кількох нуклеотидних заміщень, 
вставок та/або делецій, без зіткнення з функціональністю та активністю, або промоторів 
відкритої рамки зчитування (ORF) або 3'-регуляторного регіону, таких як термінатори або інші 3' 35 

регуляторні регіони, які розташовані далеко від ORF. Крім того, активність промотерів можна 
збільшити шляхом модифікації їх послідовності або їх повної заміни більш активними 
промоторами, навіть промоторами гетерологічних організмів. Для експресії у рослинах, 
послідовність молекули нуклеїнової кислоти повинна, як описано вище, бути операбельно 
зв'язаною або містити придатний промотор, який експресує ген у потрібний проміжок часу та 40 

відповідно до потрібного просторового шаблону експресії.  
Для ідентифікації функціонально еквівалентних промотерів, аналізують силу промотеру 

та/або характер експресії кандидату промотору, наприклад, шляхом операбельного зв'язування 
промотору з репортерним геном, та визначення рівня експресії та характеру репортерного гену 
у різних тканинах рослини. Придатні добре відомі репортерні гени включають, наприклад, бета-45 

глюкуронідазу або бета-галактозидазу. Активність промотера вимірюють шляхом вимірювання 
ферментативної активності бета-глюкуронідази або бета-галактозидази. Силу промотеру та/або 
характер експресії потім порівнюють з такими контрольного промотеру (такого як 
використовують у способах даного винаходу). Альтернативно, силу промотору можна визначити 
шляхом обліку рівня мРНК або шляхом порівняння рівнів мРНК послідовності нуклеїнової 50 

кислоти, використаної у способах даного винаходу, з рівнями мРНК конститутивних генів, таких 
як 18S рРНК, використовуючи відомі у галузі способи, такі як нозерн-блотінг з 
сенситометричним аналізом авторадіограм, кількісну у реальному часі ПЛР або RT-ПЛР (Heid et 
al., 1996 Genome Methods 6: 986-994). Зазвичай під "слабким промотером" розуміють промотер 
який керує експресією кодуючої послідовності на низькому рівні. Під "низьким рівнем" розуміють 55 

на рівні приблизно 1/10,000 транскриптів до приблизно 1/100,000 транскриптів, до приблизно 
1/500,0000 транскриптів на клітину. Навпаки, "сильний промотер" керує експресією кодуючої 
послідовності на високому рівні, або приблизно 1/10 транскриптів до приблизно 1/100 
транскриптів до приблизно 1/1000 транскриптів на клітину. Загалом, під "промотором середньої 
сили" розуміють промотор, який керує експресією кодуючої послідовності на рівні, який у всіх 60 
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випадках є меншим ніж, який отримують за допомогою контрольного 35S CaMV промотеру. 
Операбельно зв'язаний  
Термін "операбельно зв'язаний" як використано у даному документі, стосується 

функціонального зв'язку між послідовністю промотору та потрібним геном, таким чином, що 
послідовність промотору здатна ініціювати транскрипцію потрібного гену. 5 

Конститутивний промотер 
"Конститутивний промотер" стосується промотору, який є транскрипційно активним протягом 

більшості, проте необов'язково всіх, фаз росту та розвитку та при більшості умов середовища, у 
щонайменше одній клітині, тканині або органі. Таблиця 2a нижче надає приклади 
конститутивних промотерів. 10 

 
Таблиця 2a: 

 
Приклади конститутивних рослинних промотерів 

 

Джерело гену Посилання 

Актин McElroy et al, Plant Cell, 2: 163-171, 1990 

HMGB WO 2004/070039 

GOS2 de Pater et al, Plant J Nov;2(6):837-44, 1992, WO 2004/065596 

Убіквітин  Christensen et al, Plant Mol. Biol. 18: 675-689, 1992 

Циклофілін рису Buchholz et al, Plant Mol Biol. 25(5): 837-43, 1994 

H3 гістон кукурудзи Lepetit et al, Mol. Gen. Genet. 231:276-285, 1992 

H3 гістон люцерни Wu et al. Plant Mol. Biol. 11:641-649, 1988  

Актин 2 An et al, Plant J. 10(1); 107-121, 1996 

Маленька субодиниця Rubisco  US 4,962,028 

OCS Leisner (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85(5): 2553 

SAD1  Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696 

SAD2  Jain et al., Crop Science, 39 (6), 1999: 1696 

V-ATФ-аза  WO 01/14572 

G-бокс протеїни WO 94/12015 

 
Убіквітиновий промотер 
Убіквітиновий промотер є активним практично в усіх тканинах або клітинах організму.  
Промотор, що регулюється стадією розвитку 15 

Промотор, що регулюється стадією розвитку, є активним протягом певних стадій розвитку 
або у частинах рослини, які розвиваються.  

Індукований промотер 
Індукований промотер має викликану або підвищену ініціацію транскрипції у відповідь на 

хімічні (дивитись Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:89-108), навколишні або 20 

фізичні стимули, або може бути "стрес-викликаним", тобто, активовуватись, коли рослину 
піддають різноманітним стресовим умовам, або "патоген-викликаним" тобто, активуватись, коли 
рослину піддають впливу різноманітних патогенів. 

Органо-специфічний/Такнино-специфічний промотер 
Органо-специфічний або тканино-специфічний промотер є промотором, здатним вибірково 25 

ініціювати транскрипцію у певних органах або тканинах, таких як листя, коріння, тканина насіння 
тощо. Наприклад, "коріння-специфічний промотер" є промотором який є транскрипційно 
активним переважно у корені рослини, головним чином за виключенням будь-яких інших частин 
рослини, проте з незначною експресією у цих інших частинах рослин. Промотори, які здатні 
ініціювати транскрипцію тільки у певних клітинах називають у даному документі "клітино-30 

специфічними".  
Приклади коріння-специфічних промотерів наведені у Таблиці 2b нижче: 
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Таблиця 2b: 

 
Приклади специфічних промоторів коріння 

 

Джерело гену Посилання 

RCc3 рису Xu et al (1995) Palnt Mol Biol 27(2): 237-48 

Фосфатний транспортер PHT1 Arabidopsis  Kovama et al., 2005 

Фосфатний транспортер Medicago  Xiao et al., 2006 

Arabidopsis Pyk10 Nitz et al. (2001) Plant Sci 161(2): 337-346 

Гени кореня тютюну RB7, RD2, RD5, RH12 Conkling et al. (1990) Plant Phys 93(3): 1203-1211 

Лектин коріння ячміню Lerner & Raikhel (1989) Plant Phys 91: 124-129 

Коріння-специфічний гідроксипролін-
збагачений протеїн 

Keller & Lamb (1989) Genes & Dev 3:1639-1646 

Arabidopsis CDC27B/hobbit Blilou et al. (2002) Genes & Dev 16:2566-2575 

 
Насіння-специфічний промотер є транскрипційно активним переважно у тканині насіння, 

проте не обов'язково тільки у насінні (у випадку слабкої експресії). Насіння-специфічний 
промотер може бути активним протягом розвитку насіння та/або протягом проростання. 5 

Приклади насіння-специфічних промотерів показані у Таблиці 2c нижче. Наступні приклади 
насіння-специфічних промотерів наведені у Qing Qu and Takaiwa (Plant Biotechnol. J. 2, 113-125, 
2004), вміст якого включено у даному документі за допомогою посилань.  

 
 10 

Таблиця 2c: 
 

Приклади промоторів насіння 
 

Джерело гену Посилання 

Специфічні гени насіння Simon et al., Plant Mol. Biol. 5: 191, 1985; 

 Scofield et al., J. Biol. Chem. 262: 12202, 1987,;  

 Baszczynski et al., Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990, 

Альбумін американського горіху Pearson et al., Plant Mol. Biol. 18: 235-245, 1992, 

Легумін Ellis et al., Plant Mol. Biol. 10: 203-214, 1988, 

Глютелін (рис) Takaiwa et al., Mol. Gen. Genet. 208: 15-22, 1986;  

 Takaiwa et al., FEBS Letts. 221: 43-47, 1987, 

Зеїн Matzke et al Palnt Mol Biol, 14(3):323-32 1990 

NapA Stalberg et al, Planta 199: 515-519, 1996, 

LMW та HMW глютенін-1 пшениці  Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; NAR 17:461-2, 1989  

SPA пшениці  Albani et al, Plant Cell, 9: 171-184, 1997 

α, β, γ- гліадини пшениці  EMBO J. 3:1409-15, 1984 

Промотор ячміню Itr1  Diaz et al. (1995) Mol Gen Genet 248(5):592-8 

Ячмінь B1, C, D, хордеїн Theor Appl Gen 98:1253-62, 1999; Palnt J 4:343-55, 1993; Mol 
Gen Genet 250:750-60, 1996 

Ячмінь DOF Mena et al, The Plant Journal, 116(1): 53-62, 1998 

blz2 EP99106056,7 

Синтетичний промотер Vicente-Carbajosa et al., Palnt J. 13: 629-640, 1998, 

Проламін NRP33 рису Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889, 1998 

α-глобулін Glb-1 рису Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885-889, 1998 

OSH1 рису Sato et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 8117-8122, 1996 

α-глобулін REB/OHP-1 рису Nakase et al. Plant Mol. Biol. 33: 513-522, 1997 

Джерело гену Посилання 

AДФ-глюкоза пірофосфорилаза 
рису  

Trans Res 6:157-68, 1997 

ESR родина генів кукурудзи Palnt J 12:235-46, 1997 

α-кафірин сорго DeRose et al., Plant Mol. Biol 32:1029-35, 1996 

KNOX Postma-Haarsma et al, Plant Mol. Biol. 39:257-71, 1999 

олеозин рису Wu et al, J. Biochem. 123:386, 1998 

олеозин соняшника Cummins et al., Plant Mol. Biol. 19: 873-876, 1992 
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PRO0117, імовірний 40S 
рібосомальний протеїн рису 

WO 2004/070039 

PRO0136, аланінамінотрансфераза 
рису 

Неопубліковано  

PRO0147, інгібітор трипсину ITR1 
(ячмінь) 

Unpublished 

PRO0151, рис WSI18 WO 2004/070039 

PRO0175, рис RAB21 WO 2004/070039 

PRO005 WO 2004/070039 

PRO0095 WO 2004/070039 

α-амілаза (Amy32b) Lanahan et al, Plant Cell 4:203-211, 1992; Skriver et al, Proc 
Natl Acad Sci USA 88:7266-7270, 1991 

Катепсин β-подібний ген Cejudo et al, Plant Mol Biol 20:849-856, 1992 

Ltp2 ячменю Kalla et al., Plant J. 6:849-60, 1994 

Chi26 Leah et al., Plant J. 4:579-89, 1994 

B-Peru кукурудзи Selinger et al., Genetics 149;1125-38,1998 

 
Промотер специфічний у зелених тканинах як вказано у даному документі, є промотором, 

який є транскрипційно активним переважно у зелених тканинах, головним чином за 
виключенням будь-яких інших частин рослини, проте з незначною експресією у цих інших 
частинах рослин.  5 

Приклади промоторів специфічних у зелених тканинах, які застосовують у способах даного 
винаходу, показані на Таблиці 2d нижче.  

 
Таблиця 2d: 

 
Приклади специфічних промоторів зелених тканин 

 

Ген  Експресія Посилання  

Ортофосфат дикіназа кукурудзи  Листя специфічні Fukavama et al., 2001 

Фосфоенолпіруваткарбоксилаза кукурудзи Листя специфічні Kausch et al., 2001 

Фосфоенолпіруваткарбоксилаза рису Листя специфічні Liu et al., 2003 

Маленька субодиниця Rubisco рису Листя специфічні Nomura et al., 2000 

рис бета-експансин EXBP9 Пагін специфічні WO 2004/070039 

Маленька субодиниця Rubisco каянусу Листя специфічні Panguluri et al., 2005 

RBCS3A гороху Листя специфічні  

 
Іншим прикладом тканино-специфічного промотера є меристема-специфічний промотер, 10 

який є транскрипційно активним переважно у меристематичних тканинах, головним чином за 
виключенням будь-яких інших частин рослини, проте з незначною експресією у цих інших 
частинах рослин. Приклади меристемо-специфічних промоторів, які застосовують у способах 
даного винаходу, показані на Таблиці 2e нижче.  

 15 

Таблиця 2e: 
 

Приклади меристема специфічних промоторів 
 

Джерело гену Expression pattern Посилання 

рис OSH1 
Апікальна меристема пагону з 
стадії глобулярного ембріону 
до стадії саджанця  

Sato et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 93: 8117-8122 

Металотіонеїн рису Меристема специфічна BAD87835,1 

WAK1 & WAK 2 
Апікальні меристеми пагону та 
коріння, та у листі та 
чашолистиках, що ростуть  

Wagner & Kohorn (2001) Plant Cell 13(2): 
303-318 

 
Термінатор 
Термін "термінатор" включає контрольну послідовність, яка є послідовністю ДНК в кінці 

транскрипційної одиниці, яка дає сигнал 3’-процесінгу та поліаденілуванню первинного 
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транскрипту та термінації транскрипції. Термінатор отримують з природного гену, з різних інших 
генів рослини або з т-ДНК. Термінатор, що додають, може походити від, наприклад, генів 
нопалінсинтази або октопінсинтази, або альтернативно від іншого рослинного гену, або менш 
бажано від будь-якого іншого еукаріотичного гену.  

Модуляція 5 

Термін "модуляція" означає, по відношенню до експресії або експресії генів, процес у якому 
рівень експресії змінюється завдяки експресії вказаного гену у порівнянні з контрольною 
рослиною, бажано рівень експресії збільшується. Вихідна, не модульована експресія може бути 
будь-якою експресією структурної РНК (рРНК, тРНК) або мРНК з наступною трансляцією. 
Термін "модулювання активності" означає будь-яку зміну експресії послідовностей нуклеїнових 10 

кислот винаходу або протеїнів, які ними кодуються, що приводить до збільшення врожаю та/або 
підвищеного росту рослин. 

Збільшена експресія/надекспресія 
Термін "збільшена експресія" або "надекспресія" як використано у даному документі, 

означає будь-яку форму експресії, яка є додатковою до природного дикого типу рівня експресії. 15 

Способи збільшення експресії генів або генних продуктів є добре відомими у галузі та 
включають, наприклад, надекспресію, що керується відповідними промотерами, застосування 
підвищувачів транскрипції або трансляції. Ізольовані послідовності нуклеїнових кислот, які 
слугують як промотерні або збільшувальні елементи, можна вставляти у відповідні положення 
(зазвичай вище) негетерологічної форми полінуклеотиду, таким чином апругелюючи експресію 20 

послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує бажаний поліпептид. Наприклад, ендогенні 
промотери можуть бути зміненими in vivo за допомогою мутації, делеції та/або заміщення 
(дивитись, Kmiec, US 5,565,350; Zarling et al., WO9322443), або ізольовані промотери можна 
вводити у рослинну клітину у певне положення та на певній відстані від гену даного винаходу, 
щоб контролювати експресію гену.  25 

Якщо потрібно експресувати поліпептид, загалом бажано включити ділянку 
поліаденілування у 3'-кінець кодуючої ділянки полінуклеотиду. Ділянка поліаденілування може 
походити від природного гену, від різноманіття інших рослинних генів або від т-ДНК. При 
додаванні 3'-кінцевої послідовності вона може походити від, наприклад, нопалінсинтази або 
октопінсинтази, або альтернативно від іншого рослинного гена, або менш бажано від будь-якого 30 

іншого еукаріотичного гена.  
Також можна додавати послідовність інтрону до 5' не трансльованого регіону (UTR) або 

кодуючої послідовності частково кодуючої послідовності для збільшення кількості 
непроцесованої мРНК, яка накопичується у цитозолі. Включення інтрону для сплайсингу у 
транскрипційну одиницю, як рослинних, так і тваринних експресійних конструктів збільшило 35 

експресію генів як на рівні мРНК так і протеїну у 1000-разів (Buchman and Berg (1988) Mol. Cell 
biol. 8: 4395-4405; Callis et al. (1987) Genes Dev 1:1183-1200). Таке збільшення інтронів експресії 
генів зазвичай є більшим, коли інтрони включають у 5' кінець транскрипційної одиниці. 
Застосування інтронів кукурудзи Adh1-S інтрон 1, 2 та 6, Bronze-1 інтрон є відомим у галузі. Для 
загальної інформації дивитись The Maize Handbook, Chapter 116, Freeling and Walbot, Eds., 40 

Springer, N.Y. (1994). 
Ендогенний ген 
Посилання у даному документі на "ендогенний" ген стосується не тільки рослинного гену у 

його природній формі (тобто, без втручання людини), а й стосується такого ж гену (або 
гомологічної нуклеїнової кислоти/гену) у ізольованій формі, який потім вводили у рослину 45 

(трансген). Наприклад, трансгенна рослина містить такий трансген показує значне зниження 
експресії трансгену та/або значне зниження експресії ендогенного гену.  

Знижена експресія  
Посилання у даному документі на "зниження експресії" або "зменшення або припинення" 

експресії означає зниження рівнів експресії ендогенного гену та/або поліпептиду та/або 50 

активності поліпептиду у порівнянні з контрольними рослинами. Зменшення або припинення 
збільшується у порядку переважності на щонайменше 10 %, 20 %, 30 %, 40 % або 50 %, 60 %, 
70 %, 80 %, 85 %, 90 %, або 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % або більше у порівнянні з 
контрольними рослинами.  

Для зменшення або припинення експресії ендогенного гену у рослині потрібно достатня 55 

довжина суміжних нуклеотидів послідовності нуклеїнової кислоти. Для пригнічення транскрипції 
гену, довжина може складати 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 або менше нуклеотидів, 
альтернативно це може бути весь ген (включаючи 5" та/або 3" UTR, або частину або весь). 
Фрагмент секвенування суміжних нуклеотидів може походити від послідовності нуклеїнової 
кислоти, яка кодує бажаний протеїн (ген мішень), або від будь-якої послідовності нуклеїнової 60 
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кислоти, яка кодує ортолог, паролог або гомолог бажаного протеїну. Бажано, фрагмент 
секвенування суміжних нуклеотидів утворює водневі зв'язки з геном мішенню (смисловий або 
антисмисловий ланцюг), більш бажано, послідовність фрагменту секвенування суміжних 
нуклеотидів є, у порядку переваги на 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 %, 99 %, 100 % ідентичною гену мішені (смисловий або анти смисловий ланцюг). 5 

Послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує (функціональний) поліпептид, не є вимогою для 
різноманітних способів, описаних у даному документі, для зменшення або по суті припинення 
експресії ендогенного гену.  

Таке зменшення або по суті припинення експресії отримують, використовуючи звичайні 
пристрої та технології. Спосіб зменшення або по суті припинення експресії ендогенного гену 10 

використовує РНК-опосередкований сайленсинг, використовуючи інвертні повтори 
послідовності нуклеїнової кислоти або її частини (у цьому випадку фрагмент секвенування 
суміжних нуклеотидів походить від бажаного гену, або від будь-якої послідовності нуклеїнової 
кислоти, яка кодує ортолог, паролог або гомолог бажаного протеїну), бажано здатного 
утворювати шпильку. Іншим прикладом сайленсингу РНК є введення послідовності нуклеїнової 15 

кислоти або її частин (у цьому випадку фрагмент секвенування суміжних нуклеотидів походить 
від бажаного гену, або від будь-якої послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує ортолог, 
паролог або гомолог бажаного протеїну) смислову частину у рослині. Іншим прикладом способу 
сайленсингу РНК є застосування антисмислової послідовності нуклеїнової кислоти. Сайленсинг 
гену також отримують шляхом мутагенезу (наприклад, введення Т-ДНК або транспозону) або за 20 

допомогою стратегій, описаних Angell and Baulcombe ((1999) Plant J 20(3): 357-62), (Amplicon 
VIGS WO 98/36083), або Baulcombe (WO 99/15682). Інші способи, такі як антитіла спрямовані на 
ендогенний поліпептид для пригнічення його функції у рослині, або інтерференція у сигнальний 
шлях, частиною якого є поліпептид, є добре відомими фахівцям у галузі. Штучні та/або природні 
мікроРНК (міРНК) використовують для виключення експресії гену та/або трансляції мРНК. 25 

Ендогенними міРНК є одно ланцюгові маленькі РНК довжиною зазвичай 19-24 нуклеотидів. 
Штучні міРНК (шміРНК), довжиною зазвичай 21 нуклеотидів, можно отримати за допомогою 
генної інженерії специфічно до негативно регульованої генної експресії бажаних простих або 
складних генів. Детермінанти відбору мікроРНК рослин є добре відомим у галузі. Емпіричні 
параметри для розпізнавання цілі є визначеними та використовують як засоби конструювання 30 

специфічних шміРНК (Schwab et al., (2005) Dev Cell 8(4):517-27). Придатні засоби для 
конструювання та розмноження шміРНК та їх попередників також є доступними для фахівців 
(Schwab et al., (2006) Plant Cell 18(5):1121-33). 

Для оптимального результату, технології генного сайленсингу, використані для зменшення 
експресії ендогенного гену у рослині, потребують застосування послідовності нуклеїнових 35 

кислот однодольних рослин для трансформації однодольних рослин, та дводольних рослин для 
трансформації дводольних рослин. Бажано, послідовність нуклеїнової кислоти певного виду 
рослин вводять у такий самий вид. Наприклад, послідовність нуклеїнової кислоти рису вводять 
рослині рису. Однак те, що послідовність нуклеїнової кислоти, яку вводять у рослину, повинна 
походити від однакового виду рослин, не є необов'язковою умовою. Достатньо наявності 40 

значної гомології між ендогенним геном мішенню та послідовністю нуклеїнової кислоти, яку 
вводять.  

Вище описані приклади різноманітних способів зменшення або по суті припинення експресії 
ендогенного гену у рослині. Фахівець у галузі легко може адаптувати вищенаведені способи для 
сайлесингу для зменшення експресії ендогенного гену у цілій рослині або у її частинах шляхом 45 

застосування, наприклад, відповідного промотеру.  
Селективний маркер (ген)/Репортерний ген 
"Селективний маркер", "Селективний маркерний ген" або "репортерний ген" включають 

будь-який ген, який надає певний фенотип клітині, яка його експресує, для ідентифікації та/або 
відбору клітин, які трансфековані або трансформовані конструктом послідовності нуклеїнової 50 

кислоти винаходу. Завдяки маркерним генам можливо ідентифікувати вдалий трансфер 
молекул послідовності нуклеїнової кислоти за допомогою серій різноманітних дій. Придатні 
маркери вибирають з маркерів, резистентних до антибіотиків та гербіцидів, які привносять нову 
метаболічну властивість або які роблять можливим візуальний відбір. Приклади селективних 
маркерних генів включають гени, резистентні до антибіотиків та гербіцидів (таких як nptII, який 55 

фосфорилює неоміцин та канаміцин, або hpt, який фосфорилює гігроміцин, або гени, 
резистентні до, наприклад, блеоміцину, стрептоміцину, тетрацикліну, хлорамфеніколу, 
ампіциліну, гентаміцину, генетицину (G418), спектіноміцину або бластицидину), гербіцидів 
(наприклад, bar, який забезпечує резистентність до Basta

®
; aroA або gox, який забезпечує 

резистентність до гліфосату, або гени, резистентні до, наприклад, імідазолінону, 60 
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фосфінотрицину або сульфонілсечовини), або генів, які забезпечують метаболічну властивість 
(таку як, manA який дозволяє рослинам використовувати манозу як джерело єдина вуглецю або 
ксилоза ізомеразу для утилізації ксилози, або протихарчові маркери, такі як резистентність до 2-
дезоксиглюкоза). Експресія візуальних маркерних генів приводить до утворення кольору 
(наприклад, β-глюкуронідаза, GUS або β-галактозидаза з їх кольоровими субстратами, 5 

наприклад, X-Gal), люмінесценції (такі як система люциферин/люцифераза) або флуоресценції 
(Green Fluorescent Protein, GFP та їх похідні). Цей перелік представляє тільки невелику кількість 
можливих маркерів. Фахівці у галузі є добре обізнаними з такими маркерами. В залежності від 
організму та способу відбору надають перевагу певним маркерам.  

Відомо, що при стабільному або коротко часовому введенні послідовностей нуклеїнових 10 

кислот у рослинні клітини, тільки моніторинг клітин дозволяє виявити чужорідну ДНК та, у разі 
потреби, інтегрувати її у геном, в залежності від використаного вектору експресії та 
використаної технології трансфекції. Для ідентифікації та відбору таких інтегрантів, зазвичай 
вводять ген, який кодує селективний маркер (наприклад, один з вищеописаних) у клітини 
хазяїна разом з бажаним геном. Такі маркери можна використовувати, наприклад, у мутантах, у 15 

яких дані гени не є функціональними, наприклад, внаслідок делецій, здійснених за звичайними 
способами. Більш того, молекули послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує селективний 
маркер, вводять у клітини хазяїна за допомогою того ж вектору, який містить послідовність, яка 
кодує поліпептиди винаходу, або використану у способах винаходу, або також за допомогою 
окремого вектору. Клітини, стабільно трансфековані введеною послідовністю нуклеїнової 20 

кислоти, ідентифікують, наприклад, шляхом відбору (наприклад, клітини інтегровані 
селективним маркером вижили, у той час як інші клітини померли). 

З огляду на те, що маркерні гени, особливо гени резистентності до антибіотиків та 
гербіцидів, є непотрібними або небажаними у транс генних клітинах, після того як було вдало 
введено послідовність нуклеїнових кислот, у способі винаходу для введення послідовностей 25 

нуклеїнових кислот переважно використовують технології, які дозволяють видалення або 
вирізання цих маркерних генів. Один з таких способів називають ко-трансформацією. У способі 
ко-трансформації для трансформації використовують одночасно два вектори, один з яких є 
послідовністю нуклеїнової кислоти винаходу та другий є маркерним геном(и). Більша частина 
трансформантів отримує або, у випадку рослин, містить (до 40 % або більше трансформантів) 30 

обидва вектори. У випадку трансформації з Agrobacteria, трансформанти зазвичай отримують 
тільки частину вектора, тобто, фланковану послідовність т-ДНК, яка зазвичай є експресійною 
касетою. Окрім цього маркерні гени можна видалити з трансформованої рослини шляхом 
схрещування. У іншому способі, маркерні гени, інтегровані у транспозон, використовують для 
трансформації разом з бажаною послідовністю нуклеїнової кислоти (відомий як Ac/Ds 35 

технологія). Трансформанти можна схрещувати з джерелом транспозону або трансформанти 
трансформують конструктом послідовності нуклеїнової кислоти, яка дозволяє експресувати 
транспозазу, короткочасно або стабільно. У деяких випадках (приблизно 10 %), транспозон 
випадає з геному клітини хазяїна, коли трансформація завершилась вдало та губиться. У 
наступних випадках, транспозон випадає у різних напрямках. У цих випадках маркерний ген 40 

потрібно видалити шляхом схрещування. У мікробіології, розробили технології, які дозволяють 
або полегшують виявлення таких випадків. Наступний переважний метод оснований на 
рекомбінантних системах; чиєю перевагою є те, що можна обійтись без видалення шляхом 
схрещування. Найкращою відомою системою такого типу є система Cre/lox. Cre1 є 
рекомбіназою яка переміщує послідовності, розташовані між loxP послідовностями. Якщо 45 

маркерний ген розташований між loxP послідовностями, то він видаляється при здійсненні 
вдалої трансформації шляхом експресії рекомбінази. Наступними рекомбінантними системами 
є HIN/HIX, FLP/FRT та REP/STB системи (Tribble et al., J. Biol. Chem., 275, 2000: 22255-22267; 
Velmurugan et al., J. Cell Biol., 149, 2000: 553-566). Можливо сайт-специфічне включення у геном 
рослини послідовності нуклеїнової кислот винаходу. Зазвичай ці способи також застосовують до 50 

мікроорганізмів, таких як дріжджі, гриби або бактерії. 
Трансгенні/Трансген/Рекомбінант 
Для цілей винаходу "трансгений", "трансген" або "рекомбінант" означають по відношенню 

до, наприклад, послідовності нуклеїнової кислоти, експресійну касету, генний конструкт або 
вектор, який містить послідовність нуклеїнової кислоти, або організм, трансформований 55 

послідовностями нуклеїнових кислот, експресійними касетами або векторами винаходу, всі ці 
конструкції реалізуються за допомогою способів рекомбінації, у яких або  

(a) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує протеїни придатні у способах винаходу, або 
(b) генетична контрольна послідовність(і), яка є операбельно зв'язаною з послідовністю 

нуклеїнової кислоти винаходу, наприклад промотер, або 60 
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(c) a) та b) 
не знаходяться у їх природному генетичному середовищі або є модифікованими за 

допомогою рекомбінації, модифікація може бути у формі, наприклад, заміщення, додавання, 
делеції, інверсії або вставки одного або кількох нуклеотидних залишків. Під природним 
генетичним середовищем мають на увазі природний генетичний або хромосомний локус 5 

рослини або наявність у геномній бібліотеці. У випадку геномної бібліотеки, природне генетичне 
середовище послідовності нуклеїнової кислоти бажано є збереженим, щонайменше частково. 
Середовище захищає послідовність нуклеїнової кислоти щонайменше з однієї сторони та має 
довжину послідовності щонайменше 50 bp, бажано щонайменше 500 bp, особливо бажано 
щонайменше 1000 bp, найбільш бажано щонайменше 5000 bp. Природно наявна експресійна 10 

касета – наприклад, природна наявна комбінація природного промотеру послідовності 
нуклеїнової кислоти з відповідною послідовністю нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид, 
придатний у способах даного винаходу, як зазначено вище – стає трансгенною експресійною 
касетою, коли цю експресійну касету модифікують не природними, синтетичними ("штучними") 
способами, такими як, наприклад, мутагенна обробка. Придатні способи описані у, наприклад, 15 

US 5,565,350 або WO 00/15815. 
Трансгенна рослина для цілей винаходу, що послідовності нуклеїнових кислот використані у 

способі даного винаходу, знаходяться не в своїх природних локусах у геномі рослини, можливо 
що послідовності нуклеїнових кислот експресуються гомогенно або гетерогенно. Однак, як вже 
зазначалось, доки послідовність нуклеїнової кислоти винаходу або послідовності, використані у 20 

способі винаходу, знаходяться у свої природних положеннях у геномі рослини, послідовність 
модифікується відповідно до природної послідовності, та/або модифікуються регуляторні 
послідовності природних послідовностей. Під трансгенними бажано розуміють з експресією 
послідовності нуклеїнових кислот винаходу у неприродних локусах у геномі, тобто, має місце 
або гомологічна, або бажано гетерологічна експресія послідовності нуклеїнових кислот. Бажані 25 

трансгени вказані у даному документі. 
Трансформація 
Термін "введення" або "трансформація", як вказано у даному документі, означає трансфер 

екзогенного полінуклеотиду у клітину хазяїна, незалежно від способу, використаного для 
трансферу. Рослинна тканина, здатна до наступного клонального розмноження, або шляхом 30 

органогенезу або ембріогенезу, може бути трансформована генетичним конструктом даного 
винаходу та ціла рослина, отримана з цієї тканини. Вибір певної тканини сильно залежить від 
доступних систем клонального розмноження та найбільш придатних до трансформації певного 
виду. Тканини мішені включають листову пластину, пилок, ембріон, сім'ядолі, гіпокотиль, 
мегагаметофіти, калус, наявну меристему (наприклад, апікальну меристему, пазушні бруньки та 35 

меристеми коріння), та індуковану меристемну тканину (наприклад, меристему сім'ядолі та 
гіпокотилю). Полінуклеотид може бути короткочасно або стабільно введеним у клітину хазяїна 
та може підтримуватись не інтегрованим, наприклад, як плазміда. Альтернативно, його можна 
ввести у геном хазяїна. Отриману трансформовану рослинну клітину після цього можна 
використовувати для отримання трансформованої рослини відомими фахівцям у галузі 40 

шляхами. 
Трансфер чужорідних генів у геном рослини називають трансформацією. Трансформація 

рослинних видів на даний час є звичайною практикою. Переважно, використовують будь-який з 
декількох способів трансформації для введення бажаного гену у придатну батьківську клітину. 
Способи, описані для трансформації та регенерації рослин з рослинних тканин або рослинних 45 

клітин, можна застосовувати для короткотривалої або стабільної трансформації. Способи 
трансформації включають застосування ліпосом, електропорацію, хімічні речовини, що 
підвищують захват вільної ДНК, введення ДНК безпосередньо у рослину, бомбардування 
генною гарматою, трансформація з використанням вірусів або пилку та мікропроекції. Способи 
вибирають з кальцій/поліетиленгліколевого способу для протопластів (Krens, F.A. et al., (1982) 50 

Nature 296, 72-74; Negrutiu I et al. (1987) Plant Mol Biol 8: 363-373); електропорації протопластів 
(Shillito R.D. et al. (1985) Bio/Technol 3, 1099-1102); мікроінєкції у рослинний матеріал (Crossway 
A et al., (1986) Mol. Gen Genet 202: 179-185); бомбардування ДНК або РНК-покритими 
частинками (Klein TM et al., (1987) Nature 327: 70), інфікування (неінтегративними) вірусами 
тощо. Трансгенні рослини, включаючи трансгенні зернові, бажано отримують шляхом 55 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації. Переважним способом трансформації є спосіб 
трансформації in planta. З цією метою, можливо, наприклад, дозволити вплив агробактерій на 
насіння або інокулювати рослинну меристему агробактеріями. Довели, що особливо зручно для 
цілей винаходу дозволити вплив суспензії трансформованих на непошкоджену рослину або 
щонайменше на примордій. Рослини вирощують, доки не отримують насіння обробленої 60 
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рослини (Clough and Bent, Plant J. (1998) 16, 735-743). Способи Agrobacterium-опосередкованої 
трансформації рису включають добре відомі способи трансформації рису, такі як описані у 
наступних прикладах: Європейська патентна заявка EP 1198985 A1, Aldemita and Hodges (Plant 
199: 612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol Biol 22 (3): 491-506, 1993), Hiei et al. (Plant J 6 (2): 271-
282, 1994), включена у даному документі як посилання. У випадку трансформації зерна, 5 

бажаним способом є або описаний Ishida et al. (Nat. Biotechnol 14(6): 745-50, 1996) або Frame et 
al. (Plant Physiol 129(1): 13-22, 2002), вміст яких включено у даному документі як посилання. 
Вказані способи також описані як приклади у B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: 
Transgene Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S.D. Kung and R. Wu, Academic Press 
(1993) 128-143 and in Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225). 10 

Послідовності нуклеїнових кислот або конструкт, які потрібно експресувати, бажано клонують у 
вектор, придатний для трансформації Agrobacterium tumefaciens, наприклад pBin19 (Bevan et al., 
Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). Agrobacteria, трансформовані таким вектором, потім можна 
використовувати відомим способом для трансформації рослин, використаних як модель, як 
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana в рамках даного опису не розглядається як зернова рослина), 15 

або зернових таких як, наприклад, тютюн, наприклад, шляхом занурення пом'ятого листя або 
порубленого листя у розчин з агробактеріями та їх культивуванням у придатному середовищі. 
Трансформація рослин за допомогою Agrobacterium tumefaciens описана, наприклад, Höfgen 
and Willmitzer in Nucl. Acid Res. (1988) 16, 9877 або відома між іншим з F.F. White, Vectors for 
Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S.D. 20 

Kung and R. Wu, Academic Press, 1993, pp. 15-38. 
Окрім трансформації соматичних клітин, які потім регенерують у інтактну рослину, також 

можливо трансформувати клітини рослинних меристем, та зокрема, тих клітин, які 
розвиваються у гамети. У цьому випадку, трансформовані гамети слідують за природним 
розвитком рослини, даючи початок трансгенним рослинами. Таким чином, наприклад, насіння 25 

Arabidopsis обробляють агробактеріями та отримують насіння з рослин що розвиваються, у яких 
певна частина є трансформованою та тому трансгенною [Feldman, KA and Marks MD (1987). Mol 
Gen Genet 208:274-289; Feldmann K (1992). In: C Koncz, N-H Chua and J Shell, eds, Methods in 
Arabidopsis Research. Word Scientific, Singapore, pp. 274-289]. Альтернативні способи основані 
на повторних видаленнях суцвіть та інкубуванні відрізаної ділянки у центрі розетки з 30 

трансформованими агробактеріями, відповідно до чого таким же чином можна одержати 
трансформоване насіння на пізнішій стадії (Chang (1994). Palnt J. 5: 551-558; Katavic (1994). Mol 
Gen Genet, 245: 363-370). Однак, особливо ефективним способом є спосіб вакуумної 
інфільтрації, та його модифікації, такі як спосіб "floral dip". У випадку вакуумної інфільтрації 
Arabidopsis, інтактні рослини при пониженому тиску обробляють суспензією агробактерій 35 

[Bechthold, N (1993). C R Acad Sci Paris Life Sci, 316: 1194-1199], у той час як у випадку способу 
"floral dip" тканину квітки, що розвивається, швидко інкубують з суспензією агробактерій, 
оброблених поверхнево активною речовиною [Clough, SJ and Bent AF (1998) The Palnt J. 16, 
735-743]. Певну пропорцію трансгенного насіння отримують в обох випадках, та це насіння 
можна відрізнити від нетрансгенного насіння вирощуванням у вищеописаних селективних 40 

умовах. Окрім цього стабільна трансформація пластид є бажаною, оскільки пластиди 
наслідуються по материнській лінії, що у більшості зернових зменшує або виключає ризик 
попадання трансгену у пилок. Трансформацію геному хлоропласту отримують за способом, 
схематично описаним у Klaus et al., 2004 [Nature Biotechnology 22 (2), 225-229]. Трансформовані 
послідовності клонують разом з селективним маркерним геном між фланкуючими 45 

послідовностями гомологічними геному хлоропласту. Ці гомологічні фланкуючі послідовності 
спрямовують сайт специфічну інтеграцію у пластому. Трансформацію пластид описано для 
багатьох видів рослин, та їх огляд наведено у Bock (2001) Tarnsgenic plastids in basic research 
and plant biotechnology. J Mol Biol. 2001 Sep 21; 312 (3):425-38 або Maliga, P (2003) Progress 
towards commercialization of plastid transformation technology. Trends Biotechnol. 21, 20-28, 50 

Нещодавно опублікували новітні біотехнологічні досягнення у формі пластидних 
трансформантів, вільних від маркерів, які отримують за допомогою тимчасового ко-
інтегрованого маркерного гену (Klaus et al., 2004, Nature Biotechnology 22(2), 225-229). 

Маркування активації тДНК  
Маркування активації т-ДНК (Hayashi et al. Science (1992) 1350-1353), включає введення т-55 

ДНК, яка зазвичай містить промотер (також може бути підвищувач трансляції або інтрон), у 
геномну ділянку бажаного гену або 10 kb вище або нижче кодуючого регіону гену у такій 
конфігурації, що промотер спрямовує експресію гену-мішені. Зазвичай, регулювання експресії 
гену мішені його природним промотером руйнується та ген потрапляє під контроль 
нововведеного промотеру. Промотер зазвичай вставляють у т-ДНК. Цю т-ДНК навмання 60 
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вставляють у рослинний геном, наприклад, шляхом інфекції Agrobacterium, що приводить до 
модифікованої експресії генів біля вставленої т-ДНК. Отримані трансгенні рослини проявляють 
домінантні фенотипи завдяки модифікованій надекспресії генів, розташованих біля промотеру.  

TILLING 
Термін "TILLING" є абревіатурою "Спрямовані Локальні Ураження Геному" та стосується 5 

технології мутагенезу, придатної для утворення та/або ідентифікації послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує протеїни з модифікованою експресією та/або активністю. За допомогою 
TILLING також можливо здійснювати відбір рослин з такими мутантними варіантами. Ці мутантні 
варіанти можуть проявляти модифіковану експресію, або у силі, або у розташуванні, або у часі 
(наприклад, якщо мутації вплинули на промотер). Ці мутантні варіанти можуть проявляти вищу 10 

активність у порівнянні з природною активністю гена. TILLING об'єднує в собі високу щільність 
мутагенезу з способами скринінгу високої пропускної здатності. TILLING зазвичай включає 
наступні стадії: (a) EMS мутагенез (Redei GP and Koncz C (1992) In Methods in Arabidopsis 
Research, Koncz C, Chua NH, Schell J, eds. Singapore, World Scientific Publishing Co, pp. 16-82; 
Feldmann et al., (1994) In Meyerowitz EM, Somerville CR, eds, Arabidopsis. Cold Spring Harbor 15 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, pp 137-172; Lightner J and Caspar T (1998) In J Martinez-
Zapater, J Salinas, eds, Methods on Molecular Biology, Vol. 82, Humana Press, Totowa, NJ, pp 91-
104); (b) підготовку ДНК та об'єднання індивідуальних проб; (c) ПЛР ампліфікацію бажаної 
ділянки; (d) денатурацію та гібридизацію з метою утворення гетеродуплексів; (e) DHPLC, де 
наявність гетеродуплексів у пулі виявляють на хроматограмі як екстрапік; (f) ідентифікацію 20 

мутантного індивідууму; та (g) задавання послідовності мутантного ПЛР продукту. Способи для 
здійснення TILLING є добре відомими у галузі (McCallum et al., (2000) Nat Biotechnol 18: 455-457; 
reviewed by Stemple (2004) Nat Rev Genet 5(2): 145-50). 

Гомологічна рекомбінація 
Гомологічна рекомбінація дозволяє введення у геном вибраної послідовності нуклеїнової 25 

кислоти у визначеному положенні. Гомологічна рекомбінація є стандартною технологією, яку 
використовують у біологічній науці до нижчих організмів, таких як дріжджі або мох 
Physcomitrella. Способи здійснення гомологічної рекомбінації у рослин були описані не тільки 
для зразкових рослин (Offringa et al. (1990) EMBO J 9(10): 3077-84), а й для зернових, 
наприклад, рису (Terada et al. (2002) Nat Biotech 20(10): 1030-4; Iida and Terada (2004) Curr Opin 30 

Biotech 15(2): 132-8). 
Врожайність 
Термін "врожайність" взагалі означає виміряний вихід економічної цінності, зазвичай по 

відношенню до конкретної культури, площі та часу. Певні частини рослин вносять внесок у 
врожайність в залежності від їх кількості, розміру та/або ваги, або фактична врожайність є 35 

врожайністю на акр культурних рослин на рік, яку визначають шляхом розділення загальної 
продуктивності (включає як зібрану так і оцінену продуктивність) на посаджені акри. Термін 
"врожайність" рослини стосується рослинної біомаси, репродуктивних органів та/або 
репродуктивних частин (таких як насіння) вказаної рослини.  

Рання сила 40 

"Рання сила" стосується активного здорового добре-збалансованого росту, особливо 
протягом ранніх стадій розвитку рослини, та може бути результатом підвищеної придатності 
рослин, наприклад, рослин краще адаптованих до їх середовища (тобто, оптимальне 
споживання енергетичних джерел та розподілення між стеблом та коренем). Рослини з ранньою 
силою також показують підвищений рівень виживання саджанців та краще укорінення зернових, 45 

що приводить до високо однорідних полів (з зерновими що ростуть однорідно, тобто, з більшою 
кількістю рослин, що досягають певної стадії розвитку одночасно), та зазвичай кращого та 
вищого врожаю. Таким чином, ранню силу визначають шляхом вимірювання різноманітних 
факторів, таких як маса тисячі зерен, процент проростання, процент сходження, ріст саджанців, 
висота саджанців, довжина коріння, біомаса коріння та стебла тощо. 50 

Збільшення/Покращення 
Терміни "збільшення" або "покращення" є взаємозамінними та у заявці означають 

щонайменше на 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % або 10 %, бажано щонайменше на 15 % або 20 %, 
більш бажано на 25 %, 30 %, 35 % або 40 % більшу врожайність та/або ріст, у порівнянні з 
контрольними рослинами як вказано у даному документі. 55 

Вихід насіння 
Підвищений вихід насіння розглядають як один або кілька з наступних: a) підвищення 

біомаси насіння (загальна маса насіння), розраховане щодо окремого насіння та/або на рослину 
та/або на гектар або акр; b) підвищена кількість квітів на волоть та/або на рослину; c) підвищена 
кількість (наповненого) насіння; d) підвищений показник наповнення насіння (який виражають у 60 
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співвідношенні кількості наповненого насіння поділеного на загальну кількість насіння); e) 
підвищений індекс врожайності, який виражають у співвідношенні виходу зібраних частин, таких 
як насіння, поділеного на загальну біомасу; f) підвищена кількість первинної волоті; (g) 
підвищена маса тисячі зерен (TKW), екстрапольована з кількості підрахованих наповнених 
зерен та їх загальної маси. Підвищена TKW може бути результатом підвищеного розміру 5 

насіння та/або маси насіння, та також результатом збільшення ембріону та/або розміру 
ендосперму. 

Підвищення виходу насіння можна також розглядати як підвищення розміру насіння та/або 
об'єму насіння. Окрім цього, збільшення врожайності також означає збільшення об'єму насіння 
та/або довжини насіння та/або ширини насіння та/або окружності насіння. Збільшення 10 

врожайності насіння також може приводити до модифікації структури або бути результатом 
модифікованої структури. 

Індекс зеленості 
"Індекс зеленості" як вказано у даному документі, розраховують з цифрового зображення 

рослини. Для кожного пікселю, який стосується рослини на зображенні розраховують 15 

співвідношення зеленого до червоного (у RGB моделі кодування кольорів). Індекс зеленості 
виражають у процентах пікселей щодо яких співвідношення зелений-до-червоного перевищує 
межу. При нормальних умовах росту, при умовах з підвищеним сольовим вмістом, при умовах 
росту, що характеризуються пониженою доступністю споживних речовин, індекс зеленості 
рослин вимірюють з останнього зображення перед цвітінням. Навпаки, в умовах засухи індекс 20 

зеленості рослин вимірюють з першого зображення після засухи.  
Рослина 
Термін "рослина" як використано у даному документі, включає всі рослини, батьківські 

форми та потомство рослин та частини рослин, включаючи насіння, пагін, стебло, листя, 
коріння (включаючи бульби), квіти, та тканини та органи, де кожен з наведених містить бажаний 25 

ген/послідовність нуклеїнової кислоти. Термін "рослина" також включає рослинні клітини, 
культуральну суспензію, тканину калусу, ембріон, меристемні ділянки, гаметофіти, спорофіти, 
пилок та мікроспори, де кожен з наведених містить бажаний ген/послідовність нуклеїнової 
кислоти.  

Рослини, особливо придатні для застосування у способах даного винаходу, включають всі 30 

рослини, які належать до над родини Viridiplantae, зокрема, однодольні та дводольні рослини, 
включаючи кормові або фуражні бобові, декоративні рослини, харчові культури, дерева або 
кущі, вибрані з наступного переліку: Acer spp., Actinidia spp., Abelmoschus spp., Agave sisalana, 
Agropyron spp., Agrostis stolonifera, Allium spp., Amaranthus spp., Ammophila arenaria, Ananas 
comosus, Annona spp., Apium graveolens, Arachis spp, Artocarpus spp., Asparagus officinalis, Avena 35 

spp. (наприклад, Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var. sativa, Avena 
hybrida), Averrhoa carambola, Bambusa sp., Benincasa hispida, Bertholletia excelsea, Beta vulgaris, 
Brassica spp. (наприклад, Brassica napus, Brassica rapa ssp. [канола, лептосферія олійних 
культур, ріпа]), Cadaba farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Cannabis sativa, Capsicum spp., 
Carex elata, Carica papaya, Carissa macrocarpa, Carya spp., Carthamus tinctorius, Castanea spp., 40 

Ceiba pentandra, Cichorium endivia, Cinnamomum spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Cocos spp., 
Coffea spp., Colocasia esculenta, Cola spp., Corchorus sp., Coriandrum sativum, Corylus spp., 
Crataegus spp., Crocus sativus, Cucurbita spp., Cucumis spp., Cynara spp., Daucus carota, 
Desmodium spp., Dimocarpus longan, Dioscorea spp., Diospyros spp., Echinochloa spp., Elaeis 
(наприклад, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera), Eleusine coracana, Erianthus sp., Eriobotrya 45 

japonica, Eucalyptus sp., Eugenia uniflora, Fagopyrum spp., Fagus spp., Festuca arundinacea, Ficus 
carica, Fortunella spp., Fragaria spp., Ginkgo biloba, Glycine spp. (наприклад, Glycine max, Soja 
hispida або Soja max), Gossypium hirsutum, Helianthus spp. (наприклад, Helianthus annuus), 
Hemerocallis fulva, Hibiscus spp., Hordeum spp. (наприклад, Hordeum vulgare), Ipomoea batatas, 
Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lens culinaris, Linum usitatissimum, Litchi chinensis, 50 

Lotus spp., Luffa acutangula, Lupinus spp., Luzula sylvatica, Lycopersicon spp. (наприклад, 
Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon pyriforme), Macrotyloma spp., 
Malus spp., Malpighia emarginata, Mammea americana, Mangifera indica, Manihot spp., Manilkara 
zapota, Medicago sativa, Melilotus spp., Mentha spp., Miscanthus sinensis, Momordica spp., Morus 
nigra, Musa spp., Nicotiana spp., Olea spp., Opuntia spp., Ornithopus spp., Oryza spp. (наприклад, 55 

Oryza sativa, Oryza latifolia), Panicum miliaceum, Panicum virgatum, Passiflora edulis, Pastinaca 
sativa, Pennisetum sp., Persea spp., Petroselinum crispum, Phalaris arundinacea, Phaseolus spp., 
Phleum pratense, Phoenix spp., Phragmites australis, Physalis spp., Pinus spp., Pistacia vera, Pisum 
spp., Poa spp., Populus spp., Prosopis spp., Prunus spp., Psidium spp., Punica granatum, Pyrus 
communis, Quercus spp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum, Ribes spp., Ricinus communis, 60 
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Rubus spp., Saccharum spp., Salix sp., Sambucus spp., Secale cereale, Sesamum spp., Sinapis sp., 
Solanum spp. (наприклад, Solanum tuberosum, Solanum integrifolium або Solanum lycopersicum), 
Sorghum bicolor, Spinacia spp., Syzygium spp., Tagetes spp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, 
Trifolium spp., Triticale sp., Triticosecale rimpaui, Triticum spp. (наприклад, Triticum aestivum, 
Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum macha, Triticum sativum або Triticum 5 

vulgare), Tropaeolum minus, Tropaeolum majus, Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Viola 
odorata, Vitis spp., Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus spp., тощо. 

Детальний опис винаходу 
Нещодавно з'ясували, що збільшення експресії у рослині послідовності нуклеїнових кислот, 

яка кодує GRF поліпептид, надає рослині підвищені показники врожайності у порівнянні з 10 

контрольними рослинами. Згідно з першим варіантом здійснення, даний винахід стосується 
способу підвищення показників врожайності рослин у порівнянні з контрольними рослинами, з 
підвищеною експресією у рослині послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид. 

Нещодавно з'ясували, що збільшення експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності 15 

нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), надає 
рослині підвищені показники врожайності у порівнянні з рослиною з підвищеною експресією 
однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Згідно з першим варіантом здійснення, винахід 
стосується способу збільшення різноманітних показники врожайності рослини, шляхом 20 

підвищення експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид 
Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), де вказані показники врожайності є 
підвищеними у порівнянні з рослиною з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 25 

кодує SYT поліпептид. Підвищені показники врожайності включають одну або кілька з 
наступних: підвищена рання сила, підвищена біомаса надземної частини рослини, підвищений 
загальний вихід насіння на рослину, підвищений показник наповнення насіння, підвищена 
кількість (наповненого) насіння, підвищений індекс врожайності або підвищена маса тисячі 
зерен (TKW). 30 

Детальний опис поліпептиду Фактору Регулювання Росту (GRF) 
Бажаним способом підвищення експресії послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 

поліпептид, є введення та експресування у рослині послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
GRF поліпептид. 

Будь-які посилання у даному документі на "GRF протеїн, придатний для застосування у 35 

способах винаходу" означають GRF поліпептид як вказано у даному документі. Будь-які 
посилання у даному документі на "GRF протеїн, придатний для застосування у способах 
винаходу" означають послідовність нуклеїнової кислоти, здатну кодувати такий GRF поліпептид. 
Послідовністю нуклеїнової кислоти для введення рослині (та тому придатну для застосування у 
способах винаходу) може бути будь-яка послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує вид 40 

поліпептиду, описаний у даному документі, який також називають "GRF послідовність 
нуклеїнової кислоти" або "GRF ген".  

"GRF поліпептид" як вказано у даному документі, стосується будь-якого поліпептиду, який 
містить: (i) домен, який має щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 
95 %, 98 %, 99 % або більше амінокислотної ідентичності до QLQ домену, представленого SEQ 45 

ID NO: 115 (включеною у SEQ ID NO: 2); та (ii) домен, який має щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше амінокислотної ідентичності 
до WRC домену, представленого SEQ ID NO: 116 (включеною у SEQ ID NO: 2). 

Альтернативно або додатково "GRF поліпептид" як вказано у даному документі, стосується 
будь-якого поліпептиду, який містить: (i) QLQ домен з InterPro повтором IPR014978 (PFAM 50 

повтор PF08880); (ii) WRC домен з InterPro повтором IPR014977 (PFAM повтор PF08879); та (iii) 
домен Ефектору Транскрипції (ET), який містить три Cys та один His залишки у консервативній 
ділянці (CX9CX10CX2H). 

Альтернативно або додатково "GRF поліпептид" як вказано у даному документі, стосується 
будь-якого поліпептиду, амінокислотна ідентичність якого до GRF поліпептиду, представленого 55 

SEQ ID NO: 2 або будь-яких непроцесованих послідовностей поліпептиду, наведених у Таблиця 
A.1 у даному документі, збільшується у порядку переважності на щонайменше 50 %, 55 %, 
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше. 

Альтернативно або додатково "GRF поліпептид" взаємодіє з поліпептидами GRF-
взаємодіючого факторому (GIF; (GIF1-GIF3; який також називають транслокацією синовіальної 60 
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саркоми SYT1-SYT3), такими як наведені у Таблиці A.2 у даному документі, у методі 
двогібридної системи дріжджів для аналізу взаємодії. 

Визначення термінів "домен" та "мотив" наведено у розділі "визначення термінів" у даному 
документі. Для ідентифікації доменів існують спеціальні бази даних, наприклад, SMART (Schultz 
et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864; Letunic et al. (2002) Nucleic Acids Res 30, 5 

242-244), InterPro (Mulder et al., (2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318), Prosite (Bucher and Bairoch 
(1994), A generalized profile syntax for biomolecular sequences motifs and its function in automatic 
sequence interpretation. (In) ISMB-94; Proceedings 2nd International Conference on Intelligent 
System for Molecular Biology. Altman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R., Searls D., Eds., pp53-61, 
AAAI Press, Menlo Park; Hulo et al., Nucl. Acids. Res. 32: D134-D137, (2004)), або Pfam (Bateman 10 

et al., Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002). Набір засобів для in silico аналізу 
послідовностей протеїну наявний на сервері ExPASy протеометрія (Swiss Institute of 
Bioinformatics (Gasteiger et al., ExPASy: the proteomics server for in-depth protein knowledge and 
analysis, Nucleic Acids Res. 31:3784-3788(2003)).  

Аналіз поліпептидної послідовності SEQ ID NO: 2 наведено нижче у Прикладах 2 та 4 у 15 

даному документі. Наприклад, GRF поліпептид представлено SEQ ID NO: 2, яка містить QLQ 
домен з InterPro повтором IPR014978 (PFAM повтор PF08880) та WRC домен з InterPro 
повтором IPR014977 (PFAM повтор PF08879) у базі даних доменів InterPro. Домени також 
ідентифікують використовуючи звичайні технології, вирівнювання послідовностей. 
Вирівнювання QLQ домену поліпептидів Таблиці A.1 у даному документі, показано на Фіг. 2, та 20 

вирівнювання WRC домену поліпептидів Таблиці A.1 у даному документі, показано на Фіг. 3, такі 
вирівнювання є придатними для ідентифікації найбільш консервативної амінокислоти серед 
GRF поліпептидів, таких як QLQ та WRC амінокислотні залишки.  

Способи вирівнювання послідовностей для порівняння є добре відомими у галузі, такі 
способи включають GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA та TFASTA. GAP використовує алгоритм 25 

Needleman та Wunsch ((1970) J Mol Biol 48: 443-453) для визначення глобального (тобто, 
перекривання повних послідовностей) вирівнювання двох послідовностей, що максимізує 
сумісність та мінімізує кількість гепів. BLAST алгоритм (Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-
10) підраховує наявну ідентичність послідовностей та здійснює статистичний аналіз схожості 
між двома послідовностями. Програмне забезпечення для BLAST аналізу наявне через 30 

Національний Центр Біотехнологічної Інформації (NCBI). Гомологи ідентифікують 
використовуючи, наприклад, алгоритм ClustalW багаторазового вирівнювання послідовності 
(version 1,83), з параметрами похибки вирівнювання пар, та спосіб підрахунку у процентах. 
Загальний процент подібності та ідентичності також визначають, використовуючи способи 
доступні при наявності програмного забезпечення MatGAT (Campanella et al., (2003) BMC 35 

Bioinformatics, 10: 29, MatGAT: an application that generates similarity/identity matрiсs using protein 
or DNA sequences). Менше людського втручання потрібно для оптимізації вирівнювання між 
консервативними мотивами, що відомо фахівцям у галузі. Більш того, замість використання 
непроцесованих послідовностей для ідентифікації гомологів, можна використовувати спеціальні 
домени. Значення ідентичності послідовності можна визначити для всієї послідовності 40 

нуклеїнової кислоти або поліпептидної послідовності або для вибраних доменів або 
консервативних мотивів(у), використовуючи вищенаведені програми з параметрами похибки. 
Вважають, що поза QLQ доменом та WRC доменом, GRF поліпептиди мають низьку 
амінокислотну ідентичність. Приклад 3 у даному документі описує на Таблиці B.1 процентну 
ідентичність між GRF поліпептидом, представленим SEQ ID NO: 2 та GRF поліпептидами, 45 

наведеними у Таблиці A, яка становить менше 15 % амінокислотної ідентичності. Процент 
ідентичності можна значно підвищити, якщо розрахунок ідентичності здійснювати між QLQ 
доменом SEQ ID NO: 2 (представленим SEQ ID NO: 115 включеною у SEQ ID NO: 2; QLQ 
доменом GRF поліпептидів Таблиці A.1 представленої на Фіг. 2) та QLQ доменами поліпептидів, 
придатних для здійснення винаходу. Також, процент ідентичності можна значно підвищити, 50 

якщо розрахунок ідентичності здійснювати між WRC доменом SEQ ID NO: 2 (представленим 
SEQ ID NO: 116 включеною у SEQ ID NO: 2; WRC домен GRF поліпептидів Таблиці A.1 
представленої на Фіг. 3) та WRC доменами поліпептидів, придатних для здійснення винаходу. 
Процент ідентичності по QLQ домену серед поліпептидних послідовностей, придатних для 
здійснення способів винаходу, знаходиться в діапазоні між 25 % та 99 % амінокислотної 55 

ідентичності, та процент ідентичності по WRC домену серед поліпептидних послідовностей, 
придатних для здійснення способів винаходу знаходиться в діапазоні між 60 % та 99 % 
амінокислотної ідентичності. На Фіг. 3 також видно, що WRC домен є більш консервативним 
серед різноманітних GRF поліпептидів, ніж QLQ домен, показаний на Фіг. 2. 

Питання прогнозування внутрішньо клітинної локалізації протеїнів є дуже важливим та 60 
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добре дослідженим. Експериментальні способи локалізації протеїнів включають від 
імунолокалізації до маркування протеїнів, використовуючи зелений флуоресцентний протеїн 
(GFP) або бета-глукуронідазу (GUS). Такі способи є точними, хоча трудоємні у порівнянні з 
комп'ютерними способами. Нещодавно зробили значний прогрес у комп'ютерному 
прогнозуванні локалізації протеїнів на основі даних по послідовностям. Серед добре відомих 5 

фахівцям алгоритмів використовують ExPASy Proteomics tools власність Swiss Institute for 
Bioinformatics, наприклад, PSort, TargetP, ChloroP, LocTree, Predotar, LipoP, MITOPROT, PATS, 
PTS1, SignalP тощо.  

Більш того, GRF поліпептиди, придатні для застосування у способах даного винаходу 
(щонайменше у їх нативній формі) зазвичай, проте необов'язково, мають активність регуляції 10 

транскрипції та здатність взаємодіяти з іншими протеїнами. Тому, GRF поліпептиди з 
пониженою активністю регуляції транскрипції, що не мають активності регуляції транскрипції, з 
пониженою здатністю до взаємодії протеїн-протеїн, або нездатні до взаємодії протеїн-протеїн, 
можуть на однаковому рівні можуть бути придатними для використання у способах даного 
винаходу. ДНК-зв'язувальна активність та протеїн-протеїн взаємодії можна визначити in vitro 15 

або in vivo, використовуючи добре відомі у галузі технології (наприклад, у Current Protocols in 
Molecular Biology, Volumes 1 and 2, Ausubel et al. (1994), Current Protocols). GRF поліпептиди 
здатні активувати транскрипцію репортерних генів у клітинах дріжджів (Kim & Kende (2004) Proc 
Natl Acad Sci 101(36): 13374-13379). GRF поліпептиди також здатні взаємодіяти з поліпептидами 
GRF-взаємодіючого фактору (GIF1-GIF3; також називають транс локації синовіальної саркоми 20 

(SYT)) in vivo у дріжджових клітинах, використовуючи аналіз взаємодії протеїн-протеїн на основі 
системи двогібридних дріжджів (Kim & Kende, supra). In vitro зв'язувальні аналізи також 
використовують для того, щоб показати, що GRF поліпептиди та SYT (або GIF) поліпептиди є 
партнерами по взаємодії (Kim & Kende, supra). 

Даний винахід ілюструють шляхом трансформування рослин послідовністю нуклеїнової 25 

кислоти, представленою SEQ ID NO: 1, яка кодує послідовність GRF поліпептиду SEQ ID NO: 2, 
Однак, здійснення винаходу не обмежено цими послідовностями; способи винаходу переважно 
здійснюють, використовуючи будь-яку послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 
поліпептид, як вказано у даному документі. 

Приклади послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, наведені у 30 

Таблиці A.1 Прикладу 1 у даному документі. Такі послідовності нуклеїнових кислот є 
придатними для здійснення способів винаходу. Поліпептидні послідовності, представлені у 
Таблиці A.1 Прикладу 1 є прикладами послідовностей ортологів та парологів GRF поліпептиду, 
представленого SEQ ID NO: 2, терміни "ортологи" та "парологи" є такими як вказано у даному 
документі. Наступні ортологи та парологи можна легко визначити, здійснюючи реципрокне 35 

BLAST-дослідження. Зазвичай, це викликає перший BLAST, що визиває BLASTінг потрібної 
послідовності (наприклад, використовуючи будь-які послідовності, наведені у Таблиця A.1 
Прикладу 1) проти будь-якої послідовності у базі даних, такої як відкрита база даних NCBI. 
BLASTN або TBLASTX (використовуючи стандартні значення похибок) зазвичай 
використовують, коли починають з послідовності нуклеотидів, та BLASTP або TBLASTN 40 

(використовуючи стандартні значення похибок), коли починають з білкової послідовності. 
Результати BLAST необов'язково фільтрують. Непроцесовані послідовності або фільтрованих 
результатів або не фільтрованих результатів після цього знов BLASTують (другий BLAST) проти 
послідовностей з організму, з якого походить потрібна послідовність (де потрібною 
послідовністю є SEQ ID NO: 1 або SEQ ID NO: 2, друге BLAST буде таким чином проти 45 

послідовностей Arabidopsis thaliana). Результати першого та другого BLAST потім порівнюють. 
Паролог ідентифікують, якщо старше співпадіння з першого бласту походить з одного виду що й 
бажана послідовність, повторний BLAST після цього ідеально приводить до бажаної 
послідовності серед найбільших співпадінь; ортолог ідентифікують, якщо старше співпадіння у 
першому BLAST походить не з одного виду з бажаною послідовністю, та бажано щоб 50 

результати повторного BLAST у бажаній послідовності були серед найголовніших співпадінь. 
Старші співпадіння мають низьке E-значення. Чим нижче Е-значення, тим більш значний 

показник (або іншими словами, менша вірогідність випадкового знаходження піку). Комп'ютерне 
визначення E-значення є добре відомим у галузі. Окрім Е-значень, порівняння також 
здійснювали у процентній ідентичності. Процентна ідентичність стосується стосується кількості 55 

ідентичних нуклеотидів (або амінокислот) між двома порівнювальними послідовностями 
нуклеїнових кислот (або поліпептидів) певної довжини. У випадку великих родин можна 
використовувати ClustalW, після чого використовують дерево, побудоване шляхом приєднання 
сусіда, з метою допомогти знайти кластеризацію пов'язаних генів та ідентифікувати ортологи та 
парологи. 60 
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Варіанти нуклеїнової кислоти також є корисними у способах винаходу. Приклади таких 
варіантів включають послідовності нуклеїнових кислот, які кодують гомологи та похідні будь-
яких поліпептидних послідовностей, наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1, терміни "гомолог" та 
"похідна" є такими як вказано у даному документі. Також корисними у способах даного винаходу 
є послідовності нуклеїнових кислот, які кодують гомологи та похідні ортологов та парологов 5 

будь-яких поліпептидних послідовностей наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1. Гомологи та 
похідні, придатні у способах винаходу, мають по суті однакову біологічну та функціональну 
активність як не модифікований протеїн з якого вони походять. 

Додаткові варіанти нуклеїнових кислот, придатні у способах винаходу, включають частини 
послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, послідовності нуклеїнових 10 

кислот, гібридизованих з послідовностями нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, 
сплайс-варіанти послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, алельні 
варіанти послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди та варіанти 
послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, отримані шляхом 
перестановки генів. Терміни гібридизована послідовність, сплайс-варіант, алельний варіант та 15 

перестановка генів описані у даному документі. 
Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, повинні бути 

процесованими послідовностями нуклеїнових кислот, з огляду на те, що здійснення способів 
винаходу не залежить від застосування непроцесованих послідовностей нуклеїнових кислот. 
Згідно з даним винаходом, заявляється спосіб збільшення показників врожайності рослин, який 20 

включає введення та експресію у рослині частини будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, 
наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1, або частини послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
ортолог, паролог або гомолог будь-якої послідовності поліпептидів, наведених у Таблиці A.1 
Прикладу 1. 

Частину послідовності нуклеїнової кислоти можна отримати, наприклад, шляхом однієї або 25 

кількох делецій у послідовності нуклеїнової кислоти. Частини можна застосовувати у 
ізольованій формі або їх гібридизують з іншими кодуючи ми (або некодуючими) 
послідовностями з метою, наприклад, отримання протеїну, який має декілька різних 
активностей. При гібридизації з іншими кодуючими послідовностями, отриманий під час 
трансляції поліпептид може бути більшим ніж той, що передбачався для частини протеїну. 30 

Частини, придатні у способах даного винаходу, які кодують GRF поліпептид як вказано у 
даному документі, та мають по суті однакову біологічну активність з поліпептидними 
послідовностями, наведеними у Таблиці A.1 Прикладу 1. Бажано, частиною є частина будь-якої 
послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.1 Прикладу 1, або частина 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-якої поліпептидної 35 

послідовності, наведеної у Таблиці A.1 Прикладу 1. Бажано довжина частини збільшується у 
порядку переважності на щонайменше 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 
1000, 1050, 1100, 1150, 1190 послідовних нуклеотидів, посліодовними нуклеотидами є будь-які 
послідовності нуклеїнових кислот, наведені у Таблиці A.1 Прикладу 1, або послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-якої поліпептидної послідовності, 40 

наведеної у Таблиці A.1 Прикладу 1, Бажано, частиною є частина нуклеотидної послідовності, 
яка кодує поліпептидну послідовність поліпептиду, який містить: (i) домен, амінокислоти якого 
на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або 
більше ідентичні QLQ домену, представленому SEQ ID NO: 115 (включеною у SEQ ID NO: 2); та 
(ii) домен, амінокислоти якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 45 

90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше ідентичні WRC домену, представленому SEQ ID NO: 116 
(включеною у SEQ ID NO: 2). Більш бажано частиною є частина послідовності нуклеїнової 
кислоти SEQ ID NO: 1. 

Іншим варіантом послідовності нуклеїнової кислоти придатний у способах винаходу є 
послідовність нуклеїнової кислоти, здатна до гібридизації в умовах пониженої жорсткості, 50 

бажано при жорстких умовах, з послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, як 
вказано у даному документі, або з частиною як вказано у даному документі. 

Даний винахід стосується способу збільшення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині послідовності нуклеїнової кислоти, здатною до гібридизації з 
будь-якими послідовностями нуклеїнових кислот, наведеними у Таблиці A.1 Прикладу 1, або 55 

який включає введення та експресію у рослині послідовності нуклеїнової кислоти, яка здатна до 
гібридизації з послідовностями нуклеїнових кислот, які кодують ортолог, паролог або гомолог 
будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1. 

Гібридні послідовності, придатні у способах даного винаходу, кодують GRF поліпептид як 
вказано у даному документі, та мають по суті однакову біологічну активність з поліпептидними 60 
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послідовностями, наведеними у Таблиці A.1 Прикладу 1. Бажано, гібридні послідовності здатні 
до гібридизації з будь-якою послідовністю нуклеїнових кислот, наведеною у Таблиці A.1 
Прикладу 1, або з частиною будь-якої з цих послідовностей, частиною як визначено вище у 
даному документі, або гібридна послідовність здатна до гібридизації з послідовністю 
нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-яких поліпептидних послідовностей, 5 

наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1. Бажано, гібридна послідовність здатна до гібридизації з 
послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептидну послідовність, яка містить: (i) домен, 
амінокислотна послідовність якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше ідентична до QLQ домену, представленого SEQ ID NO: 
115 (включеною у SEQ ID NO: 2); та (ii) домен, амінокислотна послідовність якого на 10 

щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або 
більше ідентична до WRC домену, представленого SEQ ID NO: 116 (включеною у SEQ ID NO: 
2). Найбільш бажано, гібридна послідовність здатна до гібридизації з послідовністю нуклеїнової 
кислоти, представленої SEQ ID NO: 1, або її частиною. 

Іншим варіантом послідовності нуклеїнової кислоти придатним у способах винаходу є 15 

сплайс-варіант, який кодує GRF поліпептид як вказано у даному документі вище, сплайс-варіан, 
такий як вказано у даному документі. 

Даний винахід стосується способу збільшення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині сплайс-варіанту будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, 
наведеної у Таблиці A.1 Прикладу 1, або сплайс-варіант послідовності нуклеїнових кислот, яка 20 

кодує ортолог, паролог або гомолог будь-яких поліпептидних послідовностей, наведених у 
Таблиці A.1 Прикладу 1. 

Бажаними сплайс-варіантами є сплайс-варіанти послідовності нуклеїнової кислоти, 
представленої SEQ ID NO: 1, або сплайс-варіант послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
ортолог або паролог SEQ ID NO: 2. Бажано, сплайс-варіантом є сплайс-варіант послідовності 25 

нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептидну послідовність, яка містить: (i) домен, амінокислотна 
послідовність якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 
95 %, 98 %, 99 % або більше ідентична QLQ домену, представленому SEQ ID NO: 115 
(включеною у SEQ ID NO: 2); та (ii) домен, амінокислотна послідовність якого на щонайменше 
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше ідентична 30 

WRC домену, представленому SEQ ID NO: 116 (включеною у SEQ ID NO: 2). 
Іншим варіантом послідовності нуклеїнової кислоти придатним у способах винаходу є 

алельний варіант послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, як вказано у 
даному документі вище, алельний варіант, як вказано у даному документі.  

Даний винахід стосується способу збільшення показників врожайності рослин, який включає 35 

введення та експресію у рослині алельного варіанту будь-якої послідовності нуклеїнових 
кислот, наведеної у Таблиці A.1 Прикладу 1, або який включає введення або експресію у 
рослині алельного варіанту послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог, паролог або 
гомолог будь-яких поліпептидних послідовностей, наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1. 

Алельні варіанти, придатні у способах даного винаходу, мають по суті однакову біологічну 40 

активність з GRF поліпептидом SEQ ID NO: 2 та будь-якими поліпептидними послідовностями, 
наведеними у Таблиці A.1 Прикладу 1. Алельні варіанти існують у природі, та даний винахід 
стосується способів застосування цих природних алелей. Бажано, алельні варіанти є 
алельними варіантами SEQ ID NO: 1 або алельними варіантами послідовності нуклеїнової 
кислот, яка кодує ортолог або паролог SEQ ID NO: 2. Бажано, алельні варіанти є алельними 45 

варіантами поліпептидної послідовності, яка містить: (i) a домен, амінокислотна послідовність 
якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 
або більше ідентична QLQ домену, представленого SEQ ID NO: 115 (включеною у SEQ ID NO: 
2); та (ii) домен, амінокислотна послідовність якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше ідентична WRC домену, 50 

представленого SEQ ID NO: 116 (включеною у SEQ ID NO: 2). 
Перемішування генів або спрямовану еволюцію також застосовують для отримання 

варіантів послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептиди як зазначено вище, 
термін "перемішування генів" є таким як вказано у даному документі. 

Даний винахід стосується способу збільшення показників врожайності рослин, який включає 55 

введення та експресію у рослині варіанту будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної 
у Таблиці A.1 Прикладу 1, або який включає введення та експресію у рослині варіанту 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог, паролог або гомолог будь-яких 
поліпептидних послідовностей, наведених у Таблиці A.1 Прикладу 1, варіант послідовностей 
нуклеїнових кислот яких отримують шляхом перемішування генів. 60 
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Бажано, варіант послідовності нуклеїнової кислоти отримують шляхом перемішування генів, 
які кодують поліпептидну послідовність, яка містить: (i) домен, амінокислотна послідовність 
якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 
або більше ідентична QLQ домену, представленому SEQ ID NO: 115 (включеною у SEQ ID NO: 
2); та (ii) домен, амінокислотна послідовність якого на щонайменше 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 5 

70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше ідентична WRC домену, 
представленому SEQ ID NO: 116 (включеною у SEQ ID NO: 2). 

Окрім цього, варіанти послідовностей нуклеїнових кислот отримують шляхом сайт-
спрямованого мутагенезу. Існує декілька способів здійснення сайт-спрямованого мутагенезу, 
найбільш поширеними є способи на основі ПЛР (Current Protocols in Molecular Biology. Wiley 10 

Eds.). 
Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди, можуть походити від будь-

якого природного або штучного джерела. Послідовність нуклеїнової кислоти може походити від 
своєї природної форми у композиції та/або геномного середовища внаслідок спланованого 
людського втручання. Бажано послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, 15 

має рослинне походження, більш бажано походить від дводольної рослини, більш бажано з 
родини Brassicaceae, найбільш бажано послідовність нуклеїнової кислоти походить від 
Arabidopsis thaliana. 

Детальний опис стосується поліпептиду транслокації синовіальної саркоми (SYT). 
Переважним способом збільшення експресії послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT 20 

поліпептид, є введення та експресія у рослині послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT 
поліпептид. 

Будь-які посилання у даному документі щодо "SYT протеїну, придатного у способах 
винаходу" означають SYT поліпептид як вказано у даному документі. Будь-які посилання 
даному документі щодо "SYT послідовності нуклеїнової кислоти придатної у способах винаходу" 25 

означають послідовність нуклеїнової кислоти, яка здатна кодувати SYT поліпептид. 
Послідовність нуклеїнової кислоти для введення у рослину (та таким чином придатна для 
застосування у способах винаходу) означає будь-яку послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує тип поліпептиду, який у даному документі називають "SYT послідовність нуклеїнової 
кислоти" або "SYT ген".  30 

Термін "SYT поліпептид" як вказано у даному документі, стосується поліпептиду, який 
обмежується N-кінцем - C-кінцем та включає: (i) SNH домен, амінокислотна ідентичність якого 
збільшується у порядку переважності на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 
99 % до SNH домену SEQ ID NO: 262; та (ii) Met-збагачений домен; та (iii) QG-збагачений 35 

домен. Бажано, SNH домен містить найбільш консервативні залишки, представлені SEQ ID NO: 
263, та зображений на Фіг. 5.  

Альтернативно або додатково, "SYT поліпептид" як вказано у даному документі, стосується 
будь-якого поліпептиду, який містить домен, амінокислотна ідентичність якого збільшується у 
порядку переважності на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 40 

65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до 
SSXT домену з InterPro повтором IPR007726 (PFAM повтор PF05030, SSXT протеїн (N-
термінальна ділянка)) SEQ ID NO: 264.  

Альтернативно або додатково, "SYT поліпептид" як вказано у даному документі, стосується 
будь-якого поліпептиду, амінокислотна ідентичність якого збільшується у порядку переважності 45 

на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше до SYT поліпептиду, представленого SEQ ID NO: 121 
або до будь-якого непроцесованих поліпептидних послідовностей, наведених у Таблиці A.2 у 
даному документі. 

Альтернативно або додатково, "SYT поліпептид" взаємодіє з поліпептидом Фактору 50 

Регулювання Росту (GRF) у методі аналізу взаємодії на основі двогібридної системи дріжджів, 
наприклад, з GRF поліпептидними послідовностями, наведеними у Таблиці A.1 у даному 
документі. 

Аналіз SYT поліпептидної послідовності SEQ ID NO: 121 наведено нижче у Прикладах 2 та 4 
у даному документі. Наприклад, SYT поліпептид, представлений SEQ ID NO: 121, містить SSXT 55 

домен з InterPro повтором IPR007726 (PFAM повтор PF05030) у базі даних доменів InterPro. 
Домени також можна визначити, використовуючи звичайні способи, такі як вирівнювання 
послідовностей. Вирівнювання SNH домену поліпептидів наведених у Таблиці A.2 у даному 
документі, показано на Фіг. 5. Такі вирівнювання є корисними при визначенні найбільш 
консервативних амінокислот серед SYT поліпептидів, таких як найбільш консервативні залишки, 60 
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представлені SEQ ID NO: 263.  
Способи вирівнювання послідовностей для порівняння є добре відомими у галузі, та коротко 

описані у даному документі вище. Значення ідентичності послідовностей визначають впродовж 
усієї послідовності нуклеїнової кислоти або поліпептидної послідовності або продовж вибраного 
домену або консервативного мотиву(ів), використовуючи вищезгадані програми з параметрами 5 

похибки. Вважають, що поза SNH доменом та SSXT доменом, SYT поліпептиди мають низьку 
ідентичність амінокислотних послідовностей. Приклад 3 у даному документі описує у Таблиці 
B.2 процентну ідентичність між SYT поліпептидом, представленим SEQ ID NO: 121, та SYT 
поліпептидами, наведеними у Таблиці A.2, найменше значення якої становить 25 % 
амінокислотної ідентичності. Процент амінокислотної ідентичності можна значно збільшити, 10 

якщо визначати ідентичність між SNH доменом, представленим SEQ ID NO: 262 (включеною у 
SEQ ID NO: 121), та SNH доменом SYT поліпептидів, наведених у Таблиці A.2 (наведеній на Фіг. 
5). Також, процент амінокислотної ідентичності можна значно збільшити, якщо визначати 
ідентичність між SSXT доменом, представленим SEQ ID NO: 264 (включеною у SEQ ID NO: 
121), та SSXT доменами SYT поліпептидів, придатних для здійснення винаходу. SNH домен, 15 

який є складовою SSXT домену, є більш консервативним серед різних SYT поліпептидів, ніж 
SSXT домен. 

Більш того, SYT поліпептиди, зазвичай придатні у способах даного винаходу (щонайменше 
у їх нативній формі), проте необов'язково, має активність регулювання транскрипції та здатність 
взаємодіяти з іншими протеїнами. Таким чином, SYT поліпептиди з пониженою активністю 20 

регулювання транскрипції, з пониженою здатністю до протеїн-протеїн взаємодії, або нездатні до 
протеїн-протеїн взаємодії, рівнозначно придатні у способах даного винаходу. ДНК-зв'язувальна 
активність та протеїн-протеїн взаємодії визначають in vitro або in vivo, використовуючи добре 
відомі у галузі технології (наприклад, у Current Protocols in Molecular Biology, Volumes 1 and 2, 
Ausubel et al. (1994), Current Protocols). SYT поліпептиди здатні до взаємодії з GRF 25 

поліпептидами in vivo у клітинах дріжджів, при використанні дослідження взаємодії на основі 
системи двогібридних дріжджів (Kim & Kende, supra). Аналізи зв'язування іn vitro також 
показують, що GRF поліпептиди та SYT поліпептиди є взаємодіючими партнерами (Kim & 
Kende, supra). 

Даний винахід ілюструють шляхом трансформації рослин послідовністю нуклеїнової 30 

кислоти, представленої SEQ ID NO: 120, яка кодує SYT поліпептидну послідовність SEQ ID NO: 
121. Однак, здійснення винаходу не обмежено цими послідовностями; способи винаходу 
бажано здійснюють, використовуючи будь-яку послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, як вказано у даному документі. 

Приклади послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, наведені у 35 

Таблиці A.2 Прикладу 1 у даному документі. Такі послідовності нуклеїнових кислот є 
придатними для застосування у способах винаходу. Поліпептидні послідовності, наведені у 
Таблиці A.2 Прикладу 1, є прикладами послідовностей ортологів та парологів SYT поліпептиду, 
представленого SEQ ID NO: 121, терміни "ортологи" та "парологи" мають таке значення, як 
вказано у даному документі вище. Додаткові ортологи та парологи можна ідентифікувати 40 

шляхом здійснення реципрокного бласт-дослідження (як описано у даному документі вище).  
Варіанти нуклеїнових кислот також використовують у способах даного винаходу. Приклади 

таких варіантів включають послідовності нуклеїнових кислот, які кодують гомологи та похідні 
будь-якої поліпептидної послідовності, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1, терміни "гомолог" 
та "похідна" мають таке значення, як вказано у даному документі. Також у способах винаходу 45 

використовують послідовності нуклеїнових кислот, які кодують гомологи та похідні ортологів або 
парологів будь-якої поліпептидної послідовності, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1. Гомологи 
та похідні, придатні у способах даного винаходу, мають по суті однакову біологічну та 
функціональну активність з не модифікованим протеїном, похідними якого вони є. 

Наступні варіанти нуклеїнових кислот, придатні для способів винаходу, включають частини 50 

послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, послідовності нуклеїнових 
кислот гібридизовані з послідовностями нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, 
сплайс-варіанти послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, алельні 
варіанти послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, та варіанти 
послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, отримують шляхом 55 

перемішування генів. Терміни гібридна послідовність, сплайс-варіант, алельний варіант та 
перемішування генів описані у даному документі. 

Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, повинні бути 
непроцесованими послідовностями нуклеїнових кислот, з огляду на те, що здійснення способів 
винаходу не залежить від застосування непроцесованих послідовностей нуклеїнових кислот. 60 
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Даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині частини будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної 
у Таблиці A.2 Прикладу 1, або частини послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог, 
паролог або гомолог будь-яких поліпептидних послідовностей, наведених у Таблиці A.2 
Прикладу 1. 5 

Частину послідовності нуклеїнової кислоти отримують, наприклад, шляхом однієї або 
кількох делецій у послідовності нуклеїнової кислоти. Ці частини можна застосовувати у 
ізольованій формі або гібридизувати з іншими кодуючими (або некодуючими) послідовностями з 
метою, наприклад, отримання протеїну, який має декілька активностей. При гібридизуванні з 
іншою кодуючою послідовністю, отриманий під час трансляції поліпептид може бути більшим, 10 

ніж той, що передбачали до частини протеїну. 
Частини придатні у способах винаходу, які кодують SYT поліпептид як вказано у даному 

документі, та мають по суті однакову біологічну активність з поліпептидними послідовностями, 
наведеними у Таблиці A.2 Прикладу 1. Бажано, частиною є частина будь-якої послідовності 
нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1, або частина послідовності нуклеїнових 15 

кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-якої поліпептидної послідовності, наведеної у 
Таблиці A.2 Прикладу 1. Бажано довжина частини, збільшується у порядку переважності на 
щонайменше 100, 125, 150, 175, 200 або 225 послідовних нуклеотидів, бажано на щонайменше 
250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450 або 475 послідовних нуклеотидів, більш бажано 
щонайменше на 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700 або 725 послідовних нуклеотидів, 20 

або довжина дорівнює довжині SYT послідовності нуклеїнової кислоти, послідовних нуклеотидів 
будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1, або 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-якої поліпептидної 
послідовності, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1. Бажано, частиною є частина нуклеїнової 
послідовності, яка кодує поліпептидну послідовність поліпептиду, який містить між N-кінцем та 25 

C-кінцем: (i) SNH домен амінокислотна ідентичність якого збільшується у порядку переважності 
на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO: 
262; та (ii) Met-збагачений домен; та (iii) QG-збагачений домен. Бажано, SNH домен містить 
найбільш консервативні залишки, представлені SEQ ID NO: 263, та показані на чорному фоні на 30 

Фіг. 5. Найбільш бажано частиною є частина послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NO: 120. 
Іншим варіантом послідовності нуклеїнової кислоти придатним у способах винаходу є 

послідовність нуклеїнової кислоти, яка здатна до гібридизації, в умовах пониженої жорсткості, 
бажано у жорстких умовах, з послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид як 
вказано у даному документі, або з частиною як вказано у даному документі. 35 

Даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині послідовності нуклеїнової кислоти, яка здатна до гібридизації з 
будь-якою послідовністю нуклеїнових кислот, наведеною у Таблиці A.2 Прикладу 1, або який 
включає введення та експресію у рослині послідовності нуклеїнової кислоти, яка здатна до 
гібридизації з послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує ортолог, паролог або гомолог будь-40 

якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1. 
Гібридні послідовності придатні у способах винаходу кодують SYT поліпептид як вказано у 

даному документі, та мають по суті однакову біологічну активність з поліпептидними 
послідовностями, наведеними у Таблиці A.2 Прикладу 1. Бажано, гібридні послідовності здатні 
до гібридизації з будь-якою послідовністю нуклеїнових кислот, наведеною у Таблиці A.2 45 

Прикладу 1, або частиною будь-якої з цих послідовностей, частиною як визначено вище, або у 
даному документі гібридна послідовність здатна до гібридизації з послідовністю нуклеїнових 
кислот, яка кодує ортолог або паролог будь-якої поліпептидної послідовності, наведеної у 
Таблиці A.2 Прикладу 1. Бажано, гібридна послідовність здатна до гібридизації з послідовністю 
нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептидну послідовність, яка містить між N-кінцем та C-кінцем: 50 

(i) SNH домен, амінокислотна ідентичність якого збільшується у порядку переважності на 
щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO: 
262; та (ii) Met-збагачений домен; та (iii) QG-збагачений домен. Бажано, SNH домен містить 
найбільш консервативні залишки, представлені SEQ ID NO: 263, та показан на чорному фоні на 55 

Фіг. 5, Найбільш бажано, гібридна послідовність здатна до гібридизації з послідовністю 
нуклеїнової кислоти, представленої SEQ ID NO: 120 або її частиною.  

Інший варіант послідовності нуклеїнової кислоти придатний у способах винаходу є сплайс-
варіантом, який кодує SYT поліпептид, як вказано у даному документі вище, сплайс-варіантом 
як вказано у даному документі. 60 
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Даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині сплайс-варіанту будь-якої послідовності нуклеїнової кислоти 
наведеною у Таблиці A.2 Прикладу 1, або який включає введення та експресію у рослині 
сплайс-варіанту послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує ортолог, паролог або гомолог 
будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1. 5 

Бажними сплайс-варіантами є сплайс-варіанти послідовності нуклеїнової кислоти, 
представленої SEQ ID NO: 120, або сплайс-варіант послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
ортолог або паролог SEQ ID NO: 121. Бажано, сплайс-варіантом є сплайс-варіант послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептидну послідовність, яка містить між N-кінцем та C-кінцем: 
(i) SNH домен, амінокислотна ідентичність якого збільшується у порядку переважності на 10 

щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO: 
262; та (ii) Met-збагачений домен; та (iii) QG-збагачений домен. Бажано, SNH домен містить 
найбільш консервативні залишки, представлені SEQ ID NO: 263, та показан та чорному фоні на 
Фіг. 5.  15 

Іншим варіантом послідовності нуклеїнової кислоти придатним у способах винаходу є 
алельний варіант послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид як вказано у 
даному документі вище, алельний варіант як вказано у даному документі.  

Даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині алельного-варіанту будь-якої послідовності нуклеїнової 20 

кислоти наведеною у Таблиці A.2 Прикладу 1, або який включає введення та експресію у 
рослині алельного-варіанту послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує ортолог, паролог або 
гомолог будь-якої послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1. 

Алельні варіанти придатні у способах даного винаходу мають по суті однакову біологічну 
активність з SYT поліпептидом SEQ ID NO: 121 та будь-якою поліпептидною послідовністю, 25 

наведеною у Таблиці A.2 Прикладу 1. Алельні варіанти існують у природі, та даний винахід 
стосується способів застосування йих природних алелей. Бажано, алельний варіант є алельним 
варіантом SEQ ID NO: 120 або алельним варіантом послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
ортолог або паролог SEQ ID NO: 121. Бажано, алельний варіант є алельним варіантом 
поліпептидної послідовності, яка містить між N-кінцем та C-кінцем: (i) SNH домен, амінокислотна 30 

ідентичність якого збільшується у порядку переважності на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO: 262; та (ii) Met-збагачений домен; та 
(iii) QG-збагачений домен. Бажано, SNH домен містить найбільш консервативні залишки, 
представлені SEQ ID NO: 263, та показані на чорному фоні на Фіг.5. 35 

Перемішування генів або спрямовану еволюцію також використовують для отримання 
варіантів послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, як зазначено вище, 
термін "перемішування генів" є таким як вказано у даному документі. 

Даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, який включає 
введення та експресію у рослині варіанту будь-якої послідовності нуклеїнової кислоти, 40 

наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1, або який включає введення та експресію у рослині 
варіанту послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує ортолог, паролог або гомолог будь-якої 
послідовності нуклеїнових кислот, наведеної у Таблиці A.2 Прикладу 1, де варіант послідовності 
нуклеїнової кислоти отримують шляхом перемішування генів. 

Бажано, варіант послідовності нуклеїнової кислоти отримують шляхом перемішування генів, 45 

які кодують поліпептидну послідовність, яка містить між N-кінцем та C-кінцем: (i) SNH домен, 
амінокислотна ідентичність якого збільшується у порядку переважності на щонайменше 20 %, 
25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO: 262; та (ii) Met-збагачений 
домен; та (iii) QG-збагачений домен. Бажано, SNH домен містить найбільш консервативні 50 

залишки, представлені SEQ ID NO: 263, та показані на чорному фоні на Фіг. 5. 
Більш того, варіанти послідовності нуклеїнової кислоти також отримують шляхом сайт-

спрямованого мутагенезу. Існує декілька способів здійснення сайт-спрямованого мутагенезу, 
найбільш поширеними є способи на основі ПЛР (Current Protocols in Molecular Biology. Wiley 
Eds.). 55 

Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди можуть мати природне або 
штучне походження. Послідовність нуклеїнової кислоти можна модифікувати з її нативної 
форми у композиції та/або геномного оточення за допомогою людського втручання. Бажано 
послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, має рослинне походження, більш 
бажано походить від дводольної рослини, більш бажано від родини Brassicaceae, найбільш 60 
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бажано послідовність нуклеїнової кислоти походить від Arabidopsis thaliana. 
Здійснення способів винаходу, тобто, збільшення експресії у рослині: (i) послідовності 

нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми 
(SYT), надає рослині збільшені показники врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною 5 

експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Терміни "врожайність" та "вихід 
насіння" більш детально описані у розділі "визначення термінів" у даному документі. 

Щодо зернових збільшення врожайності включає одне або кілька з наступних: збільшена 
кількість рослин на гектар або акр, збільшена кількість колосків на рослину, збільшена кількість 10 

рядів, кількість зерна на ряд, вага зерна, вага тисячі зерен, довжина колосу/діаметр колосу, 
збільшення ступеню наповнення зерна (означає кількість наповненого зерна поділена на 
загальну кількість зерна та помножена на 100). У випадку рису, наприклад, збільшення 
врожайності включає одне або кілька з наступних: збільшена кількість рослин на гектар або акр, 
збільшена кількість волоті на рослину, збільшена кількість колосків на волоть, кількість квітів (у 15 

суцвітті) на волоть (що виражається співвідношенням кількості наповненого насіння до кількості 
первинної волоті), збільшення ступеню наповнення зерна (означає кількість наповненого зерна 
поділена на загальну кількість зерна та помножена на 100), підвищення маси тисячі зерен. 

Здійснення способів винаходу, тобто, збільшення експресії у рослині: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) 20 

послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми 
(SYT), налає рослині підвищені показники врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною 
експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. Бажано підвищені показники 
врожайності включають наступні: (i) підвищена рання сила; (ii) підвищена біомаса надземної 25 

частини рослини; (iii) підвищений загальний вихід насіння на рослину; (iv) підвищений показник 
наповнення насіння; (v) підвищена кількість (наповненого) насіння; (vi) підвищений індекс 
врожайності; або (vii) підвищена маса тисячі зерен (TKW). 

З огляду на те, що трансгенні рослини даного винаходу мають підвищені показники 
врожайності, то ймовірно, що ці рослини швидше ростуть (протягом щонайменше частини їх 30 

життєвого циклу), у порівнянні з швидкістю росту контрольних рослин на відповідній стадії їх 
життєвого циклу. 

"Контрольна рослина" може включати, як зазначено у розділі "визначення термінів", 
відповідні дикі рослини, або відповідні рослини, що не містять потрібного гену, або відповідні 
рослини з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 35 

поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. "Контрольна 
рослина" як використано у даному документі, відноситься не тільки до цілої рослини, а й до 
частин рослин, включаючи насіння та частини насіння. 

Підвищена швидкість росту може стосуватись однієї або кількох частин рослини (включаючи 
насіння), або може стосуватись всієї рослини. Рослини з підвищеною швидкістю росту можуть 40 

мати коротший життєвий цикл. Під життєвим циклом розуміють час потрібний, щоб вирости з 
сухого зрілого зерна до стадії, коли з рослини отримують сухі зрілі зерна, подібні до вихідного 
матеріалу. На життєвий цикл можуть впливати такі фактори як рання сила, швидкість росту, 
індекс зеленості, час цвітіння та швидкість дозрівання зерна. Збільшення швидкості росту може 
траплятись на одній або кількох стадіях життєвого циклу рослини або протягом всього 45 

життєвого циклу. Збільшення швидкості росту протягом ранніх стадій життєвого циклу рослини 
може викликати збільшення (ранньої) сили. Збільшення швидкості росту може змінити цикл 
врожаю рослини, що дозволяє пізніше висівати та/або раніше збирати врожай ніж це було б 
можливо (такий самий ефект отримують при більш ранньому часі цвітіння; затримка у цвітінні 
зазвичай є небажаною характеристикою у зернових). Якщо швидкість росту є значно 50 

підвищеною, це може дозволити збирання декількох врожаїв одного виду рослин(наприклад, 
сіють та збирають рис, після чого сіють та збирають наступний врожай рису протягом одного 
звичайного періоду росту). Також, якщо швидкість росту є значно підвищеною, це може 
дозволити збирання декількох врожаїв декількох видів рослин (наприклад, сіють та збирають 
зернові, після чого, наприклад, сіють та необов'язково збирають сою, картоплю або будь-яку 55 

іншу придатну рослину). Також можливо збирання додаткових врожаїв з одного кореневища у 
випадку деяких зернових. Зміна циклу врожаю рослини може привести до збільшення виходу 
річної біомаси на акр (завдяки збільшеній кількості разів (на рік), коли будь-яку рослину можна 
виростити та зібрати врожай). Збільшення швидкості росту також може дозволити 
культивування трансгенних рослин у більш широкому географічному діапазоні у порівнянні з 60 
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такими ж рослинами дикого типу, з огляду на те, що територіальні обмеження для вирощування 
зернових зазвичай визначаються несприятливими умовами навколишнього середовища або під 
час садіння (ранній сезон) або під час збирання врожаю (пізній сезон). Таких несприятливих 
умлов можна уникнути при скороченому циклі врожаю. Швидкість росту визначають шляхом 
вимірювання різноманітних параметрів по кривій росту, такими параметрами серед інших 5 

можуть бути: T-Mid (час, потрібний рослині для досягнення нею 50 % свого максимального 
розміру) та T-90 (час, потрібний рослині для досягнення нею 90 % свого максимального 
розміру).  

Згідно з бажаним варіантом здійснення винаходу, способи винаходу надають рослині 
підвищену швидкість росту у порівнянні з контрольними рослинами. Таким чином, даний винахід 10 

стосується способу підвищення швидкості росту рослин, який включає збільшення експресії у 
рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту 
(GRF); та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної 
саркоми (SYT), де рослини мають підвищену швидкість росту у порівнянні з рослинами з 
підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; 15 

або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. 
Підвищені показники врожайності з'являються у рослині або коли рослина знаходиться не в 

стресових умовах, або коли піддається різним стресам, у порівнянні з контрольними рослинами, 
вирощеними у відповідних умовах. Рослини зазвичай ростуть повільніше внаслідок стресу. В 
умовах сильного стресу рослина може взагалі припинити рости. Незначний стрес з іншого боку 20 

розглядають у даному документі як будь-який стрес, якому піддається рослина, який не 
викликає повної зупинки росту рослини, без можливості відновити його. Незначний стрес у 
розумінні винаходу приводить до зменшення росту рослин, підданих стресу, менше ніж на 40 %, 
35 % або 30 %, бажано менше ніж на 25 %, 20 % або 15 %, більш бажано менше ніж на 14 %, 
13 %, 12 %, 11 % або 10 % або менше у порівнянні з контрольною рослиною, яка не 25 

піддавалась стресу. Завдяки перевагам сільськогосподарської обробки (зрошення, 
удобрювання, обробка пестицидами) сильний вплив стресу не часто впливає на культивування 
зернових. Внаслідок цього, компромісний ріст викликаний незначним стресом зазвичай є 
небажаним для сільського господарства. Незначним стресом є щоденній біотичний та/або 
абіотичний (навколишнє середовище) стрес якому піддається рослина. Абіотичний стрес 30 

виникає внаслідок засухи або надлишку води, анаеробний стрес, сольовий стрес, хімічна 
токсичність, окислювальний стрес та спека, холодна температура або заморозки. Абіотичний 
стрес можу бути осмотичним, викликаний водним стресом (зокрема внаслідок засухи), 
сольовим, окислювальним або іонним. Біотичний стрес зазвичай викликається патогенами, 
такими як бактерії, віруси, гриби, нематоди та комахи. Термін "не стресові" умови, як 35 

використано у даному документі, означає такі умови навколишнього середовища, які 
дозволяють оптимальний ріст рослин. Фахівцям у галузі відомі нормальні показники ґрунту та 
кліматичні умови для певної території. 

Здійснення способів винаходу надає рослині, яка росте у не стресових умовах або при 
незначному стресі, підвищені показники врожайності, у порівнянні з контрольними рослинами у 40 

відповідних умовах. Таким чином, даний винахід стосується способу підвищення показників 
врожайності рослин, які ростуть при не стресових умовах або при незначному стресі, де спосіб 
включає збільшення експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 
кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), де рослини мають підвищені 45 

показники врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує SYT поліпептид, які вирощували у відповідних умовах. 

Здійснення способів даного винаходу приводить у рослин, які вирощували в умовах 
абіотичного стресу, до збільшення показників врожайності у порівнянні з контрольними 50 

рослинами, які вирощували у відповідних стресових умовах. Як зазначено Wang et al. (Рослинаa 
(2003) 218: 1-14), абіотичний стрес приводить до ряду морфологічних, фізиологічних, 
біохімічних та молекулярних змін, які негативно впливають на ріст та продуктивність рослин. 
Засуха, мінералізація, крайні температури та окислювальний стрес є взаємопов'язаними та 
пожуть негативно вплинути на ріст та клітини за подібними механізмами. Rabbani et al. (Plant 55 

Physiol (2003) 133: 1755-1767) описує особливо високий рівень "взаємного впливу" між засухою 
та мінералізацією. Наприклад, засуха та/або мінералізація перш за все впливають внаслідок 
осмотичного стресу, який призводить до руйнування гомеостазу та розподілення іонів у клітині. 
Окислювальний стрес, який зазвичай супроводжується високими або низькими температурами, 
мінералізацією або засухою, може призвести до денатурації функціональних або структурних 60 
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протеїнів. Внаслідок цього, ці різноманітні стресові умови середовища зазвичай активують 
однакові сигнальні шляхи у клітинах та клітинні відповіді, такі як вироблення стресових 
протеїнів, апрегуляція антиоксидантів, акумуляція сумісних розчинних речовин та затримка 
росту. З огляду на те, що різноманітні стресові умови середовища активують однакові шляхи, 
здійснення даного винаходу в умовах засухи не повинно розглядатись як обмеження тільки 5 

засухою, стосовно підвищення показників врожайності у порівнянні з контрольними рослинами, 
які вирощували у відповідних умовах, взагалі при абіотичному стресі.  

Термін "абіотичний стрес" як вказано у даному документі, стосується будь-якого водного 
стресу (внаслідок засухи або надлишку води), анаеробного стресу, сольового стресу, 
температурного стресу (внаслідок високих, низьких температур або заморозків), хімічної 10 

токсичності та окислювального стресу. Згідно з одним варіантом здійснення винаходу, 
абіотичний стрес є осмотичним стресом, вибраним з водного стресу, сольового стресу, 
окислювального стресу та іонного стресу. Бажано, водним стресом є засуха. Термін сольовий 
стрес не обмежується тільки звичайною сіллю (NaCl), проте може бути стресом викликаним 
однією або кількома з наступних солей: NaCl, KCl, LiCl, MgCl2, CaCl2. 15 

Здійснення способів винаходу надає рослині підвищених показників врожайності, в умовах 
абіотичного стресу у порівнянні з контрольними рослинами, які вирощували у відповідних 
умовах. Таким чином, даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності 
рослин в умовах абіотичного стресу, де спосіб включає збільшення експресії у рослині: (i) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та 20 

(ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми 
(SYT), де рослини мають підвищені показники врожайності у порівнянні з рослинами з 
підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; 
або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, які вирощували у 
відповідних умовах. 25 

Іншим прикладом абіотичного стресу є знижена доступність однієї або кількох харчових 
речовин, потрібних рослині для росту та розвитку. Внаслідок сильного впливу ефективності 
поглинання харчових речовин на врожайність рослини та якість продукту, поле обробляють 
великою кількістю добрива для оптимізації росту та якості. Продуктивність рослин зазвичай 
обмежується трьома головними споживними речовинами: фосфор, калій та азот. Таким чином, 30 

головним споживним елементом потрібним рослині для росту є азот (N). Він є компонентом 
числених важливих сполук, які знаходяться у живих клітинах, включаючи амінокислоти, протеїни 
(ферменти), нуклеїнові кислоти та хлорофіл. Азот складає від 1,5 % дo 2 % сухої маси рослини 
та приблизно 16 % загального протеїну рослини. Таким чином, доступність азоту є головним 
обмежуючим фактором для росту та продуктивності зернових (Frink et al. (1999) Proc Natl Acad 35 

Sci USA 96(4): 1175-1180), та також має найбільший вплив на накопичення протеїну та 
композиції амінокислот. Тому, рослини з підвищеними показниками врожайності, при 
вирощуванні в умовах дефіциту азоту, знаходяться у цетрі уваги.  

Здійснення способів винаходу надає рослині, яку вирощують в умовах зниженої доступності 
споживних речовин, зокрема в умовах пониженої доступності азоту, підвищені показники 40 

врожайності у порівнянні з контрольними рослинами, які вирощували у відповідних умовах. 
Тому, даний винахід стосується способу підвищення показників врожайності рослин, які 
вирощують в умовах пониженої доступності споживних речовин, бажано пониженої доступності 
азоту, де спосіб включає збільшення експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, 
яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту (GRF); та (ii) послідовності нуклеїнових 45 

кислот, яка кодує поліпептид транслокації синовіальної саркоми (SYT), де рослини мають 
підвищені показники врожайності у порівнянні з рослин з підвищеною експресією однієї з: (i) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує SYT поліпептид, які вирощували у відповідних умовах. Понижена доступність 
споживних речовин може бути результатом дефіциту або надлишку споживних речовин, якці 50 

серед інших включають такі як азот, фосфати та інші фосфоро-вмісні сполуки, калій, кальцій, 
кадмій, магній, марганець, залізо та бор. Бажано, пониженою доступністю споживних речовин є 
понижена доступність азоту. 

Даний винахід включає рослини або частини рослин (включаючи насіння) або їх клітини, 
одержані за способами даного винаходу. Рослини або їх частини або клітини містять (i) 55 

ізольований трансген нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид Фактору Регулювання Росту 
(GRF); та (ii) ізольований трансген нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид транслокації 
синовіальної саркоми (SYT). 

Як зазначалось вище, бажаним способом підвищення експресії: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 60 
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кодує SYT поліпептид, є введення та експресія у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, 
яка кодує GRF поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. 
Тому, даний винахід стосується способу підвищення показники врожайності рослин, який 
включає введення та експресію у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 
поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, де рослини 5 

мають підвищені показники врожайності у порівнянні з рослин з підвищеною експресією однієї з: 
(i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид. 

Способи введення та експресії двох або кількох трансгенів (також називають стекінгом генів) 
у трансгенні рослини є добре відомими у галузі (дивитись, наприклад, огляд Halpin (2005) Plant 10 

Biotech J (3): 141-155. Gene stacking здійснюється шляхом повторювальних стадій, де два або 
кілька трансгени послідовно вводять у рослину шляхом схрещування рослини, яка містить один 
транс ген, з рослинами, які містять інші трансгени, або альтернативно, шляхом ре-
трансформування (або супер трансформування) рослини, яка містить один трансгенними 
генами.  15 

Даний винахід стосується способу збільшення показників врожайності рослин, де спосіб 
включає послідовне введення та експресію у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка 
кодує GRF поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, де 
рослини мають підвищені показники врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною 
експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) 20 

послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид.  
Бажано, послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) послідовно вводять та екс пресують 

шляхом схрещування. Схрещування здійснюють між батьківською рослиною жіночої статі, яка 
експресує ізольовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, та 
батьківською рослиною чоловічої статі, яка містить введену та експресовану ізольовану 25 

послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, або реципрокно, та шляхом 
відбору потомства за наявністю та експресією обох трансгенів. Тому, даний винахід стосується 
способу підвищення показники врожайності рослин, шляхом схрещування батьківської рослини 
жіночої статі, яка містить введену та експресовану ізольовану послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка кодує GRF поліпептид, та батьківською рослиною чоловічої статі, яка містить 30 

введену та експресовану ізольовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, або реципрокно, та шляхом відбору потомства за наявністю та експресією обох 
трансгенів., у даному документі вказані рослини мають підвищені показники врожайності у 
порівнянні з батьківськими рослинами, або будь-якими іншими контрольними рослинами як 
вказано у даному документі. 35 

Альтернативно, послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) послідовно вводять та екс 
пресують шляхом пере-трансформації. Пере-трансформацію здійснюють шляхом введення та 
експресії послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, у рослині, частині 
рослини або рослинній клітині, яка містить введену та експресовану послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка кодує SYT поліпептид, або реципрокно, та шляхом відбору потомства за наявністю 40 

та експресією обох трансгенів. Тому, даний винахід стосується способу підвищення показники 
врожайності рослин, шляхом пере-трансформації, здійсненої шляхом введення та експресії 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид у рослині, частині рослини або 
рослинній клітині, яка містить введену та експресовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує SYT поліпептид, або реципрокно, та шляхом відбору потомства за наявністю та 45 

експресією обох трансгенів, у даному документі вказані рослини мають підвищені показники 
врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка 
кодує SYT поліпептид, або будь-якої іншої контрольної рослини як вказано у даному документі. 

Альтерантивно, стекінг генів здійснюють шляхом багаторазової трансформації, або спів-50 

трансформації, що є швидшим та застосовується у всіх технологіях трансформації, як описано у 
розділі "визначення термінів" у даному документі.  

При здійсненні трансформації Agrobacterium, наприклад, трансгени (щонайменше два) 
можуть бути наявні у певній кількості конформацій, що відомо у галузі, деякі з яких наведені 
нижче: 55 

(i) кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти гібридизують для утворення одного 
поліпептиду під час трансляції, та поміщають під контроль єдиного промотера;  

(ii) кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти послідовно поміщають нижче єдиного 
промотера, відділеного сигнальними послідовностями нуклеїнової кислоти, які впливають на 
синтез мРНК (сайти входу внутрішньої рибосоми IRES, 2A переривчасті сигнали, тощо), або 60 
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синтез поліпептиду (полі протеїни, відділені сайтами субстрату протеази, тощо); 
(iii) кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти незалежно контролюються окремими 

промотерами, та комбінації промотер-кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти розташовані в 
одній Т-ДНК; 

(iv) кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти незалежно контролюються окремими 5 

промотерами, та комбінації промотер-кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти розташовані у 
різних Т-ДНК однієї плазміди; 

(v) кодуючі послідовності нуклеїнової кислоти незалежно контролюються окремими 
промотерами, та комбінації промотер-кодуюча послідовність розташовані у різних Т-ДНК різних 
плазмід одного або різних штамів Agrobacterium. 10 

При здійсненні прямої генетичної трансформації, використовуючи системи фізичної або 
хімічної доставки (наприклад, бомбардування мікрочастинками, PEG, електропорація, ліпосома, 
скляні голки, тощо), трансгени (щонайменше два) також можуть бути наявні у певній кількості 
конформацій, проте по суті не повинні бути включеними у вектор, здатний до реплікації в агро 
бактеріях або вірусах, проміжних хазяїнів при генетичній трансформації. Два трансгени можуть 15 

входити в одну або кілька молекул нуклеїнової кислоти, проте одночасно використовуватись у 
процесі генетичної трансформації.  

Даний винахід стосується способу збільшення показники врожайності рослин, який включає 
одночасне введення та експресію у рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 
поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, де рослини 20 

мають підвищені показники врожайності у порівнянні з рослин з підвищеною експресією однієї з: 
(i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; або (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид.  

Послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) одночасно введені та експресовані, входять до 
складу однієї або кількох молекул нуклеїнової кислоти. Тому, даного винаходу забезпечує 25 

підвищені показники врожайності рослин, де спосіб включає одночасне введення та експресію у 
рослині: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; та (ii) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, включеної у одну або кілька молекул нуклеїнової 
кислоти, де рослини мають підвищені показники врожайності у порівнянні з рослин з 
підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид; 30 

або (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид.  
Винахід стосується генетичних конструктів та векторів для полегшення введення та/або 

збільшення експресії у рослині послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептиди. 
Генні конструкти можуть бути включеними у комерційно наявні вектори, придатні для 
трансформації у рослини та для експресії бажаного гену у трансформованих клітинах. Винахід 35 

також стосується застосування генного конструкту як вказано у даному документі, у способах 
винаходу. 

Зокрема, даний винахід стосується конструкту, який містить: 
(a) послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептид, як зазначено вище; 
(b) послідовності нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептид, як зазначено вище; 40 

(c) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних збільшувати експресію 
послідовності нуклеїнової кислоти (a) та (b); та необов'язково  

(d) послідовність термінації транскрипції. 
Послідовності нуклеїнових кислот (a) та (b) можуть знаходитись у одній молекулі нуклеїнової 

кислоти, представленої SEQ ID NO: 267 або SEQ ID NO: 268, де молекули нуклеїнової кислоти 45 

кодують поліпептидну послідовність, представлену SEQ ID NO: 269 або SEQ ID NO: 270. 
Термін "контрольна послідовність" та "послідовність термінації" є таким як вказано у даному 

документі. Бажано, є однією з контрольних послідовностей конструкту є конститутивний 
промотер. Прикладом конститутивного промотера є GOS2 промотер, бажано GOS2 промотер 
рису, більш бажано GOS2 промотер, представлений SEQ ID NO: 117.  50 

У одному конструкті, єдину контрольна послідовність використовують для спрямування 
експресії обох послідовностей нуклеїнових кислот (a) та (b), які містяться у одній молекулі 
нуклеїнової кислоти, представленої SEQ ID NO: 267 або SEQ ID NO: 268, де молекула 
нуклеїнової кислоти кодує поліпептидну послідовність, представлену SEQ ID NO: 269 або SEQ 
ID NO: 270.  55 

Даний винахід також стосується суміші конструктів придатної, наприклад, для одночасного 
введення та експресії у рослинах (a) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 
поліпептид, як зазначено вище; та (b) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT 
поліпептид, як зазначено вище, у даному документі щонайменше один конструкт містить: 

(a) послідовність нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, як зазначено вище; 60 
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(b) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних спрямовувати експресію 
послідовності нуклеїнової кислоти (a); та необов'язково  

(c) послідовність термінації транскрипції, 
та де щонайменше один інший конструкт містить: 
(d) послідовність нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид, як зазначено вище; 5 

(e) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних спрямовувати експресію 
послідовності нуклеїнової кислоти (d); та необов'язково  

(f) послідовність термінації транскрипції. 
Бажано, одна з контрольних послідовностей конструкту є конститутивним промотером. 

Прикладом конститутивного промотера є GOS2 промотер, бажано GOS2 промотер рису, більш 10 

бажано GOS2 промотер, представлений SEQ ID NO: 117.  
Винахід також стосується застосування конструкту, який містить: (a) послідовність 

нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, як зазначено вище; та (b) послідовність 
нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, як зазначено вище, суміші конструктів, яка 
містить (a) та (b) як зазначено вище, у способі отримання рослин з підвищеними показниками 15 

врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (a) послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, або (b) послідовності нуклеїнових кислот, яка 
кодує SYT поліпептид, де підвищеними показниками врожайності є одна з наступних: (i) 
підвищена рання сила; (ii) підвищена біомаса надземної частини рослини; (iii) підвищений 
загальний вихід насіння на рослину; (iv) підвищений показник наповнення насіння; (v) підвищена 20 

кількість (наповненого) насіння; (vi) підвищений індекс врожайності; або (vii) підвищена маса 
тисячі зерен (TKW). 

Винахід також стосується рослин, частин рослин або рослинних клітин, трансформованих 
конструктом, який містить: (a) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, як 
зазначено вище; та (b) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, як 25 

зазначено вище, або сумішшю конструктів, яка містить (a) та (b) як зазначено вище. 
Рослини трансформують одним або кількома векторами, які містять будь-які вищеописані 

послідовності нуклеїнових. Фахівцям у галузі відомі генетичні елементи, які повинні бути 
наявними у одному векторі, для вдалої трансформації, відбору та розмноження клітин хазяїна, 
які містять бажану послідовність. Потрібна послідовність є операбельно зв'язаною з однією або 30 

кількома контрольними послідовностями (щонайменше з промотером). 
Переважно, будь-який вид промотера, природній або синтетичний, можна використовувати 

для збільшення експресії послідовності нуклеїнової кислоти. Конститутивний промотер є 
особливо придатним у способах. 

Інші органо-специфічні промотери, наприклад, з переважною експресією у листі, стеблі, 35 

бульбі, меристемі, насінні (ембріоні та/або ендоспермі), є придатними для застосування у 
способах винаходу. Визначення різноманітних видів промоторів наведено у розділі "визначення 
термінів".  

Зрозуміло, що застосування даного винаходу не обмежено: (i) послідовністю нуклеїнових 
кислот, яка кодує GRF поліпептид, представлену SEQ ID NO: 1, з експресію, спрямованою 40 

конститутивним промотером; або (ii) послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує SYT 
поліпептид, представлену SEQ ID NO: 120, з експресією, спрямовану конститутивним 
промотером. 

Необов'язково, у конструкті, введеному у рослину, можуть бути присутніми одна або кілька 
термінаторних послідовностей. Додаткові регуляторні елементи можуть включати енхансери як 45 

транскрипції так і трансляції. Фахівцям у галузі відомі термінатори та енхансери придатні для 
здійснення винаходу. Також можна включати інтрон до 5' не трансльованого регіону (UTR) або у 
кодуючу послідовність для збільшення кількості зрілих сигналів, які накопичують у цитозолі, як 
описано у розділі "визначення термінів". Іншими контрольними послідовностями (окрім 
промотеру, енхансеру, сайленсеру, інтрону, 3'UTR та/або 5'UTR регіонів) можуть бути протеїн 50 

та/або РНК стабілізуючі елементи. Такі послідовності є відомими та їх легко отримують фахівці 
в галузі. 

Генетичні конструкти винаходу можуть також включати ділянку для послідовності реплікації, 
яка потрібна для збереження та/або реплікації специфічного клітинного типу. Одним з прикладів 
є генетичній конструкт який потрібно зберегти у бактеріальній клітині як епісомальний 55 

генетичний елемент (наприклад, молекула плазміни або косміди). Бажані ділянки для реплікації 
включають, проте не обмежуються, f1-ori та colE1. 

Для виявлення вдалого трансферу послідовності нуклеїнових кислот, здійсненого за 
способами винаходу, та/або відбору трансгенних рослин, які містять ці послідовності 
нуклеїнових кислот, бажано використовувати маркерні гени (або репортерні гени). Тому, 60 
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генетичний конструкт може необов'язково містити селективний маркерний ген. Селективні 
маркери більш детально описані у розділі "визначення термінів" у даному документі. 

Відомо, що при стабільній або тимчасовій інтеграції послідовності нуклеїнових кислот у 
рослинні клітини, тільки менша частина клітин приймає чужорідну ДНК та, якщо бажано, 
інтегрує її у геном, в залежності від використаного вектору експресії та технології трансфекції. 5 

Для виявлення та відбору таких інтегрантів зазвичай у клітину хазяїна разом з бажаним геном 
вводять ген, який кодує селективний маркер (один з вищеописаних). Такі маркери 
використовують, наприклад, у мутантах, в яких ці гени є не функціональними, наприклад, 
внаслідок делеції, здійсненою звичайним способом. Більш того, молекули послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує селективний маркер, можна вводити у клітину хазяїна на тому ж 10 

векторі, який містить послідовність, яка кодує поліпептиди винаходу або використовується у 
способах винаходу, або також на окремому векторі. Клітини, стабільно трансфековані введеною 
послідовністю нуклеїнової кислоти, можна ідентифікувати, наприклад, шляхом відбору 
(наприклад, клітини з інтегрованим селективним маркером виживають, у той час як інші клітини 
ні). Маркерні гени можна видалити або вирізати з транс генної клітини, якщо вони вже не 15 

потрібні. Технології видалення маркерних генів є відомими у галузі, придатні технології описані 
вище у розділі "визначення термінів".  

Винахід також стосується способу отримання трансгенних рослин зі збільшеними 
характеристиками врожайності, який включає введення та експресію у рослині: (i) будь-якої 
послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, як вказано у даному документі 20 

вище; та (ii) будь-яку послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, як вказано у 
даному документі вище, де рослини мають підвищені показники врожайності у порівнянні з 
рослинами з підвищеною експресією: (i) будь-якої послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує 
GRF поліпептид, як вказано у даному документі вище; або (ii) будь-яку послідовність 
нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, як вказано у даному документі вище. 25 

Зокрема, даний винахід стосується способу отримання трансгенних рослин з підвищеними 
показниками врожайності у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) 
послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнових 
кислот, яка кодує SYT поліпептид, який включає:  

a. введення та експресію у рослині, частині рослини або рослинній клітині послідовності 30 

нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид, як зазначено вище, під контролем 
конститутивного промотера; та 

b. введення та експресію у рослині, частині рослини або рослинній клітині послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид як зазначено вище, під контролем 
конститутивного промотера; та 35 

c. культивацію рослинної клітини, частини рослини або рослини в умовах, які стимулюють 
ріст та розвиток рослини. 

Послідовність нуклеїнової кислоти (i) може бути будь-якою послідовністю нуклеїнової 
кислоти, здатної кодувати GRF поліпептид, як вказано у даному документі, та послідовністю 
нуклеїнової кислоти (ii) може бути будь-яка послідовність нуклеїнової кислоти, здатна кодувати 40 

SYT поліпептид, як вказано у даному документі.  
Послідовність нуклеїнової кислоти можна вводити безпосередньо у рослинну клітину або у 

рослину (включаючи введення у тканину, орган або будь-яку іншу частину рослини). Згідно з 
переважним варіантом виконання винаходу, послідовність нуклеїнової кислоти бажано вводять 
у рослину шляхом трансформації. Термін "трансформація" більш детально описано у розділі 45 

"визначення термінів" у даному документі. 
Генетично модифіковані рослинні клітини регенерують за відомими фахівцям способами. 

Придатні способи можна знайти у вищенаведених публікаціях S.D. Kung та R. Wu, Potrykus або 
Höfgen та Willmitzer. 

Зазвичай після трансформації, рослинні клітини або клітинні угрупування відбирають за 50 

наявністю одного або кількох маркерів, які кодуються рослино-експресованими генами спів-
трансформованими з бажаним геном, після чого трансформований матеріал регенерують у цілу 
рослину. Для відбору трансформованих рослин, рослинний матеріал, отриманий при 
трансформації, як правило, поміщають у селективні умови, таким чином що трансформовані 
рослини можна було відрізнити від нетрансформованих рослин. Наприклад, насіння, отримане 55 

вищенаведеним способом, саджають та після періоду початкового росту, піддають відбору 
шляхом обприскування. Наступна можливість полягає у вирощуванні насіння, у разі потреби 
після стерилізації, у планшетах з агаром, використовуючи придатний селективний агент, таким 
чином тільки трансформоване насіння виростає у рослини. Альтернативно, трансформовані 
рослини піддають скринінгу на наявність селективного маркеру, такого як описано вище. 60 
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Наступний трансфер ДНК та регенерація, ймовірно трансформованих рослин також можна 
підрахувати, наприклад, використовуючи аналіз Southern analysis, на наявність бажаного гену, 
кількості копій та/або геномної структури. Альтернативно або додатково, рівень експресії 
нововведеної ДНК визначають, використовуючи аналіз Northern та/або Western, обидві 
технології відомі фахівцям у галузі. 5 

Трансформовані рослини розводять багатьма способами, такими як клонування або 
класичне розмноження. Наприклад, перше покоління (або T1) трансформованої рослини 
відділяють та відбирають гомозиготні трансформовані рослини другого покоління (або T2), та 
T2 рослини у подальшому вирощують за класичними способами. Генеровані трансформовані 
організми можуть приймати різну форму. Наприклад, вони можуть бути гібридами 10 

трансформованих клітин та нетрансформованих клітин, клонованими трансформантами 
(наприклад, всі трансформовані клітини містять експресійну касету); щеплення 
трансформованих та нетрансформованих тканин (наприклад, у рослинах, трансформоване 
кореневище прищеплюють на нетрансформований пагін). 

Даний винахід стосується будь-якої рослинної клітини або рослини, отриманої за способами 15 

описаними у даному документі, та до всіх частин рослин та їх потомства. Даний винахід також 
стосується потомства первинно трансформованих або трансфекованих клітин, тканин, органів 
або цілої рослини, отриманих за будь-яким вищенаведеним способом, з умовою, що потомство 
проявляє однакові характеристики генотипу та/або фенотипу з батьківськими рослинами, 
використаними у способах винаходу. 20 

Винахід також стосується клітини хазяїна, яка містить (i) ізольовану послідовність 
нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, як вказано у даному документі вище, 
операбельно зв'язаний з конститутивним промотером; та (ii) ізольовану послідовність 
нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, як вказано у даному документі вище, 
операбельно зв'язаний з конститутивним промотером. Бажаними клітинами хазяїна винаходу є 25 

рослинні клітини. Рослинами хазяїнами послідовності нуклеїнових кислот або вектору, 
використаному у винаході, експресійної касети або конструкту, або вектору, у принципі, є 
переважно всі рослини, здатні синтезувати поліпептиди, використані у способі винаходу. 

Способи винаходу переважно застосовують до будь-яких рослин. Рослини, особливо 
придатні у способах винаходу, включають всі рослини, які належать до суперродини 30 

Viridiplantae, зокрема до однодольних та дводольних рослин, включаючи кормові або фуражні 
бобові, декоративні рослини, харчові культурні рослини, дерева та кущі. Згідно з переважним 
варіантом здійснення, рослинами є культурні рослини. Приклади культурних рослин включають 
сою, соняшник, канолу, люцерну, рапс, бавовну, томати, картоплю та тютюн. Більш бажано, 
рослиною є однодольна рослина. Приклади однодольних рослин включають цукрову тростину. 35 

Ще більш бажано рослиною є зернові. Приклади зернових включають рис, кукурудза, пшеницю, 
ячмінь, просо, ріж, тритикале, сорго та овес. 

Винахід також стосується врожайних рослин рослин, які включають: (i) ізольовану 
послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF (як вказано у даному документі вище); та (ii) 
ізольовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT (як вказано у даному документі 40 

вище), таких як, проте не обмежується насінням, листям, плодами, квітами, стеблом, 
кореневищем, бульбами та цибулинами. Винахід також стосується продуктів, які отримують, 
бажано на пряму отримують, з врожайних частин рослин, таких як сухі шарики або порошки, 
олія, жир та жирні кислоти, крохмаль або протеїни. 

Способи збільшення експресії послідовності нуклеїнових кислот або генів, або генних 45 

продуктів, є добре відомими у галузі та їх приклади наведені у розділі "визначення термінів". 
Як вказано вище, бажаним способом збільшення експресії (i) послідовності нуклеїнових 

кислот, яка кодує GRF поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT 
поліпептид, є введення та експресія у рослині (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує 
GRF поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид; однак 50 

результат здійснення способу, тобто, збільшення показників врожайності, також можна досягти, 
використовуючи інші відомі технології, які включають, проте не обмежуються міченням активації 
т-ДНК, TILLING, гомологічною рекомбінацією. Опис цих технологій наведено у розділі 
"визначення термінів". 

Даний винахід також стосується застосування (i) послідовності нуклеїнових кислот, яка 55 

кодує GRF поліпептиди, як описано у даному документі; та послідовності нуклеїнових кислот, 
яка кодує SYT поліпептиди, як описано у даному документі, та застосування цих GRF 
поліпептидів та SYT поліпептидів для збільшення будь-якої з вищезгаданих показників 
врожайності у рослинах, при нормальних умовах росту, в умовах абіотичного стресу (бажано 
осмотичного стресу), та в умовах пониженої доступності споживних речовин, бажано в умовах 60 
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пониженої доступності азоту. 
Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди та SYT поліпептиди, 

описані у даному документі, або самі поліпептиди, застосовують у програмах розмноження, де 
маркер ДНК може бути генетично зв'язаним з поліпептид-кодуючим геном. Гени/ послідовності 
нуклеїнових кислот або GRF поліпептиди та SYT поліпептиди самі по собі застосовують для 5 

визначення генетичного маркеру. Цей маркер ДНК або протеїну потім використовують у 
програмах розмноження для відбору рослин з підвищеними показниками врожайності, як 
вказано у даному документі вище, у способах винаходу.  

Алельні варіанти гену/послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, та SYT 
поліпептиду також застосовують у програмах маркер-опосередкованогог розмноження. Такі 10 

програми розмноження деколи потребують введення альльного варіанту шляхом мутагенної 
обробки рослин, використовуючи, наприклад, EMS мутагенез; альтернативно, програму можна 
починати зі збору алельних варіантів так званих "природних" випадкових ділянок. Ідентифікацію 
алельних варіантів здійснюють, наприклад, шляхом ПЛР. Після цього здійснюють стадію 
відбору старших алельних варіантів послідовності, що надає підвищені показники врожайності. 15 

Відбір зазвичай здійснюють шляхом моніторингу росту рослин, які містять різні алельні варіанти 
бажаної послідовності. Моніторинг росту здійснюють у теплиці або на полі. Наступні 
необов'язкові стадії включають схрещування рослин, у яких виявили головний алель ний 
варіант, з іншою рослиною. Це здійснюють, наприклад, для отримання комбінації бажаних 
фенотипових характеристик.  20 

Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептиди та SYT поліпептиди, також 
застосовують як зонди для генетичного або фізичного картування генів, частиною яких вони є, 
та як маркерів для створення зв'язків з цими генами. Така інформація є потрібною для 
вирощування рослин з метою створення ліній з бажаними фенотипами. Таке застосування 
послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептид та/або SYT поліпептид, 25 

потребує тільки послідовності нуклеїнової кислоти довжиною щонайменше 15 нуклеотидів. 
Послідовності нуклеїнових кислот, які кодують GRF поліпептид та/або SYT поліпептид, 
застосовують як маркери поліморфізму довжин рестрикційних фрагментів (RFLP). Саузерн 
блотінг (Sambrook J, Fritsch EF and Maniatis T (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual) 
оброблена рестрикціями рослинна геномна ДНК може бути зондована послідовністю 30 

нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид. Отримані моделі бендінга потім піддають 
генетичним аналізам, використовуючи комп'ютерні програми, такі як MapMaker (Lander et al. 
(1987) Genomics 1: 174-181) з метою створення генетичної карти. Окрім цього, послідовності 
нуклеїнових кислот застосовують для зондування Саузерн блотінг, яка містить геномні ДНК, 
розрізані ендонуклеазою, набору індивідуумів, які представляють собою батьківську та 35 

потомства визначеного генетичного схрещування. Записують ізоляцію поліморфізмів ДНК та 
використовують для розрахунку положення послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує 
специфічний поліпептид на генетичній карті, яку отримали використовуючи цю популяцію 
(Botstein et al. (1980) Am. J. Hum. Genet. 32: 314-331). 

Отримання та застосування зондів рослинних генів для генетичного картування описано 40 

Bernatzky та Tanksley (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4: 37-41. Багаточисельні публікації 
описують генетичне картування специфічних клонів кДНК, використовуючи вищевказану 
методологію або її варіації. Наприклад, для картування застосовують F2 популяції 
взаємосхрещення, популяції зворотнього схрещування, популяції, отримані рандомічним 
спарюванням, біляізогенні лінії та інші групи індивідуумів. Такі методології є добре відомими 45 

фахівцям у галузі. 
Зонди послідовності нуклеїнової кислоти також застосовують для фізичного картування 

(тобто, розміщення послідовностей на фізичних картах; дивитись Hoheisel et al. In: Non-
mammalian Genomic Analysis: A Practical Guide, Academic press 1996, pp. 319-346, та посилання 
зазначені у даному документі). 50 

У іншому варіанті здійснення, зонди послідовності нуклеїнової кислоти використовують для 
прямої флуоресценції in situ гібридизації (FISH) картування (Trask (1991) Trends Genet. 7:149-
154). Хоча наявні способи FISH картування переважно використовують великі клони (від 
декількох kb до декількох сотен kb; дивитись Laan et al. (1995) Genome Res. 5:13-20), 
покращення чутливості може дозволити здійснення FISH картування з використанням більш 55 

коротких зондів.  
Різноманіття способів на основі ампліфікації послідовностей нуклеїнової кислоти для 

генетичного та фізичного картування здійснюють, використовуючи послідовності нуклеїнових 
кислот. Приклади включають алель-специфічну ампліфікацію (Kazazian (1989) J. Lab. Clin. Med 
11:95-96), поліморфізм ПЛР-ампліфікованих фрагментів (CAPS; Sheffield et al. (1993) Genomics 60 
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16:325-332), алель-специфічне лігування (Landegren et al. (1988) Science 241:1077-1080), реакції 
подовження нуклеотидів (Sokolov (1990) Nucleic acid sequenсe Res. 18:3671), картування 
опромінених гібридів (Walter et al. (1997) Nat. Genet. 7:22-28) та Happy Mapping (Dear and Cook 
(1989) Nucleic acid sequenсe Res. 17:6795-6807). Для цих способів, послідовність нуклеїнової 
кислоти використовують для розробки та отримання пар праймерів для застосування у реакції 5 

ампліфікації або у реакції подовження праймерів. Розробка таких праймерів є добре відомою 
фахівцям у галузі. У способах, які застосовують генетичне картування на основі ПЛР, потрібно 
ідентифікувати різниці у послідовності ДНК між батьківськими рослинами що схрещували, у 
ділянці, яка відповідає послідовності нуклеїнової кислоти. Ця дія, однак, зазвичай не є 
необхідною для способів картування.  10 

Способи даного винаходу приводять до отримання рослин з підвищеними показниками 
врожайності, як описано у даному документі вище. Ці способи також можно комбінувати з 
іншими економічно переважними способами, такими як подальше збільшення врожайності, 
толерантність до абіотичного та біотичного стресу, толерантність до гербіцидів, інсектицидів, 
способи модифікації різноманітних зовнішніх характеристик та/або біохімічних та/або 15 

фізіологічних характеристик. 
Опис фігур 
Даний винахід у цьому розділі описують за допомогою посилань на наступні фігури, де: 
Фіг. 1 представляє малюнок GRF поліпептиду, представленого SEQ ID NO: 2, який містить 

наступні компоненти: (i) QLQ домен з InterPro повтором IPR014978 (PFAM повтор PF08880); (ii) 20 

WRC домен з InterPro повтором IPR014977 (PFAM повтор PF08879); та (iii) домен ефектору 
транскрипції (ET), який містить три Cys та один His залишки у консервативній ділянці 
(CX9CX10CX2H), розташованій всередині WRC домену. 

Фіг. 2 показує багаточисельне вирівнювання послідовності AlignX (з вектору NTI 10,3, 
Invitrogen Corporation) QLQ домену GRF поліпептидів з Таблиці A.1 (представлених SEQ ID NO: 25 

115 для SEQ ID NO: 2). Консервативні QLQ амінокислотні залишки розташовані на верхньому 
кінці багаточисельного вирівнювання (у дужках на чорному фоні) є E (Glu) та P (Pro). 

Фіг. 3 показує багаточисельне вирівнювання послідовності AlignX (з вектору NTI 10,3, 
Invitrogen Corporation) WRC домену GRF поліпептидів з Таблиці A.1 (представлених SEQ ID NO: 
116 для SEQ ID NO: 2). Консервативні WRC амінокислотні залишки знаходяться в дужках у 30 

консенсусній послідовності. Три Cys та один His залишки у консервативній ділянці 
(CX9CX10CX2H), позначені як домен ефектору транскрипції (ET), в дужках вертикально повздовж 
вирівнювання, та також визначені внизу вирівнювання. Передбачуваний сигнал ядерної 
локалізації (NLS), який входить в WRC домен, підкреслено подвійною рискою.  

Фіг. 4 показує типову структуру домену SYT поліпептидів рослин та тварин. Консервативний 35 

SNH домен розташовано на N-кінці поліпептиду. C-термінальний залишок поліпептиду 
складається з QG-збагаченого домену у рослинних SYT поліпептидів, та з QPGY-збагаченого 
домену у тваринних SYT поліпептидів. Met-збагачений домен зазвичай входить в першу 
половину QG-збагаченого (з N-кінця до C-кінця) у рослин або QPGY-збагаченого домену у 
тварин. Другий Met-збагачений домен знаходиться перед SNH доменом в рослинних SYT 40 

поліпептидах. 
Фіг. 5 багаточисельне вирівнювання N-кінця кількох SYT поліпептидів, використовуючи 

програму багато чисельного вирівнювання VNTI AlignX, на основі модифікованого алгоритму 
ClustalW (InforMax, Bethesda, MD, http://www.informaxinc.com), з похибкою для штрафу за 
відкриття гепу 10 та подовженням гепу 0,05). SNH домен знаходиться з дужках повздовж 45 

рослинних та людських SYT поліпептидів. Остання лінія у вирівнюванні складається з 
консенсусної послідовності, отриманої з вирівняних послідовностей. 

Фіг. 6 показує багаточисельне вирівнювання декількох рослинних SYT поліпептидів, 
використовуючи програму багато чисельного вирівнювання VNTI на основі модифікованого 
алгоритму AlignX ClustalW (InforMax, Bethesda, MD, http://www.informaxinc.com), with default 50 

settings для штрафу за відкриття гепу 10 та подовженням гепу 0,05). Два головні домени, від N-
кінця до C-кінця, знаходяться у дужках та позначені як SNH домен та Met-збагачений/QG-
збагачений домен. Окрім цього, N-кінець Met-збагаченого домену також знаходиться в дужках, 
та положення SEQ ID NO: 90 та SEQ ID NO 91 підкреслені у дужках. 

Фіг. 7 зліва показує волоть рису (Oryza sativa ssp. Japonica cv. Nipponbare), трансформовану 55 

контрольним вектором, та справа волоть рису (Oryza sativa ssp. Japonica cv. Nipponbare), 
трансформовану двома конструктами: (1) послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує GRF 
поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; та (2) послідовністю нуклеїнових 
кислот, яка кодує SYT поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; 

Фіг. 8 показує в першому ряду, зліва направо, 30 зріле насіння рису (Oryza sativa ssp. 60 
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Japonica cv. Nipponbare): 
a. рослин, трансформованих одним конструктом, який містить послідовності нуклеїнових 

кислот, які кодують SYT поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; 
b. рослин, трансформованих двома конструктами: (1) послідовністю нуклеїнових кислот, яка 

кодує a GRF поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; та (2) послідовністю 5 

нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; 
c. рослин, трансформованих одним конструктом, який містить послідовності нуклеїнових 

кислот, які кодують GRF поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; 
d. нульові зиготи (контрольні рослини) з a; 
e. нульові зиготи (контрольні рослини) з c; 10 

Фіг. 9 показує бінарний вектор для збільшення експресії у Oryza sativa послідовності 
нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису, 
або альтернативно для збільшення експресії у Oryza sativa послідовності нуклеїнових кислот, 
яка кодує SYT поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису. 

Фіг. 10 показує детальні приклади послідовностей, придатних для здійснення способів 15 

даного винаходу.  
Приклади 
Даний винахід у даному розділі описують наступними прикладами, які наведені тільки з 

метою ілюстрації. Наступні приклади не обмежують рамки винаходу.  
ДНК маніпуляція: доки не вказано протилежне, технології рекомбінації ДНК здійснювали 20 

згідно з стандартними протоколами, описаними у (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a 
laboratory manual, 3rd Edition Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New York) або у Volumes 
1 and 2 °F Ausubel et al. (1994), Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols. 
Стандартні матеріали та способи для молекулярної роботи з рослинами описані у Plant 
Molecular Biology Labfax (1993) by R.D.D. Croy, опубліковано у BIOS Scientific Publications Ltd 25 

(UK) and Blackwell Scientific Publications (UK). 
Приклад 1: Ідентифікація послідовностей по відношенню до послідовності нуклеїнової 

кислоти, використаної у способах винаходу. 
Послідовності (непроцесована кДНК, EST або геномна) по відношенню до послідовності 

нуклеїнової кислоти, використаної у способах винаходу, ідентифікували серед тих, що 30 

знаходяться у базі даних Entrez Nucleotides у національному центрі біотехнологічної інформації 
(NCBI), інструменти пошуку послідовностей у базі даних, такі як Basic Local Alignment Tool 
(BLAST) (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; and Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 
25:3389-3402). Для знаходження ділянок локальної схожості між послідовностями 
використовують програму порівняння послідовностей нуклеїнових кислот або поліпептидних 35 

послідовностей з послідовностями бази даних та шляхом розрахунку статистичного значення 
сумісності. Наприклад, поліпептид, який кодується послідовністю нуклеїнової кислоти даного 
винаходу, використовували для алгоритму TBLASTN, параметрами по замвчуванню та 
фільтром для ігнорування послідовностей з низькою складністю. Результати аналізів оцінювали 
за допомогою попарного порівняння та розташовували в ряд згідно з ймовірним значенням (E-40 

значення), де значення відображує можливість, що певне вирівнювання може з'явитись 
випадково (чим нижче E-значення, тим значніший пік). Окрім E-значень, порівняння також 
розраховували у процентах. Процентне значення стосується кількості ідентичних нуклеотидів 
(або амінокислот) між двома порівнювальними послідовностями нуклеїнової кислоти (або 
поліпептидними) послідовностями певної довжини. У деяких випадках, параметри похибки 45 

встановлюють з метою модифікування жорсткості умов. Наприклад, E-значення можна 
збільшити для показання менш жорстких значень. Таким чином, можна ідентифікувати короткі 
чіткі пари.  

Таблиця A.1 наводить перелік послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують GRF 
поліпептиди, придатних для застосування у способах даного винаходу. Таблиця A.2 наводить 50 

список послідовностей нуклеїнових кислот, які кодують SYT поліпептиди, придатні для 
застосування у способах даного винаходу. 
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Таблиця A.1: 
 

Приклади GRF поліпептидних послідовностей та кодуючих послідовностей нуклеїнових кислот: 
 

Назва  
Організм 
джерело 

Нуклеїнова 
кислота  

SEQ ID NO:  

Поліпептид  
SEQ ID NO:  

База даних 
повторів 

Arath_GRF_At3G13960,1 
Arabidopsis 
thaliana 

1 2 AT3G13960,1 

Arath_GRF_At2G06200,1 
Arabidopsis 
thaliana 

3 4 At2G06200,1 

Arath_GRF_At2G22840,1 
Arabidopsis 
thaliana 

5 6 At2G22840,1 

Arath_GRF_At2G36400,1 
Arabidopsis 
thaliana 

7 8 At2G36400,1 

Arath_GRF_At2G45480,1 
Arabidopsis 
thaliana 

9 10 At2G45480,1 

Arath_GRF_At3G52910,1 
Arabidopsis 
thaliana 

11 12 At3G52910,1 

Arath_GRF_At4G24150,1 
Arabidopsis 
thaliana 

13 14 At4G24150,1 

Arath_GRF_At4G37740,1 
Arabidopsis 
thaliana 

15 16 At4G37740,1 

Arath_GRF_At5G53660,1 
Arabidopsis 
thaliana 

17 18 At5G53660,1 

Aqufo_GRF 

Aquilegia 
formosa x 
Aquilegia 
pubescens 

19 20 
DT756681,1 
DR946716,1 

Brana_GRF 
Brassica 
napus 

21 22 
CN730217,1 
ES922527 

Horvu_GRF 
Hordeum 
vulgare 

23 24 AK250947,1 

Lyces_GRF 
Lycopersicon 
esculentum 

25 26 BT013977,1 

Medtr_GRF 
Medicago 
truncatula 

27 28 AC144645,17 

Medtr_GRF like 
Medicago 
truncatula 

29 30 AC174350,4 

Orysa_GRF_Os02g47280,2 Oryza sativa 31 32 Os02g47280,2 

Orysa_GRF_Os02g53690,1 Oryza sativa 33 34 Os02g53690,1 

Orysa_GRF_Os03g51970,1 Oryza sativa 35 36 Os03g51970,1 

Orysa_GRF_Os04g48510,1 Oryza sativa 37 38 Os04g48510,1 

Orysa_GRF_Os04g51190,1 Oryza sativa 39 40 Os04g51190,1 

Orysa_GRF_Os06g02560,1 Oryza sativa 41 42 Os06g02560,1 

Orysa_GRF_Os11g35030,1 Oryza sativa 43 44 Os11g35030,1  

Orysa_GRF_Os12g29980,1 Oryza sativa 45 46 Os12g29980,1 

Oyrsa_GRF_Os03g47140,1 Oryza sativa 47 48 Os03g47140,1 

Orysa_GRF_gi_115447910_ref_NM_001054270,1 Oryza sativa 49 50 NM_001054270,1 

Orysa_GRF_gi_115460325_ref_NM_001060298,1 Oryza sativa 51 52 NM_001060298,1 

Orysa_GRF_gi_115471984_ref_NM_001066126,1 Oryza sativa 53 54 NM_001066126,1 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XIV.39 
Populus 
tremuloides 

55 56 lcl_scaff_XIV.39 

Poptr_GRF_lcl_scaff_II.1070 
Populus 
tremuloides 

57 58 lcl_scaff_II.1070 

Poptr_GRF_lcl_scaff_I.1018 
Populus 
tremuloides 

59 60 lcl_scaff_I.1018 

Poptr_GRF_lcl_scaff_28,10 
Populus 
tremuloides 

61 62 lcl_scaff_28,10 

Poptr_GRF_lcl_scaff_I.995 
Populus 
tremuloides 

63 64 lcl_scaff_I.995 

Poptr_GRF_lcl_scaff_III.741 
Populus 
tremuloides 

65 66 lcl_scaff_III.741 
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Poptr_GRF_lcl_scaff_VII.1274 
Populus 
tremuloides 

67 68 lcl_scaff_VII.1274 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XII.277 
Populus 
tremuloides 

69 70 lcl_scaff_XII.277 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XIII.769 
Populus 
tremuloides 

71 72 lcl_scaff_XIII.769 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XIV.174 
Populus 
tremuloides 

73 74 lcl_scaff_XIV.174 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XIV.51 
Populus 
tremuloides 

75 76 lcl_scaff_XIV.51 

Poptr_GRF_lcl_scaff_XIX.480 
Populus 
tremuloides 

77 78 lcl_scaff_XIX.480 

Poptr_GRF_lcl_scaff_28,309 
Populus 
tremuloides 

79 80 lcl_scaff_28,309 

Poptr_GRF_lcl_scaff_I.688 
Populus 
tremuloides 

81 82 lcl_scaff_I.688 

Sacof_GRF 
Saccharum 
officinarum 

83 84 
CA084837,1 
CA238919,1 
CA122516,1 

Vitvi_GRF Vitis vinifera 85 86 AM468035 

Zeama_GRF10_gi_146008494_gb_EF515849,1 Zea mays 87 88 EF515849,1 

Zeama_GRF11_gi_146008515_gb_EF515850,1 Zea mays 89 90 EF515850,1 

Zeama_GRF12_gi_146008534_gb_EF515851,1 Zea mays 91 92 EF515851,1 

Zeama_GRF13_gi_146008539_gb_EF515852,1 Zea mays 93 94 EF515852,1 

Zeama_GRF14_gi_146008560_gb_EF515853,1 Zea mays 95 96 EF515853,1 

Zeama_GRF1_gi_146008330_gb_EF515840,1 Zea mays 97 98 EF515840,1 

Zeama_GRF2_gi_146008352_gb_EF515841,1 Zea mays 99 100 EF515841,1 

Zeama_GRF3_gi_146008368_gb_EF515842,1 Zea mays 101 102 EF515842,1 

Zeama_GRF4_gi_146008393_gb_EF515843,1 Zea mays 103 104 EF515843,1 

Zeama_GRF5_gi_146008412_gb_EF515844,1 Zea mays 105 106 EF515844,1 

Zeama_GRF6_gi_146008429_gb_EF515845,1 Zea mays 107 108 EF515845,1 

Zeama_GRF7_gi_146008440_gb_EF515846,1 Zea mays 109 110 EF515846,1 

Zeama_GRF8_gi_146008461_gb_EF515847,1 Zea mays 111 112 EF515847,1 

Zeama_GRF9_gi_146008475_gb_EF515848,1 Zea mays 113 114 EF515848,1 

 
Таблиця A.2: 

 
Приклади SYT поліпептидних послідовностей та кодуючих послідовностей нуклеїнових кислот: 

 

Назва  
Організм 
джерело 

Послідов-
ність 

нуклеїнової 
кислоти 

SEQ ID NO 

Трансльо-
вана 

поліпепти-
дна 

послідов-
ність SEQ 

ID NO 

База даних повторів  

Arath_SYT1  
Arabidopsis 
thaliana 

120 121 AY102639,1 

Arath_SYT2  
Arabidopsis 
thaliana 

122 123 AY102640,1 

Arath_SYT3  
Arabidopsis 
thaliana 

124 125 AY102641,1 

Allce_SYT2 Allium cepa 126 127 CF437485 

Aqufo_SYT1 

Aquilegia 
formosa x 
Aquilegia 
pubescens 

128 129 DT758802,1 

Aqufo_SYT2 

Aquilegia 
formosa x 
Aquilegia 
pubescens 

130 131 TA15831_338618 T25K16,15 

Aspof_SYT1 
Aspergillus 
officinalis 

132 133 CV287542 

Betvu_SYT2 Beta vulgaris 134 135 BQ594749,1 BQ594658,1 
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Bradi_SYT3 
Brachypodium 
distachyon 

136 137 DV480064,1 

Brana_SYT1 Brassica napus 138 139 CD823592 

Brana_SYT2 Brassica napa 140 141 CN732814 

Chlre_SYT 
Chlamydomonas 
reinhardtii 

142 143 
BQ814858, 
jgi_Chlre3_194013_estExt_fgenesh2_pg.C_510025 

Citsi_SYT1 Citrus sinensis 144 145 CB290588 

Citsi_SYT2 Citrus sinensis 146 147 CV717501 

Cryja_SYT1 
Cryptomeria 
japonica 

148 149 TA3001_3369 _2 

Curlo_SYT2 Curcuma longa 150 151 TA2676_136217  

Eupes_SYT2 Euphorbia esula 152 153 DV144834 

Frave_SYT2 Fragaria vesca 154 155 DY668312  

Glyma_SYT1,1 Glycine max 156 157 TA55102_3847 

Glyma_SYT1,2 Glycine max 158 159 TA51451_3847 

Glyma_SYT2,1 Glycine max 160 161 BQ612648 

Glyma_SYT2,2 Glycine max 162 163 TA48452_3847 

Glyso_SYT2 Glycine soya 164 165 CA799921 

Gosar_SYT1 
Gossypium 
arboreum 

166 167 BM359324 

Goshi_SYT1 
Gossypium 
hirsutum 

168 169 DT558852 

Goshi_SYT2 
Gossypium 
hirsutum 

170 171 DT563805 

Helan_SYT1 
Helianthus 
annuus 

172 173 TA12738_4232 

Horvu_SYT2 Hordeum vulgare 174 175 CA032350 

Lacse_SYT2 Lactuca serriola 176 177 DW110765 

Lyces_SYT1 
Lycopersicon 
esculentum 

178 179 
AW934450,1 
BP893155,1 

Maldo_SYT2 Malus domestica 180 181 
CV084230 
DR997566 

Medtr_SYT1 
Medicago 
trunculata 

182 183 CA858507,1 

Medtr_SYT2 
Medicago 
trunculata 

184 185 CA858743 BI310799,1 AL382135,1 

Orysa_SYT1 Oryza sativa 186 187 AK058575 

Orysa_SYT2 Oryza sativa 188 189 AK105366 

Orysa_SYT3 Oryza sativa 190 191 BP185008 

Panvi_SYT3 
Panicum 
virgatum 

192 193 DN152517 

Phypa_SYT1,1 
Physcomitrella 
patens 

194 195 TA28566_3218 

Phypa_SYT1,2 
Physcomitrella 
patens 

196 197 TA21282_3218 

Phypa_SYT1,3 
Physcomitrella 
patens 

198 199 TA20922_3218 

Phypa_SYT1,4 
Physcomitrella 
patens 

200 201 TA29452_3218 

Picsi_SYT1 Picea sitchensis 202 203 
DR484100 
DR478464,1 

Pinta_SYT1 Pinus taeda 204 205 DT625916 

Poptr_SYT1 
Populus 
trichocarpa 

206 207 DT476906 

Poptr_SYT2 
Populus 
trichocarpa 

208 209 
scaff_XIV.493 
 

Poptr_SYT1,2 
Populus 
trichocarpa 

210 211 CV257942,1 

Prupe_SYT2 
Prunus  
persica 

212 213 
DT454880,1 
DT455286,1 
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Sacof_SYT1 
Saccharum 
officinarum 

214 215 

CA078249,1 
CA078630 
CA082679 
CA234526 
CA239244 
CA083312 

Sacof_SYT2 
Saccharum 
officinarum 

216 217 CA110367 

Sacof_SYT3 
Saccharum 
officinarum 

218 219 
CA161933,1 
CA265085 

Soltu_SYT1,1 
Solanum 
tuberosum 

220 221 CK265597 

Soltu_SYT1,2 
Solanum 
tuberosum 

222 223 BG590990 

Soltu_SYT3 
Solanum 
tuberosum 

224 225 CK272804  

Sorbi_SYT1 Sorghum bicolor 226 227 TA40712_4558 

Sorbi_SYT2 Sorghum bicolor 228 229 CF482417 CW376917 

Sorbi_SYT3 Sorghum bicolor 230 231 CX611128 

Taxof_SYT2 
Taraxacum 
officinale 

232 233 TA1299_50225 

Taxof_SYT3 
Taraxacum 
officinale 

234 235 TA5000_50225  

Triae_SYT1 Triticum aestivum 236 237 TA105893_4565 

Triae_SYT2 Triticum aestivum 238 239 CD901951 

Triae_SYT3 Triticum aestivum 240 241 
BJ246754  
BJ252709 

Vitvi_SYT1,1 Vitis vinifera 242 243 DV219834 

Vitvi_SYT1,2 Vitis vinifera 244 245 EE108079 

Vitvi_SYT2,1 Vitis vinifera 246 247 EC939550 

Vitvi_SYT2,2 Vitis vinifera 248 249 
EE094148,1 
EC964169,1 

Volca_SYT Volvox carteri 250 251 JGI_CBHO11121,fwdJGI_CBHO11121,rev 

Welmi_SYT 
Welwitschia 
mirabilis 

252 253 DT598761 

Zeama_SYT1 Zea mays 254 255 
BG874129,1 
CA409022,1 

Zeama_SYT2 Zea mays 256 257 AY106697 

Zeama_SYT3 Zea mays 258 259 CO468901 

Homsa_SYT Homo sapiens 260 261 CR542103 

 
З одного боку, пов'язані послідовності були завчасно зібрані та опубліковані дослідницьким 

інститутом, таким як The Institute for Genomic Research (TIGR). База даних ортологів 
еукаріотичних генів (EGO) використовується для визначення таких пов'язаних послідовностей, 
або шляхом пошуку ключового слова, або шляхом використання алгоритму BLAST з бажаною 5 

послідовністю нуклеїнової кислоти або поліпептидною послідовністю. З іншого боку, були 
створені спеціальні бази даних послідовностей нуклеїнових кислот для певних організмів, такі 
як створені інститутом Joint Genome Institute, наприклад, для тополю та Ostreococcus tauri. 

Приклад 2: Вирівнювання поліпептидних послідовностей, придатних для здійснення 
способів винаходу. 10 

Вирівнювання GRF поліпептидних послідовностей  
Множинне вирівнювання послідовності всіх GRF поліпептидних послідовностей у Таблиці 

A.1 здійснювали, використовуючи алгоритм AlignX (з вектору NTI 10,3, Invitrogen Corporation). 
Результати вирівнювання для QLQ домену GRF поліпептидів Таблиці A.1 (представленого SEQ 
ID NO: 115 для SEQ ID NO: 2) показані на Фіг. 2 даної заявки. Консервативні QLQ амінокислотні 15 

залишки розташовані на вершині множинного вирівнювання. Два інші дуже консервативні 
залишки (у дужках на чорному) є E (Glu) та P (Pro). Результати вирівнювання WRC домену GRF 
поліпептидів Таблиці A.1 (представленого SEQ ID NO: 116 для SEQ ID NO: 2) показані на Фіг. 3 
даної заявки. Консервативні WRC амінокислотні залишки показані у дужках у консенсусній 
послідовності. Домен ефектору транскрипції (ET), який містить три Cys та один His залишки у 20 

консервативній ділянці (CX9CX10CX2H), знаходиться у нижній частині послідовності. 
Вирівнювання SYT поліпептидних послідовностей  
Множинне вирівнювання послідовності всіх SYT поліпептидних послідовностей Таблиці A.2 
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здійснювали, використовуючи алгоритм AlignX (на основі модифікованого ClustalW алгоритму; з 
вектору NTI 10,3, Invitrogen Corporation) з похибкою параметрів для штрафу за відкриття гепу 10 
та штрафу за подовження гепу 0,05), та показано на Фіг. 6. Два головних домени, з N-кінця до C-
кінця, знаходяться в дужках та визначені як SNH домен та Met-збагачений/QG-збагачений 
домени. Окрім цього, N-термінальний Met-збагачений домен також знаходиться у дужках. 5 

Результати вирівнювання для SNH домену SYT поліпептидів Таблиці A.2 (представлених 
SEQ ID NO: 115 для SEQ ID NO: 2) показані на Фіг. 5 даної заявки. Найбільш консервативні 
амінокислотні залишки всередині SNH домену, представлені SEQ ID NO: 263, в дужках на 
чорному фоні. 

Приклад 3: Розрахунок загальної процентної ідентичності між поліпептидними 10 

послідовностями, придатними для застосування у способах винаходу  
Загальне процентне співвідношення подібності та ідентичності між непроцесованими 

поліпептидними послідовностями, придатними для здійснення способів винаходу, визначали 
використовуючи один з відомих у галузі способів, MatGAT (Matrix Global Alignment Tool) 
програмне забезпечення (BMC Bioinformatics. 2003 4:29, MatGAT: програма, що утворює матриці 15 

подібності/ідентичності, використовуючи білкові або ДНК послідовності. Campanella JJ, Bitincka 
L, Smalley J; програмне забезпечення власність Ledion Bitincka). MatGAT програмне 
забезпечення утворює матриці подібності/ідентичності для ДНК або білкових послідовностей, 
які не потребують попереднього вирівнювання даних. Програма здійснює серії попарних 
вирівнювань, використовуючи алгоритм загального вирівнювання Маєрса та Міллера (штраф за 20 

відкриття гепу 12, та штраф за подовження гепу 2), розраховує подібність та ідентичність, 
використовуючи, наприклад, Blosum 62 (для поліпептидів), та потім результати поміщають у 
матрицю довжини. Подібність послідовностей показана на нижній частині розділювальної лінії 
та ідентичність послідовностей показана на верхній частині діагоналі.  

При порівнянні використовували наступні параметри: 25 

Матриця замін: Blosum62 

Перший геп: 12 

Подовжений геп: 2 
Результати комп'ютерних аналізів показані на Таблиці B.1 для загальної подібності та 

ідентичності повздовж всієї довжини GRF поліпептидних послідовностей (за виключенням 
часткових поліпептидних послідовностей), та на Таблиці B.2 для загальної подібності та 
ідентичності повздовж всієї довжини SYT поліпептидних послідовностей. 

Процентна ідентичність між непроцесованими GRF поліпептидними послідовностями, 30 

придатними для здійснення способів винаходу, дорівнює не менше 15 % амінокислотної 
ідентичності у порівнянні з SEQ ID NO: 2. 

Процент ідентичності можна значно підвищити, якщо розрахунок ідентичності здійснюють 
між QLQ доменом SEQ ID NO: 2 (представленим SEQ ID NO: 115 включеної у SEQ ID NO: 2; 
QLQ доменом GRF поліпептидів Таблиці A.1 представленої на Фіг. 2) та QLQ доменами 35 

поліпептидів, придатних для здійснення винаходу. Також, процент ідентичності можна значно 
підвищити, якщо розрахунок ідентичності здійснюють між WRC доменом SEQ ID NO: 2 
(представленим SEQ ID NO: 116 включеним у SEQ ID NO: 2; WRC доменом GRF поліпептидів 
Таблиці A.1, представленої на Фіг. 3) та WRC доменами поліпептидів, придатних для здійснення 
винаходу. Процент ідентичності QLQ домену серед поліпептидних послідовностей, придатних 40 

для здійснення винаходу, знаходиться у діапазоні від 25 % до 99 % амінокислотної ідентичності, 
та процент ідентичності WRC домену серед поліпептидних послідовностей, придатних для 
здійснення винаходу, знаходиться у діапазоні від 60 % до 99 % амінокислотної ідентичності. 
Також на Фіг. 3 можна побачити, що WRC домен є більш консервативним по різноманітним GRF 
поліпептидам, ніж QLQ домен, який показано на Фіг. 2. 45 

Процент амінокислотної ідентичності між QLQ доменами та процент ідентичності між WRC 
доменами є значно більшим, ніж процент амінокислотної ідентичності, розрахований між 
непроцесованими GRF поліпептидними послідовностями. 
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Процент ідентичності між непроцесованими SYT поліпептидними послідовностями, 

придатними для застосування у даному винаході, може становити не менше 25 % 
амінокислотної ідентичності у порівнянні з поліпептидною послідовністю SEQ ID NO: 121 5 

(дивитись Таблицю B.2 та Фіг. 6).  
Процент ідентичності можна значно підвищити, якщо розрахунок ідентичності здійснюють 

між SNH доменом, представленим SEQ ID NO: 262 (включена у SEQ ID NO: 121) та SNH 
доменами поліпептидів, придатних для здійснення винаходу. Процент ідентичності SNH домену 
серед поліпептидних послідовностей, придатних для здійснення способів винаходу, 10 

знаходиться в діапазоні від 30 % до 99 % амінокислотної ідентичності. 
Процент амінокислотної ідентичності SNH домену поліпептидів Таблиці A.2 є значно вищим, 

ніж процент амінокислотної ідентичності, розрахований між непроцесованими SYT 
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поліпептидними послідовностями. 
Приклад 4: Ідентифікація доменів поліпептидних послідовностей, придатних для здійснення 

способів винаходу. 
Інтегроване джерело родин білків, домени та сайти бази даних (InterPro) є інтегрованим 

інтерфейсом для використовуваних характеристичних баз даних, які здійснюють пошук по 5 

тексту- та послідовностям. База даних InterPro об'єднує три бази даних, які використовують різні 
методології та різноманітні рівні біологічної інформації про добре відомі протеїни для 
отримання їх характеристик. Подібні бази даних включають SWISS-PROT, PROSITE, TrEMBL, 
PRINTS, ProDom та Pfam, Smart та TIGRFAMs. Interpro є власністю інституту European 
Bioinformatics Institute у Великобританії. 10 

Результати InterPro сканування поліпептидної послідовності, представленої SEQ ID NO: 2, 
наведено у Таблиці C.1,  

 
Таблиця C.1: 

 
Результати InterPro сканування поліпептидної послідовності, представленої SEQ ID NO: 2 

 

Кількість та назва 
InterPro повторів  

Назва інтегрованої бази 
даних 

Кількість повторів 
інтегрованої бази даних 

Назва повторів 
інтегрованої бази 

даних 

IPR014977 
WRC домен 

PFAM PF08879  WRC 

IPR014978  
QLQ домен 

PFAM PF08880 QLQ 

 
Результати InterPro сканування поліпептидної послідовності, представленої SEQ ID NO: 121, 15 

наведено у Таблиці C.2.  
 

Таблиця C.2: 
 

Результати InterPro сканування поліпептидної послідовності, представленої SEQ ID NO: 2 
 

Кількість та назва 
InterPro повторів  

Назва інтегрованої бази 
даних 

Кількість повторів 
інтегрованої бази 

даних 

Назва повторів 
інтегрованої бази даних 

IPR007726 
SSXT домен/родина 

PFAM PF05030 
SSXT протеїн (N-
термінальна ділянка) 

IPR007726 
SSXT домен/родина 

Panther PTHR23107 

SS18 БІЛОК 
АСОЦІЙОВАНИЙ З 
СИНОВІАЛЬНОЮ 
САРКОМОЮ 

 
Окрім цього, легко визначають наявність Met-збагаченого домену або QG-збагаченого 

домену у SYT поліпептидних послідовностях. Як показано на Фіг. 6, Met-збагачений домен та 20 

QG-збагачений домен знаходяться після SNH домену. QG-збагачений домен можу бети C-
термінальним залишком поліпептиду (мінус SHN домен); Met-збагачений домен зазвичай 
знаходиться у першій половині QG-збагаченого (між N-кінцем та C-кінцем) домену. Первинний 
амінокислотний склад (у %), якщо поліпептидний домен є збагаченим специфічними 
амінокислотами, розраховують використовуючи програми з ExPASy серверу (Gasteiger E et al. 25 

(2003) ExPASy: the proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis. Nucleic Acids Res 
31:3784-3788), зокрема, ProtParam. Склад потрібного поліпептиду після цього порівнюють з 
середнім складом амінокислот (у %) у банку даних Swiss-Prot Protein Sequence (Таблиця C.3). В 
цьому банку даних, середній вміст Met (M) складає 2,37 %, середній вміст Gln (Q) складає 
3,93 % та середній вміст Gly (G) складає 6,93 % (Таблиця C.3). Як визначено у даному 30 

документі, Met-збагачений домен або QG-збагачений домен має вміст Met (у %) або вміст Gln та 
Gly (у %) вище, ніж середній склад амінокислот (у %) у банку даних Swiss-Prot Protein Sequence. 
Наприклад, у SEQ ID NO: 121 Met-збагачений домен на N-кінці, який передує SNH домену 
(положення амінокислот 1-24) має вміст Met 20,8 % та QG-збагачений домен (положення 
амінокислот 71-200) має вміст Gln (Q) 18,6 % та вміст Gly (G) 21,4 %. Бажано, Met домен як 35 

вказано у даному документі, має вміст Met (у %), що складає щонайменше 1,25, 1,5, 1,75, 2,0, 
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2,25, 2,5, 2,75, 3,0, 3,25, 3,5, 3,75, 4,0, 4,25, 4,5, 4,75, 5,0, 5,25, 5,0, 5,75, 6,0, 6,25, 6,5, 6,75, 7,0, 
7,25, 7,5, 7,75, 8,0, 8,25, 8,5, 8,75, 9,0, 9,25, 9,5, 9,75, 10 або більше, стільки ж як середній 
амінокислотний склад (у %) вказаного типу протеїнових послідовностей, включених у банк 
даних Swiss-Prot Protein Sequence. Бажано, QG-збагачений домен, як вказано у даному 
документі, має вміст Gln (Q) та/або Gly (G) який становить щонайменше 1,25, 1,5, 1,75, 2,0, 2,25, 5 

2,5, 2,75, 3,0, 3,25, 3,5, 3,75, 4,0, 4,25, 4,5, 4,75, 5,0, 5,25, 5,0, 5,75, 6,0, 6,25, 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 
7,5, 7,75, 8,0, 8,25, 8,5, 8,75, 9,0, 9,25, 9,5, 9,75, 10 стільки ж як середній амінокислотний склад 
(у %) вказаного типу протеїнових послідовностей, включених у банк даних Swiss-Prot Protein 
Sequence.  

 10 

Таблиця C.3: 
 

Середній амінокислотний склад (%) протеїнів банку даних SWISS PROT Protein Sequence  
(July 2004): 

 

Залишок % Залишок % 

A=Ala 7,80 M=Met 2,37 

C=Cys 1,57 N=Asn 4,22 

D=Asp 5,30 P=Pro 4,85 

E=Glu 6,59 Q=Gln 3,93 

F=Phe 4,02 R=Arg 5,29 

G=Gly 6,93 S=Ser 6,89 

H=His 2,27 T=Thr 5,46 

I=Ile 5,91 V=Val 6,69 

K=Lys 5,93 W=Trp 1,16 

L=Leu 9,62 Y=Tyr 3,09 

 
Приклад 5: Прогнозування субклітинного розташування GRF поліпептидних послідовностей, 

придатних для здійснення способів винаходу  
Експериментальні способи локалізації протеїнів включають від імунолокалізації до мічення 

протеїнів, використовуючи зелений флуоресцентний протеїн (GFP) або бета-глюкуронідазу 15 

(GUS). Наприклад, GRF поліпептид гібридизований з GUS репортерним геном, використовували 
для недовготривалого трансформування епідермальних клітин луку (van der Knapp et al. (2000) 
Plant Phys 122: 695-704). Ядро розглядали як внутрішньоклітинний компартмент GRF 
поліпептиду. Такі способи компартменталізації GRF поліпептидів є добре відомими у галузі. 

Сигнал прогнозованої ядерної локалізації (NLS) виявляли багаторазовим вирівнюванням 20 

послідовності, після чого перевіряли наочно, у WRC домені (CRRTDGKKWRC) GRF поліпептиду 
Таблиці A. NLS є однією з найкоротших послідовностей позитивно заряджених лізину або 
аргінину.  

Здійснювали комп'ютерне передбачення локалізації протеїну на основі даних послідовності. 
Серед добре відомих у галузі алгоритмів використовували ExPASy Proteomics tools, які є 25 

власністю Swiss Institute for Bioinformatics, наприклад, PSort, TargetP, ChloroP, LocTree, Predotar, 
LipoP, MITOPROT, PATS, PTS1, SignalP та ін.  

LOCtree є алгоритмом, що передбачає внутрішньоклітинну локалізацію та схильність до 
зв'язування ДНК немембранними протеїнами у рослинних та нерослинних еукаріот, а також 
прокаріот. LOCtree класифікує еукаріотичні тваринні протеїни у п'ять субклітинних класів, у той 30 

час як рослинні протеїни класифікують як шість класів та прокаріотичні протеїни класифікують 
як один з трьох класів. Таблиця D нижче показує результат розрахунків LOCtree, 
використовуючи інформацію поліпептидної послідовності SEQ ID NO: 2. Висока достовірність 
прогнозу має значення індексу достовірності більше ніж 5. 

 35 

Таблиця D: 
 

Результати розрахунків LOCtree, використовуючи інформацію поліпептидної послідовності  
SEQ ID NO: 2 

 

Прогнозована 
локалізація 

Індекс 
надійності 

Проміжне прогнозування локалізації 
(результати різних SVM у ієрархічному 

дереві) 
Індекс надійності 

ДНК зв'язування  6 Не секретована, ядерна, ДНК-зв'язування  8, 6, 9  
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Прогнозованим внутрішньоклітинним компартментом GRF поліпептиду, представленого 

SEQ ID NO: 2, використовуючи алгоритм LOCTree, є ядро. 
Приклад 6: Аналіз поліпептидних послідовностей, придатних для здійснення способів 

винаходу 5 

GRF поліпептиди та SYT поліпептиди, придатні у способах даного винаходу (щонайменше у 
їх нативній формі), зазвичай, проте необов'язково, мають активність регулювання транскрипції 
та здатність взаємодіяти з іншими протеїнами. ДНК-зв'язувальну активність та взаємодію 
протеїн-протеїн визначають in vitro або in vivo, використовуючи добре відомі у галузі технології 
(наприклад, у Current Protocols in Molecular Biology, Volumes 1 and 2, Ausubel et al. (1994), 10 

Current Protocols). GRF поліпептиди здатні активувати транскрипцію репортерних генів у 
клітинах дріжджів (Kim & Kende (2004) Proc Natl Acad Sci 101(36): 13374-13379). GRF 
поліпептиди також здатні взаємодіяти з SYT поліпептидами (що також називають GRF 
взаємодіючий фактор або GIF) in vivo у дріжджових клітинах, використовуючи аналіз взаємодії 
протеїн-протеїн у дво-гібридних дріжджах (Kim & Kende, supra). In vitro зв'язувальні дослідження 15 

також застосовують щоб показати, що GRF поліпептиди та SYT поліпептиди є взаємодіючими 
партнерами (Kim & Kende, supra). Експерименти, описані у даному документі, є корисними для 
характеризування GRF поліпептидів та SYT поліпептидів, та є добре відомими у галузі. 

Приклад 7: Клонування послідовностей нуклеїнових кислот, придатних для здійснення 
способів винаходу. 20 

Доки не вказано протилежне, технології рекомбінації ДНК здійснюють за стандартними 
методиками, описаними у (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 3rd Edition 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New York) or in Volumes 1 and 2 °F Ausubel et al. 
(1994), Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols. Стандартні матеріали та способи 
для роботи з рослинами на рівні молекул описані у Plant Molecular Biology Labfax (1993) by 25 

R.D.D. Croy, опублікованій BIOS Scientific Publications Ltd (UK) та Blackwell Scientific Publications 
(UK). 

Клонування послідовності нуклеїнової кислоти, представленої SEQ ID NO: 1 
кДНК Arabidopsis thaliana, яка кодує GRF поліпептидну послідовність, представлену SEQ ID 

NO: 2, ампліфікували за допомогою ПЛР, використовуючи як зразок банк даних кДНК 30 

Arabidopsis синтезованих з мРНК, екстрагованих з перемішаних рослинних тканин. Праймер 
prm08136 SEQIDNO:42;,: 5’- ggggaccactttgtacaagaaagctgggttaaaaaccattttaacgcacg). Наступні 
праймери, які включають сайти AttB для Gateway рекомбінації, використовували для ПЛР 
ампліфікації: 

1) Prm 10010 (SEQ ID NO: 118, смислова): 35 

5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAACAATGATGAGTCTAAGTGGAAGTAG-3’ 
2) Prm 10011 (SEQ ID NO: 119, зворотня, комплементарна): 
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGCTCTACTTAATTAGCTACCAG-3’ 
Клонування послідовності нуклеїнової кислоти, представленої SEQ ID NO: 120 
кДНК Arabidopsis thaliana, яка кодує SYT поліпептидну послідовність, представлену SEQ ID 40 

NO: 121, ампліфікували за допомогою ПЛР, використовуючи як зразок банк даних кДНК 
Arabidopsis синтезованих з мРНК, екстрагованих з перемішаних рослинних тканин. Наступні 
праймери, які включають сайти AttB для Gateway рекомбінації, використовували для ПЛР 
ампліфікації: 

1) Prm06681 (SEQ ID NO: 265, смислова): 45 

5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAACAATGCAACAGCACCTGATG-3’ 
2) Prm 06682 (SEQ ID NO: 266, зворотня, коплементарна): 
5’- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCATTAAGATTCCTTGTGC-3’ 
ПЛР реакції здійснювали незалежно для SEQ ID NO: 1 та SEQ ID NO: 120, використовуючи 

Hifi Taq ДНК полімер азу у стандартних умовах. ПЛР фрагмент потрібної довжини (включаючи 50 

attB сайти) ампліфікували та очищали також використовуючи стандартні технології. Після цього 
здійснювали першу стадію процедури Gateway, реакцію BP, протягом якої ПЛР фрагмент 
рекомбінували in vivo з pDONR201 плазмідою для отримання, згідно з терманологією Gateway, 
"вхідного клону". Використовували плазміду pDONR201 Invitrogen, як частину технології 
Gateway®. 55 

Приклад 8: Конструювання вектору експресії, використовуючи послідовності нуклеїнових 
кислот, представлені SEQ ID NO: 1 та SEQ ID NO: 120 

Вхідні клони, які незалежно містили SEQ ID NO: 1 та SEQ ID NO: 120, після цього 
використовували незалежно у реакції LR з вектором призначення, використаним для 
трансформації Oryza sativa. Цей вектор містив функціональні елементи в межах Т-ДНК: 60 
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рослинний селективний маркер; експресійна касета селективного маркеру; та Gateway касету, 
потрібну для LR in vivo рекомбінації з бажаною послідовністю нуклеїнової кислоти вже 
клонованої у вхідному клоні. Промотер GOS2 рису (SEQ ID NO: 117) для конститутивної 
експресії розташований вище над Gateway касетою.  

Після стадії LR рекомбінації, отримані вектори експресії pGOS2:GRF та pGOS2: SYT (Фіг. 9) 5 

були незалежно трансформовані штамом Agrobacterium LBA4044 згідно з відомими у галузі 
сспособами.  

Приклад 9: Трансформація рослини 
Трансформація рису 
Штам Agrobacterium, який містить вектор експресії pGOS2: SYT, використовували для 10 

трансформації рослин Oryza sativa. Зріле сухе насіння рису japonica cultivar Nipponbare 
відлущували. Стерилізацію здійснювали шляхом інкубації протягом однієї хвилини у 70 % 
етанолі, після чого 30 хв. у 0,2 %HgCl2, після чого 6 разів по 15 хв. промивали стерильною 
дистильованою водою. Стерильне насіння після цього проростало на середовищі, яке містило 
2,4-D (калусне середовище). Після інкубації в темноті протягом чотирьох тижнів, вибирали 15 

ембріогенні, щиток-похідні калуси та вирощували у тому ж середовищі. Через два тижні 
збільшували кількість калусів або розмножували субкультурами на тому ж середовище 
протягом ще двох тижнів. Частини ембріогенного калусу субкультивували на свіжому 
середовищі протягом 3 днів перед спів-культивацією (для підтримки активності клітинного 
поділу).  20 

Штам Agrobacterium LBA4404. який містить кожен індивідуальний вектор експресії, 
використовували незалежно для спів-культивації. Agrobacterium інокулювали на AB середовищі 
відповідними антибіотиками та культивували протягом 3 днів при 28 °C. Після цього бактерії 
збирали та суспендували у рідкому середовищі спів-культивування до щільності (OD600) 
приблизно 1. Суспензію потім переміщали у чашку Петрі та калусі з'являлись у суспензії 25 

протягом 15 хв. Тканину калусів висушували на фільтрувальному папері та переміщали на 
застигле спів-культивоване середовище та інкубували протягом 3 днів у темноті при 25 °C. Спів-
культивовані калуси вирощували у середовищі, яке містить 2,4-D, протягом 4 тижнів у темноті 
при 28 °C у присутності селективного агента. Протягом цього періоду розвились швидко 
зростаючі резистентні острівки калусу. Після перенесення цього матеріалу на регенеруюче 30 

середовище та інкубування при світлі, вивільнявся ембріогенний потенціал та пагін розвивався 
протягом наступних чотирьох - п'яти тижнів. Пагони відділяли від калусу та інкубували протягом 
2-3 тижнів на середовищі, які містило ауксин, з якого їх переміщали у ґрунт. Пагони, що 
зміцніли, вирощували в умовах сильної вологості та скорочених днів у теплицях.  

Для кожного конструкту отримували приблизно 35 незалежних T0 трансформантів рису. 35 

Первинні трансформанти переміщали з камери для культури тканин до теплиці. Після 
кількісного ПЛР аналізу для кількості копій вставок Т-ДНК, для вирощування насіння Т1 брали 
тільки трансгенні рослини з однією копією, які проявляли толерантність до селективного агента. 
Насіння після цього вирощували протягом 3-5 місяців після трансплантування. При 
застосування способу отримують однолокусні трансформанти з рівнем приблизно 50 % 40 

(Aldemita and Hodges1996, Chan et al. 1993, Hiei et al. 1994). 
Пере-трансформація рису 
Під пере-трансформацією рису у даному документі розуміють трансформацію рослин рису, 

вже трансгенних за іншим конструктом.  
Зокрема, насіння, зібране з трансгенних гомозиготних рослин, які експресували 45 

послідовність нуклеїнової кислоти, що кодує SYT поліпептид, пере-трансформували вектором 
експресії Прикладу 7. Окрім цієї різниці в вихідному рослинному матеріалі, та застосуванні 
іншого селективного маркеру для пере-трансформації у порівнянні з селективним маркером для 
первинної трансформації, все інше у процедурі було таким як описано вище.  

Приклад 10: Процедура оцінки фенотипу 50 

10.1 Процедура оцінки 
Отримували приблизно 35 незалежних T0 пере-трансформантів рису. Ці рослини потім 

переміщали з камери для культури тканин до теплиці для вирощування та збирання насіння T1. 
Тепличні умови включали скорочені дні (12 годин світла), 28 °C на світлі та 22 °C у темноті, та 
відносна вологість біля 70 %. 55 

ПЛР здійснювали на наявність (i) трансфекованої ізольованої нуклеїнової кислоти, яка кодує 
GRF поліпептид, представлений SEQ ID NO: 2; та (ii) трансфекованої ізольованої нуклеїнової 
кислоти, яка кодує SYT поліпептид, представлений SEQ ID NO: 121. ПЛР також здійснювали на 
наявність та кількість копій промотерів, термінаторів селективних маркерів рослин. Вибрані 
трансгенні рослини вирощували до гомозигот по обом трансгенним локусам.  60 
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10.2 Статистичний аналіз: F-тест  
Двофакторний ANOVA (аналіз варіантів) використовували як статистичну модель для 

загальної оцінки характеристик рослинного фенотипу. F-тест по всім параметрам, які 
вимірювали для всіх рослин для всіх випадків трансформування геном даного винаходу. F-тест 
здійснювали для перевірки результату трансформування геном у всіх випадках та перевірити 5 

глобальний вплив гену, також відомий як глобальний генний вплив. Предел значущості для 
глобального генного впливу встановили на 5 % очікуваного рівня для F-тесту. Значне значення 
F-тесту щодо впливу генів означає, що різниця у фенотипах залежить не тільки від наявності 
або положення гену.  

10.3 Виміряні параметри 10 

Вимірювання параметрів насіння 
Індивідуальні параметри насіння (включаючи ширину, довжину, площу) вимірювали, 

використовуючи виготовлений на замовлення пристрій, який складається з двох компонентів, 
взважувального та зображувального пристроїв, приєднаних до комп'ютеру для виведення 
зображення на екран.  15 

Приклад 11: Результати вимірювання розмірів насіння пере-трансформованих рослин рису  
Гомозиготні трансгенні рослини рису, які експресують послідовність нуклеїнової кислоти, яка 

кодує SYT поліпептид, представлений SEQ ID NO: 121, під контролем конститутивного 
промотера, пере-трансформовували вектором експресії Прикладу 7, наведеного вище, містять 
послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид SEQ ID NO: 2, також під 20 

контролем конститутивного промотера. Пере-трансформовані рослини рису потім вирощували 
до гомозигот по обом локусам.  

На Фіг. 7 зліва показано волоть рису (Oryza sativa ssp. Japonica cv. Nipponbare) 
трансформовану контрольним вектором, та справа показано волоть рису (Oryza sativa ssp. 
Japonica cv. Nipponbare), трансформовану двома конструктами: (1) послідовністю нуклеїнової 25 

кислоти, яка кодує GRF поліпептид під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; та (2) 
послідовністю нуклеїнових кислот, яка кодує SYT поліпептид під контролем GOS2 промотера 
(pGOS2) рису. Рослини рису, трансформовані обома конструктами, є гомозиготами по обом 
локусам. Рослинна біомаса, кількість волотей, розмір волоті, кількість насіння та розмір насіння 
є значно підвищеними у пере-трансформованих рослин рису, у порівнянні з тими ж 30 

параметрами рослин рису, трансформованих контрольним вектором. 
Садили насіння, зібране з пере-трансформованих рослин рису, та гомозигот по обом 

локусам, та зразки 30 насінь фотографували. На Фіг. 8 у верхньому рядку зліва на право 
показано 30 одиниць зрілого насіння рису (Oryza sativa ssp. Japonica cv. Nipponbare): 

(a) Рослин, трансформованих одним конструктом, який містить послідовність нуклеїнової 35 

кислоти, яка кодує SYT поліпептид, представлений SEQ ID NO: 120, під контролем GOS2 
промотера (pGOS2) рису; 

(b) Рослин, трансформованих двома конструктами: (1) послідовність нуклеїнової кислоти, 
яка кодує GRF поліпептид, представлений SEQ ID NO: 2, під контролем GOS2 промотеру 
(pGOS2) рису; та (2) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, 40 

представлений SEQ ID NO: 120, під контролем GOS2 промотера (pGOS2) рису; 
(c) Рослин, трансформованих одним конструктом, який містить послідовність нуклеїнової 

кислоти, яка кодує GRF поліпептид, представлений SEQ ID NO: 2, під контролем GOS2 
промотера (pGOS2) рису; 

(d) Нульових зигот (контрольні рослини) з a; 45 

(e) Нульових зигот (контрольні рослини) з c; 
Збільшення розміру насіння було видно наочно.  
Гомозиготне насіння 6 трансгенних випадків зображували для оцінки середньої площі 

насіння, середньої довжини насіння та середньої ширини насіння та потім порівнювали з такими 
ж параметрами, виміряними у (i) гомозиготного насіння рослин, трансформованих одним 50 

конструктом, який містить послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид; та (ii) 
насіння контрольних рослин (нульових зигот) з (i). Результатів показаних на Таблиці E нижче. 
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Таблиця E: 

 
Оцінки середньої площі насіння, середньої довжини насіння та середньої ширини насіння, 

зібраного з гомозиготних пере-трансформованих рослин рису у порівнянні з придатним 
контрольним насінням. 

 

 

У порівнянні з гомозиготним насінням рослин, 
трансформованих одним конструктом, який 
містить послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує SYT поліпептид 

У порівнянні з насінням 
контрольних рослин (нульові 
зиготи) 

Площа насіння Щонайменше 11 % збільшення Щонайменше 26 % збільшення 

Довжина 
насіння 

Щонайменше 8 % збільшення Щонайменше 21 % збільшення 

Ширина 
насіння 

Щонайменше 3 % збільшення Щонайменше 6 % збільшення 

 
Приклад 12: Приклади трансформації інших зернових  
Трансформація кукурудзи 
Трансформацію кукурудзи (Zea mays) здійснювали з модифікацією способу, описаного 5 

Ishida et al. (1996) Nature Biotech 14(6): 745-50. Трансформація зерна залежить від генотипу та 
тільки специфічні генотипи піддаються трансфомуванню та регенерації. Інбредна лінія A188 
(University of Minnesota) або гібриди з A188 як батьківські рослини є добрим джерелом 
матеріалу для трансформації, проте інші генотипи також можна вдало використовувати. 
Колоски збирають з зернових через приблизно 11 днів після опилення (DAP), коли довжина 10 

незрілого ембріону дорівнює приблизно 1-1,2 мм. Незрілий ембріон співкультивують з 
Agrobacterium tumefaciens, який містить вектор експресії, та отримують трансгенні рослини 
шляхом органогенезу. Видалені ембріони вирощували на калусному середовищі, яке містило 
селективний агент (наприклад, імідазолінон, проте можна використовувати різноманітні 
селективні маркери). Чашки Петрі інкубували на світлі при 25 °C протягом 2-3 тижнів, або до 15 

розвитку пагону. Зелений пагін переносили з кожного ембріону середовище для укорінення 
кукурудзи та інкубували при 25 °C протягом 2-3 тижнів, до розвитку коріння. Закоренілий пагін 
трансплантували у ґрунт у теплиці. T1 насіння отримували з рослин, які проявляли 
толерантність до селективного агента та містили одну копію вставки Т-ДНК. 

Трансформація пшениці 20 

Трансформацію пшениці здійснювали за способом, описаним Ishida et al. (1996) Nature 
Biotech 14(6): 745-50. Культивар Bobwhite (available from CIMMYT, Mexico) зазвичай 
застосовують для трансформації. Незрілий ембріон співкультивують з Agrobacterium 
tumefaciens, який містить вектор експресії, та отримують трансгенні рослини шляхом 
органогенезу. Після інкубації з Agrobacterium, ембріон вирощували in vitro на казусному 25 

середовищі, потім на відновлюючому середовищі, яке містило селективний агент (наприклад, 
імідазолінон, проте можна використовувати різноманітні селективні маркери). Чашки Петрі 
інкубували на світлі при 25 °C протягом 2-3 тижнів, або до розвитку пагону. Зелений пагін 
переносили з кожного ембріону до середовище для укорінення кукурудзи та інкубували при 
25 °C протягом 2-3 тижнів, до розвитку коріння. Закоренілий пагін трансплантували у ґрунт у 30 

теплиці. T1 насіння отримували з рослин, які проявляли толерантність до селективного агента 
та містили одну копію вставки Т-ДНК. 

Трансформація сої 
Трансформацію сої здійснювали з модифікацією способу, описаного у Texas A&M патенті 

US 5,164,310. Декілька комерційних сортів сої піддавали трансформації за цим способом. 35 

Культивар Jack (наявний від Illinois Seed foundation) зазвичай використовують для 
трансформації. Насіння сої стерилізували для сіяння in vitro. Гіпокотиль, корінець та одну 
сім'ядолю видаляли з семиденних молодих саджанців. Епікотиль та іншу сім'ядолю вирощували 
до розвитку пазушних бруньок. Ці пазушні бруньки видаляли та інкубували з Agrobacterium 
tumefaciens, який містив вектор експресії. Після співкультивування, експлантати промивали та 40 

переносили на селективне середовище. Відновлений пагін видаляли та переносили на 
середовище для подовження пагону. Пагони розміром не більше 1 см поміщали на середовище 
для розвитку коріння до розвитку коріння. Закоренілий пагін трансплантували у ґрунт у теплиці. 
T1 насіння отримували з рослин, які проявляли толерантність до селективного агента та 
містили одну копію вставки Т-ДНК. 45 
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Трансформація рапсу/каноли  
Сім'ядольні черешки та гіпокотилі 5-6 денних саджанців використовували як експлантати 

для культури тканин та трансформували згідно з Babic et al. (1998, Plant Cell Rep 17: 183-188). 
Комерційний культивар Westar (Agriculture Canada) є звичайним сортом, який використовують 
для трансформації, проте можна застосовувати і інші сорти. Поверхню насіння каноли 5 

стерилізували для сіяння in vitro. Експлантати черешку сім'ядолі з приєднаною сім'ядолею 
видаляли з in vitro саджінаців, та інокулювали Agrobacterium (який містив вектор експресії) 
шляхом занурення відрізаного кінця експлантату черешку у бактеріальну суспензію. Після цього 
експлантати культивували протягом 2 днів на середовищі MSBAP-3, яке містить 3 мг/л BAP, 3 % 
цукрозу, 0,7 % Phytagar при 23 °C, при 16 год. світла. Через 2 дні спів культивування з 10 

Agrobacterium, експлантати черешку переносили на середовище MSBAP-3, яке містило 3 мг/л 
BAP, цефотаксим, карбеніцилін, або тиментин (300 мг/л) протягом 7 днів, та потім культивували 
на середовищі MSBAP-3 з цефотаксимом, карбеніциліном або тиментином та селективним 
агентом до утворення пагону. Коли довжина пагонів становила 5-10 мм, їх відрізали та 
переносили на середовище для подовження пагону (MSBAP-0,5, яке містило 0,5 мг/л BAP). 15 

Пагони довжиною 2 см переносили на середовище для укорінення (MS0) для утворення коренів. 
Закоренілий пагін трансплантували у ґрунт у теплиці. T1 насіння отримували з рослин, які 
проявляли толерантність до селективного агента та містили одну копію вставки Т-ДНК. 

Трансформація люцерни 
Регенерований клон люцерни (Medicago sativa) трансформували, використовуючи спосіб 20 

(McKersie et al., 1999 Plant Physiol 119: 839-847). Регенерація та трансформація люцерни 
залежать від генотипу та тому потрібна регенерована рослина. Способи отримання рослин були 
описані раніше. Наприклад, рослини вибирають з культивару Rangelander (Agriculture Canada) 
або будь-якого іншого комерційно наявного сорту люцерни, як описано Brown DCW та A 
Atanassov (1985, Plant Cell Tissue Organ Culture 4: 111-112). Альтернативно, сорт RA3 (University 25 

of Wisconsin) вибрали для отримання культури тканин (Walker et al., 1978 Am J Bot 65:654-659). 
Експлантати черешку співкультивували з з культурою Agrobacterium tumefaciens C58C1 pMP90 
(McKersie et al., 1999 Plant Physiol 119: 839-847), отриманою ввечері, або LBA4404, яка містила 
вектор експресії. Експлантати співкультивували протягом 3 днів у темноті на SH середовищі, 
яке містило 288 мг/л Pro, 53 мг/л тіопроліну, 4,35 г/л K2SO4, та 100 мкм ацетосирінгінону. 30 

Експлантати промивали в два рази розведеним середовищем Murashige-Skoog (Murashige and 
Skoog, 1962) та садили на те саме SH середовище без ацетосирінгінону, проте з придатним 
селективним агентом та придатним антибіотиком щоб пригнічувати ріст Agrobacterium. Через 
декілька тижнів, соматичний ембріон переносили на середовище BOi2Y, яке не містило 
регуляторів росту, антибіотиків та містило 50 г/л цукрози. Соматичний ембріон пророщували на 35 

середовищі Murashige-Skoog, розведеному в 2 рази. Закоренілі пагони трансплантували у ґрунт 
у теплиці. T1 насіння отримували з рослин, які проявляли толерантність до селективного агента 
та містили одну копію вставки Т-ДНК. 

Трансформація бавовни 
Трансформацію бавовни (Gossypium hirsutum L.) здійснювали. використовуючи 40 

Agrobacterium tumefaciens, на експлантатах сім'ядолі. Комерційні культи вари, такі як Coker 130 
або Coker 312 (SeedCo, Lubbock, TX) є стандартними сортами, які використовують для 
трансформації, проте інші сорти також можна використовувати. Поверхню насіння 
стерилізували та пророщували в темноті. Експлантати сім'ядолі відрізали від пророщеного 
насіння довжиною приблизно 1-1,5 см. Експлантат сім'ядолі занурювали у інокулят 45 

Agrobacterium tumefaciens, який містив вектор експресії, протягом 5 хв., потім співкультивували 
протягом 48 годин на MS+1,8 мг/л KNO3+2 % глюкоза при 24° C, у темноті. Експлантати 
переносили АН таке ж саме середовище, яке містило відповідні бактеріальні та рослинні 
селективні маркери (які поновлювали декілька раз), доки не зявлялись ембріонні калуси.Калуси 
відділяли та співкультивували до появи соматичного ембріону. Паростки, що з'явились з 50 

соматичного ембріону, дозрівали на середовищі для укорінення до розвитку коріння. Закоренілі 
пагони трансплантували у ґрунт у теплиці. T1 насіння отримували з рослин, які проявляли 
толерантність до селективного агента та містили одну копію вставки Т-ДНК.  
 

ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 55 

 
1. Спосіб підвищення показників врожайності рослин, який включає збільшення експресії у 
рослині: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид Фактора Регулювання Росту 
(GRF); та (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує  поліпептид транслокації синовіальної 
саркоми (SYT), де вказані показники врожайності є підвищеними відносно до рослин з 60 
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підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 
поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, 
причому вказаний GRF поліпептид містить: 
(i) домен, амінокислотна послідовність якого на щонайменше 50 % ідентична до QLQ домену, 
представленого SEQ ID NO:115; та  5 

(ii) домен, амінокислотна послідовність якого на щонайменше 50 % ідентична до WRC домену, 
представленого SEQ ID NO:116, і 
причому вказаний SYT поліпептид містить між N-кінцем та C-кінцем: 
(i) SNH домен, ідентичність послідовності якого збільшується на щонайменше 20 % до SNH 
домену SEQ ID NO:262; та 10 

(ii) Met-збагачений домен; та  
(iii) QG-збагачений домен. 
2. Спосіб за п. 1, де вказаний GRF поліпептид містить: (i) домен, амінокислотна послідовність 
якого на щонайменше 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або 
більше ідентична до QLQ домену, представленого SEQ ID NO:115; та (ii) домен, амінокислотна 15 

послідовність якого на щонайменше 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 
%, 99 % або більше ідентична до WRC домену, представленого SEQ ID NO:116.  
3. Спосіб за пп. 1 або 2, де вказаний GRF поліпептид містить: (i) QLQ домен з InterPro повтором 
IPR014978 (PFAM повтор PF08880); (ii) WRC домен з InterPro повтором IPR014977 (PFAM 
повтор PF08879); та (iii) домен ефектора транскрипції (ET), який містить три Cys та один His 20 

залишки у консервативному регіоні (CX9CX10CX2H). 
4. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де ідентичність амінокислотної послідовності 
вказаного GRF поліпептиду збільшується у порядку переважності на щонайменше 50 %, 55 %, 
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше до GRF поліпептиду, 
представленого SEQ ID NO:2 або до будь-яких поліпептидних послідовностей, наведених у 25 

Таблиці A.1.  
5. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує GRF поліпептид, представлена будь-якою послідовністю нуклеїнової кислоти SEQ ID NO, 
наведеною у Таблиці A.1 або їх частиною, або послідовністю, здатною до гібридизації з будь-
якою послідовністю нуклеїнової кислоти SEQ ID NO, наведеної у Таблиці A.1. 30 

6. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти кодує 
ортолог або паролог будь-якої GRF поліпептидної послідовності SEQ ID NO, наведеної у 
Таблиці A.1. 
7. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує GRF поліпептид, є операбельно зв′язаною з конститутивним промотером, більш бажано з 35 

GOS2 промотером, найбільш бажано з GOS2 промотором рису, представленим SEQ ID NO:117.  
8. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує GRF поліпептид має рослинне походження, бажано походить від дводольної рослини, 
більш бажано з родини Brassicaceae, найбільш бажано з Arabidopsis thaliana. 
9. Спосіб за п. 1, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, де 40 

вказаний SYT поліпептид містить між N-кінцем та C-кінцем: (i) SNH домен, ідентичність 
послідовності якого збільшується у порядку переважності на щонайменше 25 %, 30 %, 35 %, 40 
%, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91%, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 
%, 97 %, 98 %, 99 % до SNH домену SEQ ID NO:262; та (ii) Met-збагачений домен; та (iii) QG-
збагачений домен.  45 

10. Спосіб за будь-яким з пп. 1-9, де вказаний SYT поліпептид додатково містить найбільш 
консервативні залишки SNH домену, представленого SEQ ID NO:263 та показаного на Фіг. 5. 
11. Спосіб за будь-яким з пп. 1-10, де вказаний SYT поліпептид містить домен, ідентичність 
послідовності якого збільшується у порядку переважності на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 
%, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 50 

%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % до SSXT домену з InterPro повтором IPR007726 SEQ ID NO: 264. 
12. Спосіб за будь-яким з пп. 1-10, де ідентичність амінокислотної послідовності вказаного SYT 
поліпептиду збільшується у порядку переважності на щонайменше 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 
%, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % або більше до 
SYT поліпептиду, представленого SEQ ID NO:121 або до будь-яких послідовностей 55 

непроцесованих поліпептидів, наведених у Таблиці A.2. 
13. Спосіб за будь-яким з пп. 1-12, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, представлена будь-якою послідовністю нуклеїнової кислоти SEQ ID NO, наведеною 
у Таблиці A.2, або її частиною, або послідовністю, здатною до гібридизації з будь-якими 
послідовностями нуклеїнових кислот SEQ ID NO, наведеними у Таблиці A.2. 60 
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14. Спосіб за будь-яким з пп. 1-13, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти кодує ортолог 
або паролог будь-якої послідовності SYT поліпептиду SEQ ID NO, наведеної у Таблиці A.2.  
15. Спосіб за будь-яким з пп. 1-14, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, є операбельно зв′язаною з конститутивним промотором, більш бажано з GOS2 
промотором, найбільш бажано з GOS2 промотором рису, представленого SEQ ID NO:117.  5 

16. Спосіб за будь-яким з пп. 1-15, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, має рослинне походження, бажано походить від дводольної рослини, більш бажано 
з родини Brassicaceae, найбільш бажано з Arabidopsis thaliana. 
17. Спосіб за будь-яким з пп. 1-16, де вказану підвищену експресію отримують шляхом 
введення та експресії у рослині: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 10 

поліпептид; та (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид. 
18. Спосіб за п. 17, де вказані послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) послідовно вводять та 
експресуються у рослині, бажано шляхом схрещування, більш бажано шляхом 
перетрансформації. 
19. Спосіб за п. 18, де вказане схрещування здійснюють між батьківською рослиною жіночої 15 

статі, яка містить введену та експресовану ізольовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує GRF поліпептид, та батьківською рослиною чоловічої статі, яка містить введену та 
експресовану ізольовану послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, або 
реципрокно, та шляхом відбору потомства на наявність та експресію обох трансгенів, де 
вказана рослина має підвищені показники врожайності відносно до кожної батьківської рослини. 20 

20. Спосіб за п. 18, де вказану перетрансформацію здійснюють шляхом введення та 
експресування послідовності нуклеїнових кислот, яка кодує GRF поліпептид у рослині, частині 
рослини або рослинній клітині, яка містить введену та експресовану послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка кодує SYT поліпептид, або реципрокно. 
21. Спосіб за п. 17, де вказані послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) одночасно вводять та 25 

експресуються у рослині.  
22. Спосіб за п. 21, де вказані послідовності нуклеїнових кислот (i) та (ii) входять до однієї або 
кількох молекул нуклеїнової кислоти. 
23. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказаним підвищеним показником врожайності 
є одна або кілька з наступних: (i) підвищена рання сила; (ii) підвищена біомаса надземної 30 

частини рослини; (iii) підвищений загальний вихід насіння на рослину; (iv) підвищений показник 
наповнення насіння; (v) підвищена кількість (наповненого) насіння; (vi) підвищений індекс 
врожайності; або (vii) підвищена маса тисячі зерен (TKW). 
24. Спосіб за будь-яким з попередніх пунктів, де вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
кодує GRF поліпептид, та вказана послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, 35 

є операбельно та послідовно зв′язаними з конститутивним промотором, бажано рослинним 
конститутивним промотором, більш бажано з GOS2 промотором, найбільш бажано з GOS2 
промотором рису, представленим SEQ ID NO:117. 
25. Конструкт, який містить: 
(a) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 40 

1-6 та 8; 
(b) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 
1, 9-14 та 16; 
(c) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних керувати експресією послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує (a) та (b); та необов′язково  45 

(d) послідовність термінації транскрипції. 
26. Конструкт за п. 25, де вказаною контрольною послідовністю є щонайменше один промотор, 
бажано GOS2 промотор, більш бажано GOS2 промотор, представлений SEQ ID NO:117. 
27. Суміш конструктів, де щонайменше один конструкт містить: 
(a) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 50 

1-6 та 8; 
(b) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних керувати експресією послідовності 
нуклеїнової кислоти (a); та необов′язково  
(c) послідовність термінації транскрипції, 
та, де щонайменше один інший конструкт містить: 55 

(d) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 
1, 9-14 та 16; 
(e) одну або кілька контрольних послідовностей, здатних керувати експресією послідовності 
нуклеїнової кислоти (d); та, необов′язково,  
(f) послідовність термінації транскрипції. 60 
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28. Суміш за п. 27, де вказана контрольна послідовність (b) та/або (e) є щонайменше одним 
конститутивним промотором, бажано GOS2 промотором, більш бажано GOS2 промотором, 
представленим SEQ ID NO:117. 
29. Застосування конструкту за п. 25 або 26, або суміші конструктів за п. 27, у способі 
отримання рослин з підвищеними показниками врожайності у порівнянні з рослинами з 5 

підвищеною експресією однієї з: (a) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 
поліпептид, або (b) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, підвищеними 
показниками врожайності якої є один або кілька з наступних: (i) підвищена рання сила; (ii) 
підвищена біомаса надземної частини рослини; (iii) підвищений загальний вихід насіння на 
рослину; (iv) підвищений показник наповнення насіння; (v) підвищена кількість (наповненого) 10 

насіння; (vi) підвищений індекс врожайності; або (vii) підвищена маса тисячі зерен (TKW). 
30. Спосіб отримання трансгенних рослин з підвищеними показниками врожайності у порівнянні 
з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує 
GRF поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує  SYT поліпептид, який 
включає:  15 

a) введення та експресію у рослині, частині рослини або рослинній клітині, послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 1-6 та 8, під 
контролем конститутивного промотора; та 
b) введення та експресію у рослині, частині рослини або рослинній клітині послідовності 
нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 1, 9-14 та 16, під 20 

контролем конститутивного промотора; та 
c) культивування рослинної клітини, частини рослини або рослини в умовах, які стимулюють 
ріст та розвиток рослини.   
31. Трансгенна рослина з підвищеними показниками врожайності у порівнянні з рослинами з 
підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 25 

поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, отриманими 
завдяки підвищеній експресії: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF поліпептид, 
визначений в будь-якому з пп. 1-6 та 8; та (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT 
поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 1, 9-14 та 16. 
32. Трансгенна рослина за п. 31, де вказана рослина є злаком або однодольною, або зерновою 30 

рослиною, такою як рис, кукурудза, пшениця, ячмінь, просо, жито, тритикале, сорго та овес, або 
трансгенна рослинна клітина, отримана з вказаної трансгенної рослини.  
33. Трансгенна рослинна клітина з підвищеними показниками врожайності у порівнянні з 
рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує 
GRF поліпептид; або (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує SYT поліпептид, 35 

отриманими завдяки підвищеній експресії: (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує GRF 
поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 1-6 та 8; та (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка 
кодує SYT поліпептид, визначений в будь-якому з пп. 1, 9-14 та 16. 
34. Трансгенна рослинна клітина за п. 33, де вказана рослина є злаком або однодольною, або 
зерновою рослиною, такою як рис, кукурудза, пшениця, ячмінь, просо, жито, тритикале, сорго та 40 

овес, або трансгенна рослинна клітина, отримана з вказаної трансгенної рослини. 
35. Застосування (i) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує  GRF поліпептид, визначений 
в будь-якому з пп. 1-6 та 8; та (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує  SYT поліпептид, 
визначений в будь-якому з пп. 1, 9-14 та 16, для підвищення показників врожайності у рослинах 
у порівнянні з рослинами з підвищеною експресією однієї з: (i) послідовності нуклеїнової 45 

кислоти, яка кодує GRF поліпептид, або (ii) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує  SYT 
поліпептид, чиї підвищені показники врожайності є однією з наступних: (i) підвищена рання 
сила; (ii) підвищена біомаса надземної частини рослини; (iii) підвищений загальний вихід 
насіння на рослину; (iv) підвищений показник наповнення насіння; (v) підвищена кількість 
(наповненого) насіння; (vi) підвищений індекс врожайності; або (vii) підвищена маса тисячі зерен 50 

(TKW). 
 



UA   103176   C2 

63 

 



UA   103176   C2 

64 

 



UA   103176   C2 

65 

 



UA   103176   C2 

66 

 



UA   103176   C2 

67 

 



UA   103176   C2 

68 

 



UA   103176   C2 

69 

 



UA   103176   C2 

70 

 



UA   103176   C2 

71 

 



UA   103176   C2 

72 

 



UA   103176   C2 

73 

 



UA   103176   C2 

74 

 



UA   103176   C2 

75 

 



UA   103176   C2 

76 

 



UA   103176   C2 

77 

 



UA   103176   C2 

78 

 



UA   103176   C2 

79 

 

 



UA   103176   C2 

80 

 



UA   103176   C2 

81 

 



UA   103176   C2 

82 

 



UA   103176   C2 

83 

 



UA   103176   C2 

84 

 



UA   103176   C2 

85 

 



UA   103176   C2 

86 

 



UA   103176   C2 

87 

 



UA   103176   C2 

88 

 



UA   103176   C2 

89 

 



UA   103176   C2 

90 

 



UA   103176   C2 

91 

 



UA   103176   C2 

92 

 



UA   103176   C2 

93 

 



UA   103176   C2 

94 

 



UA   103176   C2 

95 

 



UA   103176   C2 

96 

 



UA   103176   C2 

97 

 



UA   103176   C2 

98 

 



UA   103176   C2 

99 

 



UA   103176   C2 

100 

 



UA   103176   C2 

101 

 



UA   103176   C2 

102 

 



UA   103176   C2 

103 

 



UA   103176   C2 

104 

 



UA   103176   C2 

105 

 



UA   103176   C2 

106 

 



UA   103176   C2 

107 

 



UA   103176   C2 

108 

 



UA   103176   C2 

109 

 



UA   103176   C2 

110 

 



UA   103176   C2 

111 

 



UA   103176   C2 

112 

 



UA   103176   C2 

113 

 



UA   103176   C2 

114 

 



UA   103176   C2 

115 

 



UA   103176   C2 

116 

 



UA   103176   C2 

117 

 



UA   103176   C2 

118 

 



UA   103176   C2 

119 

 



UA   103176   C2 

120 

 



UA   103176   C2 

121 

 



UA   103176   C2 

122 

 



UA   103176   C2 

123 

 



UA   103176   C2 

124 

 



UA   103176   C2 

125 

 



UA   103176   C2 

126 

 



UA   103176   C2 

127 

 



UA   103176   C2 

128 

 



UA   103176   C2 

129 

 



UA   103176   C2 

130 

 



UA   103176   C2 

131 

 



UA   103176   C2 

132 

 



UA   103176   C2 

133 

 



UA   103176   C2 

134 

 



UA   103176   C2 

135 

 



UA   103176   C2 

136 

 



UA   103176   C2 

137 

 



UA   103176   C2 

138 

 



UA   103176   C2 

139 

 



UA   103176   C2 

140 

 



UA   103176   C2 

141 

 



UA   103176   C2 

142 

 



UA   103176   C2 

143 

 



UA   103176   C2 

144 

 



UA   103176   C2 

145 

 



UA   103176   C2 

146 

 



UA   103176   C2 

147 

 



UA   103176   C2 

148 

 



UA   103176   C2 

149 

 



UA   103176   C2 

150 

 



UA   103176   C2 

151 

 



UA   103176   C2 

152 

 



UA   103176   C2 

153 

 



UA   103176   C2 

154 

 



UA   103176   C2 

155 

 



UA   103176   C2 

156 

 



UA   103176   C2 

157 

 



UA   103176   C2 

158 

 



UA   103176   C2 

159 

 



UA   103176   C2 

160 

 



UA   103176   C2 

161 

 



UA   103176   C2 

162 

 



UA   103176   C2 

163 

 



UA   103176   C2 

164 

 



UA   103176   C2 

165 

 



UA   103176   C2 

166 

 



UA   103176   C2 

167 

 



UA   103176   C2 

168 

 



UA   103176   C2 

169 

 



UA   103176   C2 

170 

 



UA   103176   C2 

171 

 



UA   103176   C2 

172 

 



UA   103176   C2 

173 

 



UA   103176   C2 

174 

 



UA   103176   C2 

175 

 



UA   103176   C2 

176 

 



UA   103176   C2 

177 

 



UA   103176   C2 

178 

 



UA   103176   C2 

179 

 



UA   103176   C2 

180 

 



UA   103176   C2 

181 

 



UA   103176   C2 

182 

 



UA   103176   C2 

183 

 



UA   103176   C2 

184 

 



UA   103176   C2 

185 

 



UA   103176   C2 

186 

 



UA   103176   C2 

187 

 



UA   103176   C2 

188 

 



UA   103176   C2 

189 

 



UA   103176   C2 

190 

 



UA   103176   C2 

191 

 



UA   103176   C2 

192 

 



UA   103176   C2 

193 

 



UA   103176   C2 

194 

 



UA   103176   C2 

195 

 



UA   103176   C2 

196 

 



UA   103176   C2 

197 

 



UA   103176   C2 

198 

 



UA   103176   C2 

199 

 



UA   103176   C2 

200 

 



UA   103176   C2 

201 

 



UA   103176   C2 

202 

 



UA   103176   C2 

203 

 



UA   103176   C2 

204 

 



UA   103176   C2 

205 

 



UA   103176   C2 

206 

 



UA   103176   C2 

207 

 



UA   103176   C2 

208 

 



UA   103176   C2 

209 

 



UA   103176   C2 

210 

 



UA   103176   C2 

211 

 



UA   103176   C2 

212 

 



UA   103176   C2 

213 

 



UA   103176   C2 

214 

 



UA   103176   C2 

215 

 



UA   103176   C2 

216 

 



UA   103176   C2 

217 

 



UA   103176   C2 

218 

 



UA   103176   C2 

219 

 



UA   103176   C2 

220 

 



UA   103176   C2 

221 

 



UA   103176   C2 

222 

 



UA   103176   C2 

223 

 



UA   103176   C2 

224 

 



UA   103176   C2 

225 

 



UA   103176   C2 

226 

 



UA   103176   C2 

227 

 



UA   103176   C2 

228 

 



UA   103176   C2 

229 

 



UA   103176   C2 

230 

 



UA   103176   C2 

231 

 



UA   103176   C2 

232 

 



UA   103176   C2 

233 

 



UA   103176   C2 

234 

 



UA   103176   C2 

235 

 



UA   103176   C2 

236 

 



UA   103176   C2 

237 

 



UA   103176   C2 

238 

 



UA   103176   C2 

239 

 



UA   103176   C2 

240 

 



UA   103176   C2 

241 

 



UA   103176   C2 

242 

 



UA   103176   C2 

243 

 



UA   103176   C2 

244 

 



UA   103176   C2 

245 

 



UA   103176   C2 

246 

 



UA   103176   C2 

247 

 



UA   103176   C2 

248 

 



UA   103176   C2 

249 

 



UA   103176   C2 

250 

 



UA   103176   C2 

251 

 



UA   103176   C2 

252 

 



UA   103176   C2 

253 

 



UA   103176   C2 

254 

 



UA   103176   C2 

255 

 



UA   103176   C2 

256 

 



UA   103176   C2 

257 

 



UA   103176   C2 

258 

 



UA   103176   C2 

259 

 



UA   103176   C2 

260 

 



UA   103176   C2 

261 

 



UA   103176   C2 

262 

 



UA   103176   C2 

263 

 



UA   103176   C2 

264 

 



UA   103176   C2 

265 

 



UA   103176   C2 

266 

 



UA   103176   C2 

267 

 



UA   103176   C2 

268 

 



UA   103176   C2 

269 

 



UA   103176   C2 

270 

 



UA   103176   C2 

271 

 



UA   103176   C2 

272 

 



UA   103176   C2 

273 

 



UA   103176   C2 

274 

 



UA   103176   C2 

275 

 



UA   103176   C2 

276 

 



UA   103176   C2 

277 

 



UA   103176   C2 

278 

 



UA   103176   C2 

279 

 



UA   103176   C2 

280 

 



UA   103176   C2 

281 

 



UA   103176   C2 

282 

 



UA   103176   C2 

283 

 



UA   103176   C2 

284 

 



UA   103176   C2 

285 

 



UA   103176   C2 

286 

 



UA   103176   C2 

287 

 



UA   103176   C2 

288 

 



UA   103176   C2 

289 

 



UA   103176   C2 

290 

 



UA   103176   C2 

291 

 



UA   103176   C2 

292 

 



UA   103176   C2 

293 

 



UA   103176   C2 

294 

 



UA   103176   C2 

295 

 



UA   103176   C2 

296 

 



UA   103176   C2 

297 

 



UA   103176   C2 

298 

 



UA   103176   C2 

299 

 



UA   103176   C2 

300 

 



UA   103176   C2 

301 

 



UA   103176   C2 

302 

 



UA   103176   C2 

303 

 



UA   103176   C2 

304 

 



UA   103176   C2 

305 

 



UA   103176   C2 

306 

 



UA   103176   C2 

307 

 



UA   103176   C2 

308 

 



UA   103176   C2 

309 

 



UA   103176   C2 

310 

 



UA   103176   C2 

311 

 



UA   103176   C2 

312 

 



UA   103176   C2 

313 

 



UA   103176   C2 

314 

 



UA   103176   C2 

315 

 



UA   103176   C2 

316 

 



UA   103176   C2 

317 

 



UA   103176   C2 

318 

 



UA   103176   C2 

319 

 



UA   103176   C2 

320 

 



UA   103176   C2 

321 

 



UA   103176   C2 

322 

 



UA   103176   C2 

323 

 



UA   103176   C2 

324 

 



UA   103176   C2 

325 

 



UA   103176   C2 

326 

 



UA   103176   C2 

327 

 



UA   103176   C2 

328 

 



UA   103176   C2 

329 

 



UA   103176   C2 

330 

 



UA   103176   C2 

331 

 



UA   103176   C2 

332 

 



UA   103176   C2 

333 

 



UA   103176   C2 

334 

 



UA   103176   C2 

335 

 



UA   103176   C2 

336 

 



UA   103176   C2 

337 

 



UA   103176   C2 

338 

 



UA   103176   C2 

339 

 



UA   103176   C2 

340 

 



UA   103176   C2 

341 

 



UA   103176   C2 

342 

 



UA   103176   C2 

343 

 



UA   103176   C2 

344 

 



UA   103176   C2 

345 

 



UA   103176   C2 

346 

 



UA   103176   C2 

347 

 



UA   103176   C2 

348 

 



UA   103176   C2 

349 

 



UA   103176   C2 

350 

 



UA   103176   C2 

351 

 



UA   103176   C2 

352 

 



UA   103176   C2 

353 

 



UA   103176   C2 

354 

 



UA   103176   C2 

355 

 



UA   103176   C2 

356 

 



UA   103176   C2 

357 

 



UA   103176   C2 

358 

 



UA   103176   C2 

359 

 



UA   103176   C2 

360 

 



UA   103176   C2 

361 

 



UA   103176   C2 

362 

 



UA   103176   C2 

363 

 



UA   103176   C2 

364 

 



UA   103176   C2 

365 

 



UA   103176   C2 

366 

 



UA   103176   C2 

367 

 



UA   103176   C2 

368 

 



UA   103176   C2 

369 

 



UA   103176   C2 

370 

 



UA   103176   C2 

371 

 

 

Комп’ютерна верстка М. Мацело 

 

Державна служба інтелектуальної власності України, вул. Урицького, 45, м. Київ, МСП, 03680, Україна 

ДП “Український інститут промислової власності”, вул. Глазунова, 1, м. Київ – 42, 01601 


