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Inventia de fatd se referd la un procedeu de realizare a sterilitatii masculine
ereditare, controlabile din exterior, la plante.

Se cunoaste ca, scopul repraducerii plantelor este combinarea intr-o singura
varietate/hibrid a diverselor trasaturi de dorit ale linillor primare. In ceea ce priveste
lanurile de cuiturd, aceste trasaturi includ rezistenta la bali si insecte, toleranta la cal-
durd si seceta, reducerea timpului de maturare a culturii, productii mai mari la hectar
si calitate agronomicd mai bund. Pentru recoltarea mecanizatd a multor culturi este
impaortanta uniformitatea unor caracteristici ale plantelor, cum ar fi, stabilirea germi-
natiei si a densitatil, viteza de crestere, maturarea si marimea fructului.

Lanurile de cuitura sunt reproduse prin tehnici care valorificd metoda de pole-
nizare a plantelor. O plantd este polenizatad direct daca polenul de la o floare este
transferat la aceeasi floare sau la o alta de pe aceeasi plant3. O planta este polenizata
incrucisat dacd polenul provine de la o floare de pe o planta diferita.

Plantele care au fost polenizate direct si al caror tip a fost selectat de-a lungul
mai multor generatii devin homozigote la aproape toate locusurile genelor si produc
o populatie uniforma de descendenti de reproducere veritabili. O incrucisare intre doua
linii homozigote produce o populatie uniforma de plante hibrida care pot fi heterozigote
pentru multe locusuri genice. Incrucisarea a doua plante, heterozigote fiecare la un
numar de locusuri genice va produce o populatie de plante hibride diferite genetic si
care nu va fi uniforma.

Plantele de porumb (Zea mays L} pot fi reproduse prin tehnici de polenizare,
atat directd, cat si incrucisatd. Porumbul are inflorescente mascule localizate pe spic,
si inflorescente femele, localizate pe stiulete, ambele pe aceeasi planta. Polenizarea
naturald survine la porumb atunci cand vantul poarta polenul din spic pe méatasea care
iese in afara pe la varful stiuletilor incipienti.

Dezvoltarea hibrizilor de porumb necesitd dezvoltarea liniillor naturale homo-
zigate, incrucisarea acestor linii si evaluarea indivizilor rezultati. Reproducerea de ori-
gine si selectia recurentd sunt doar doua din metodele de reproducere folosite pentru
a dezvolta liniile naturale din populatii. Programele de reproducere combind trasaturile
de dorit de la doua sau mai multe linii naturale sau de la diferite surse pe baza larga,
in fonduri comune de reproducere, de la care se dezvoltd noi linii naturale prin auto-
selectarea fenotipurilor dorite. Indivizii rezultati sunt incrucisati cu alte linii naturale,
iar hibrizii rezultati din aceste incrucisari sunt evaluati pentru a determina care dintre
ei are potential comercial. '

Reproducerea de origine incepe cu incrucisarea a doud genatipuri, fiecare
dintre ele putand avea una sau mai multe caracteristici dorite, care lipsesc la cealalta
sau le completeaza pe ale celeilalte. Daca cei doi genitori originali nu prezinta toate
caracteristicile darite, pat fi incluse n reproducerea de arigine alte surse. Prin pro-
cedeul reproducerii de origine, sunt autoselectate plante superioare, in generatii
succesive. In generatiile mostenite, starea de heterozigot cedeaza in fata linilor homo-
zigote, ca urmare a polenizarii directe si a selectiei. De reguld, prin procedeul repro--
ducerii de origine se lucreaza cu cinci sau mai multe generatii de autoselectie:

F,- Fa; Fo- F5i B By Fu- Fg; ete.

O varietate de porumb hibrid reprezintd incrucisarea a doud linii naturale,
fiecare dintre ele puténd avea una sau mai multe caracteristice dorite, care i lipsesc
celeilalte sau se completeaza pe ale celeilalte. Descendentul hibrid al primei generatii
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este desemnat F,. In dezvoltarea hibrizilor sunt ciutate doar plantele hibride F,.
Hibridul F, este mai viguros decat genitorii sai naturali.-Aceastd vigoare a hibridului
sau heterozis, se poate manifesta in multe feluri, inclusiv sub forma de crestere vege-
tativa sporita si productie la hectar mai mare.

Dezvoltarea unei varietdti de porumb hibrid implica trei etape: (1) selectia plan-
telor superioare din variate fonduri genetice de embrioni; (2) autoselectarea plantelor
superioare pe durata catorva generatii, pentru a produce o serie de linii naturale care,
desi diferd una de cealaltd, fiecare specie se ajusteaza si ele sunt uniforme in grad
inalt; si (3) incrucisarea liniilor naturale selectate cu linii naturale neinrudite pentru a
produce descendentul hibrid (F,}. In cursul procesului de reproducere vigoarea liniilor
scade. Vigoarea se reface atunci cand doua linii naturale neinrudite sunt incrucisate
pentru a produce descendentul hibrid (F,). O consecinté importantd a starii de homo-
zigot si @ omogenitatii liniilor naturale este faptul c& hibridul dintre oricare doi indivizi
va fi intotdeauna acelasi. in momentul in care au fast identificati indivizii care dau cel
mai bun hibrid, samanta hibridd poate fi reprodusa fara incetare, atata, timp, cat
omogenitatea genitorilor naturali este mentinuta.

Un hibrid de Tncrucisare unica este produs atunci cand doud linii naturale sunt
incrucisate pentru a produce descendentul F,. Un hibrid de incrucisare dubla este
produs din patru linii naturale, incrucisate in perechi (A x B si C x D), iar apoi cei doi
hibrizi F, sunt din nou incrucisati (A x B) x (C x D). Cea mai mare parte din vigoarea
demonstrata de hibrizii F, se pierde In generatia urmatoare (F,). Ca urmare, samanta
din varietatile hibride nu este folosita in stocul de plantare. De asemenea, este foarte
important, in producerea semintei hibride, s& se evite polenizarea directd si produ-
cerea si vanzarea semintei naturale utilizatorilor finali.

Samanta de porumb hibrid poate fi produsa prin desprinderea manuald a
spicelor. Randuri alternative de doua variet&ti naturale de porumb sunt plantate ntr-un
lan, iar spicele purtadtoare de polen sunt indepdrtate de pe unul din indivizi (planta
feminina). Cu conditia ca s& existe o izolare suficientd fatd de surse straine de polen
de porumb, stiuletii individului de |la care s-au prelevat spicele se vor fertiliza doar cu
polen de la celdlalt individ [planta masculind), iar sdmanta care rezultd este astfel
hibrida si va forma plante hibride. Din nefericire, procesul de prelevare manuala a
spicelor nu oferad siguranta totald. Se poate intdmpla ca uneori o furtuna sa imprastie
plantele feminine, astfel, incat s nu fie prelevate toate spicele plantei. In alt situatie,
planta feminind poate scutura in mod obisnuit polenul, iar unele plante feminine vor
fi polenizate direct. Aceasta va determina recoltarea semintei plantei feminine
impreuna cu samanta hibrida ce se praduce in mod normal.

Ca alternativa, prelevarea spicelor plantei feminine se poate face mecanic.
Prelevarea mecanica a spicelor este aproape la fel de sigura ca si prelevarea ma-
nuald, dar este mai rapida si mai ieftina. Cu toate acestea, majoritatea utilajelor de
prelevare a spicelor produc mai multe pagube asupra plantelor, decat prelevarea
manuald. Prin urmare, nici o metodd de prelevare a spicelor nu este In prezent pe
deplin satisfacatoare si continud sa persiste nevoia de alternative care sd mai reduca
cheltuielile de productie si sa elimine polenizarea directa in cursul producerii semintei
hibride.

Praocesul laborios al prelevarii spicelor poate fi evitat prin folosirea de indivizi cu
citoplasma sterild pentru partea masculind (CMS). Plantele din tipul CMS sunt sterile
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pentru partea masculing, ca urmare a factorilor citoplasmatici rezultati din opunerea
genomului citoplasmatic celui nuclear. Astfel, aceastd caracteristica este mostenita
exclusiv prin intermediul genitorului feminin, intrucét, doar partea feminina furnizeaza
citoplasma semintei fertilizate. Plantele CMS sunt fertilizate cu polen de la alt individ
care nu este steril pentru partea masculind. Polenul de la cel de-al doilea individ poate
sau nu contribui cu gene care fac plantele hibride fertile pentru partea masculina. De
reguld, samanta de la porumbul obisnuit, cu spice prelevate si samanta produsa din
CMS a aceluiasi hibrid trebuie amestecate pentru a se asigura c&, incarcaturi
adecvate de polen sunt disponibile pentru fertilizare atunci cand plantele hibride sunt
crescute.

Pot fi si alte dezavantaje ale CMS. Unul este o asociere, observata in timp,
dintre o varianta specificd a CMS si susceptibilitatea la anumite boli ale culturilar.
Aceastd problema a dus la renuntarea virtuald a folosirii acestei variante a CMS
pentru producerea porumbului hibrid. Tn plus; CMS are uneori o asociere negativa cu
performanta agronomicéd, in mod special, in zona calitatii tulpinii, a vigorii precoce a
rasadului si a productier la hectar. Tn sfarsit, CMS demonstreaza ocazional un potential
de afectare a sterilitdtii in anumite medii, facand linile CMS nepotrivite pentru pro-
ductia semintei hibride.

0 alts forma de sterilitate, sterilitatea masculind geneticd, este descrisa in bre-
vetele US 4654465 si 4727219 de Brar si altii. Totusi, acest tip de sterilitate mas-
culind genetica solicitd mentinerea unor multiple gene mutante in pozitii separate in
cadrul genomului si necesitd un sistem complex de markeri pentru urmarirea genelor
si pentru ca folosirea sistemului sa fie convenabila.

La speciile cu polenizare directa, cum ar fi, soia si bumbacul, organele mas-
culine si feminine sunt juxtapuse din punct de vedere anatomic. [n timpul polenizari
naturale, palenul de la organele de reproducere masculine ale unei anumite flori pole-
nizeaza organele de reproducere feminine ale aceleasi flori. Acest lucru se intampla
in mod opus la speciile cu polenizare incrucisatd, cum ar fi, porumbul, la care polenul
de pe spicul unei plante polenizeaza, de reguld matasea stiuletelui altei plante, prin
dispersare de catre vant. Aceasta se poate intdmpla cu usurinta datorita separarii
organelor de reproducere masculine si feminine. Productia de hibrizi in cadrul cultu-
rilor cu polenizare directa poate fi dificild datoritd alaturarii organelor de reproducere
masculine si feminine. Dificultatii fizice de realizare a productiei de hibrizi la o cultura
cu polenizare directa i se adauga o cantitate de heterozis in hibrid, adeseori prea mica
pentru a justifica cheltuiala suplimentard necesara producerii semintei hibride. O
forma valoroasd de sterilitate masculing ar oferi ocazia unei reproduceri imbunatatite
a plantelor hibride si productii la hectar mai mari pentru aceste specii.

Cercetatorii au dorit sa inteleaga procesul dezvoltarii polenului si al fertilizarii
la porumb si alte plante. Fertilizarea incepe cu germinarea polenului matur pe
suprafata stigmatului si cu producerea unei tube care penetreaza tesutul stilului. La
angiosperme, tuba pentru polen care se dezvoltd este un conduct pentru transportul
celar doud celule spermatice la sacul embrionar, unde se unesc cu oul si celulele cen-
trale, pentru a forma zigotul, respectiv endosperma (E.G.Cutter, 1978, Plant
anatomy, Part 1, “Experiment si interpretare”, E.Arnold, Edes., Addison Wesley,
London, cap.B). Dezvoltarea polenului are loc in anterd, iar la maturitate fiecare
graunte este un spor multicelular ce contine rezultatul, atat al exprimarii genei
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sporofitice, cu origine in stratul intern al peretelui anterei (tapetum), cat si al
exprimarii genei haploide din celula vegetativa a fiecdrui graunte. (J.P.Nascarenhas,
1980, Annu.Rev.Plant Physiol.Plant Mol.Biol.41: 317; J.P.Mascarenhas, 1989, Plant
Cell 1: 857). Desi, procesul de microsporogeneza este bine documentat din punct de
vedere histologic, se stiu putine despre factorii moleculari si biochimici implicati in
functiile polenului dupé dispersare.

Flavonoizii reprezinta o clasa abundentd de metaboliti specifici plantelor cu
masa malecularad mica (-300] si care au in comun o structura cu 15 atomi de carbon.
Modificarea structurii de baza produce o serie mare de compusi, clasificati in functie
de starea de oxidare si tipul de substitutie al diferitelor inele. Unele clase sunt repre-
zentate de pigmenti (de exemplu, antocianine, calcone si flavonali si flavone specifice],
iar altele de compusi absorbanti de ultraviolete necolorati. Antocianinele, in mod
special, pelargonina, cianidina si delfinidina sunt raspunzatoare de culorile plantelor,
rosu, albastru, respectiv, violet. Alti flavonoizi pigmentati, calconele, ca si unii flavonali
si flavone sunt galbeni si contribuie semnificativ la florile colorate galben, sidef sau
crem. Flavonoizii din polen au fost identificati in cateva specii, unde realizeaza o
culoare galbena specificd polenului si pot reprezenta un procent mare (2 - 5%]) din
greutatea substantei uscate (R.Zerbak, M.Bokel, H.Greiger, DHess, 1989,
Phytochemistry 28: 897 R.Wierininann si K.Vieth, 1883 Protoplasma 118:2830].
Este dovedit ca grauntele de polen este un mediu special pentru biosinteza si/sau
acumularea flavonoizilor intrucat diferite specii de plante au tipuri unice de flavonoizi
in polenul lor (O.Ceska si E.D.Styles, 1984, Phytochemistry 23: 1822).

In literaturd au fost citate in trecut plante avand pigmentarea flavonoidd
modificatd. De exemplu, a fost izolat si descris in trecut un mutant de porumb ce
produce polen nefunctional alb mai degraba decat galben (Col E.H., Mc Cormick S.M.
si Modena S.A., 1981, “Polenul alb [a porumb” J Hered 72: 318-320). Mutantul de
polen alb scutura cantitdti normale de polen nepigmentat care germineaza pe
matasea stiuletelui, dar dupd majoritatea polenizarilor nu apare samanta. Conditia
este determinata sporofitic de catre exprimarea mutatiilor recesive stabile la nivelul
celor doud gene pentru calcona-sintaza (CHS]) ale porumbului, C, si Whp. Recent a
fost comunicata introducerea, mediatd de Agrobacterium, a unei transgene CHS intr-o
tulpind de petunie naturald pigmentata, in scopul supresarii exprimarii genei (genelor)
CHS endogene, obtin@ndu-se corole de floare la care lipseste complet pigmentarea
flavonoidd (Napoli C., Lemieux C. Si Jorgensen R., 1990. “Introducerea unei gene
himerice pentru calcona -sintaza Tn petunia, cu producerea unei CO-represiuni rever-
sibile a genelor omologe in trans,” Plant Cell 2: 273-289). Transgena CHS este deci
supresata la aceste plante, iar termenul de co-supresare a fost folosit pentru des-
crierea acestui fenamen (Jargensen R., 1980, “Exprimarea genica alterata la plante
datoritd interactiei trans intre genele omologe”, Trends Biotech 8: 340-344).
Transgena integrata actioneaza ca un inhibitor dominant nelegat al genei (genelor)
CHS endogene si duce la blocarea completa a producerii de pigmenti flavonoizi vizibili,
nu doar in petalele florii ¢i si in organele de reproducere.

Blocarea exprimarii genei CHS nu determind doar deficiente de pigmentare
flavonoida, ci si plante ce nu sunt fertile (Col, si colab., 1981; Taylor, si colab., 1892,
“Fertilitatea masculind conditionald la petunia cu deficit de calcona-sintetaza”,
J.Hered., 83: 11-17). Ar fi de dorit in foarte mare masura sa existe posibilitatea de
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a controla fertilitatea intr-o manierd in care plantele pot fi efectiv determinate sa
prezinte sterilitate sau fertilitate masculind dupa dorinta.

Inventia de fatd se refera la un procedeu de realizare a sterilitdtii masculine
ereditare, controlabile din exterior, la plante care costa in

a) selectarea unei gene care determind producerea de flavonoli;

b) clonarea genei selectate;

c) legarea genei clonate intr-0 secventd de exprimare, Tmpreund cu un
promator de inducere, responsabil de controlul extern;

d) insertia secventei de exprimare in genomul nuclear;

e] inactivarea genei care codifica produsul genic al genei clonate din genomul
nuclear nativ, prin neinducerea promatorului.

S-a descoperit ca plantele la care activitatea flavonona 3 - hidroxilazei (F3H) a
fost slabitd,in asa fel, incat s& producéd o deficientd de flavonol, aceste plante deci,
sunt conditional sterile masculin (CMF}, iar fertilitatea masculina poate fi recuperata
sau refacutd prin realizarea unor conditii in care polenul plantelor s& fie pus in contact
cu flavonali de refacere a fertilititii. Activitatea F3H poate fi slébita direct sau indirect,
de exemplu, prin blocarea producerii F3H la plante, prin inactivarea F3H natural
pradus de plante sau prin slabirea activitatii unei enzime precursoare, cum ar fi,
calcona-sintetaza (CHS) din lantul biosintezei flavonolice. Desi plantele cu deficit de
F3H produc polen viabil, germinarea polenului si cresterea tubei sunt reduse sever,
atat in vivo, cat si in vitro, rezultand plante direct sterile. Cu toate acestea, prin reali-
zarea conditiilor in care polenul plantei sa vina in contact cu flavonoli de refacere a fer-
tilitatii, completa germinare a polenului si capacitatea de crestere a tubei pot fi refa-
cute. Conditiile adecvate de refacere a fertilitatii includ orice situatie in care flavonolii
necesari sunt pusi in dispozitia polenului plantelor, cum ar fi, de exemplu, indepartarea
conditiei de slabire a activititi F3H, refacerea producerii F3H, la plante si altele. n
mod alternativ, fertilitatea plantelor poate fi salvatd sau refacuta prin punerea in
contact a polenului plantelor cu o cantitate de flavonol de refacere a fertilitatii care
actioneaza in sensul sporirii germindrii si/sau a cresterii tubei polenului. Flavonalii de
refacere a fertilitati utili includ compusi cu formula:

OH O

in care: R,,R,,R;.R,.Rs.R, si R, sunt hidrogen, hidroxil sau alcooxil avand 1 - 3 atomi
de carbon. In mod particular, flavondlii preferati sunt galangina, kaempferol, izo-
ramnetina, quercetina si morina.

Se prezinta, in continuare, descrierea detaliatd a inventiei, in legdtura si cu
fig.1...6, care reprezinta:

-fig.1, reprezentare schematica a influentei sporofitice (linille diagonale) asupra
dezvoltarii microsporilor, la plantele heterozigote pentru calcona-sintetaza (CHS). Lipsa
functionarii CHS n sporofit este indicatd printr-un fond alb (fig. 1 A), iar prezenta
functionarii CHS, printr-un fond negru (fig. 1B);
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- fig.2A si 2B, reprezentari fotografice ale polenului germinat in vitro de la linia
naturald V26 de petunia (fig.2A) si planta cu deficit de CHS 02425.1, unde polenul
de pe anterele recent dehiscente a fost suspendat intr-un mediu lichid si fotografiat
dupa cresterea la temperatura camerei, timp de 6 h. Linia (méasura) din fig.2A repre-
zinta 25 M. Sagetile din fig.2B indica tubele de polen ce urmeaza sa germineze;

- fig.3, reprezentari fotografice de sectiuni transversale prin antere identice din
punct de vedere al dezvoltarii de la linia naturald V26 de petunia (coloana din stanga)
si planta cu deficit de CHS 02425.1 (coloana din dreapta), care au fost culese, fixate,
incluse, sectionate transversal si colorate cu albastru-toluiding, asa cum este descris
in exemplul 3. Fig. 3A arata sectiuni prin natera intreagd imediat dupa dehiscenta,
atunci cand anterele cu deficit de CHS sunt galbui si ofilite. Masura din fig. 3A
reprezintd 200 M. Fig. 3B arata sectiuni prin antera la, 48 h, dupa dehiscenta, cand
anterele transgenice sunt umflate si albe. Fig. 3C aratad sectiuni prin antere ca cele
din fig. 3A, dar la marimea reprezentarilor, din fig. 3B. Masura din fig. 38 reprezinta
50 M. Fig. 3D reprezinta polenul matur la dehiscent. in fig. 3, P reprezinta polenul;
E-endoteliul; S-stamine si C-cuticulg;

- fig.4, reprezentare fotografica a refacerii germinarii polenului si a cresterii
tubei la polenul de petunia cu deficit de CMS, folosind flavonolul de refacere a
fertilitatii, Kaempherol. Polenul a fost adunat de pe antere conditional fertile masculin,
suspendat in mediu de germinare, cu adaugare de Kaempherol (K +, fig. 4C) sau
DMSO (K-, fig. 4B) pana la concentratia finald, de 1 M. Regiunile reprezentative de
polen sunt fotografiate, dupa 4 h de incubare. Germinarea si cresterea tubei obser-
vate la polenul cu CMF salvatd de Kaempferal (fig. 4C) nu este diferita de tipul salbatic
V26 de control (C, fig. 4A), care a primit doar DMSO. Palenui cu CMF nesuplimentata
(fig. 4B) prezinta, la unele grauncioare, umflarea porului germinativ, dar nici o tuba
de polen nu se contureaza,

- fig.5, profil HPLC al extractelor metanalice de stigmate de la tipul salbatic
Vae (fig. 5A) si de stigmate CMF (fig. 5B). Se produce absorbtia la 360 nm a 100
wl solutie de extracte preparate din 150 stigmate si fractionate n ingredient metanal -
apa pe coloand C 18 cu faza reversa. Insertia,din fig. DA este spectrul UV /vizibil a pic-
ului la 33,17 min si este identic cu cel produs de un standard Kaempferol autentic.
Un profit HPLC si un spectru UV /vizibil al unui extract hidrolizat acid de stigmate V26
indicd faptul c& pic-urile cele mai mari la timpii de retentie 7,43; 10,10; 13,48 si
16,65 sunt glicozizii de Kaempheraol si querceting;

- fig.B, reprezentare grafica a frecventei germinarii polenului, in functie de con-
centratia In crestere de aglicon flavonol, unde miricetina (triunghiuri goale) si 3 -
hidroxi flavona (triunghiuri pline) au fost adaugate mediului de germinare (GM) la
cancentratiile finale indicate, iar germinarea a fost mésurata, dupa 4 h de incubare.
Frecventa medie a germinarii masurate in trei experimente separate este repre-
zentata grafic cu eroarea standard a mediei (SEM). Valorile SEM < 1,4 nu sunt vizibile.
Frecventa germinarii palenului de la tipul salbatic de control V26 este, de reguld 75%,
iar polenul cu CMF nesalvata, tratatd cu DMSO produce o polenizare,intre 1 - 2%.

Inventia de fata difera de abordarile clasice ale sterilitati masculine in repro-
ducerea plantelor si productia de seminte prin aceea ca este folosit un promotor de
inducere pentru a regla exprimarea unei gene cunoscute a fi criticd in microsporo-
geneza, adica in producerea polenului. Prima etapa in aplicarea acestei inventii este
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deci selectarea unei gene de care este dependentd microsporogeneza. Unul din
tipurile de gene considerate esentiale pentru microsporogenezad sunt cele care
afecteaza praoducerea de flavonoli.

Gene selectatd este clonatd, promotorul siu nativ este eliberat,iar gena modi-
ficata este inseratd Intr-0 secventad de exprimare cu un promotor de inducere reactiv
la contral extern. De preferintd, promotorul este unul care raspunde la aplicarea pe
plantd a unei substante chimice nefitotoxice specifice.

Folosind transformarea si substitutia genei, gena “criticd” este inactivata in
genomul plantei si tnlocuitd cu gena abtinutd prin inginerie genetica si incorporata in
secventa de exprimare impreuna cu promotorul de inducere.

Aceastd inventie este unica prin faptul cd promotorul de inducere este folosit
pentru a induce fertilitatea si nu sterilitatea. In aceastd inventie secventele de pro-
motor ale genei selectate sunt indepartate, astfel, incat gena nu este transcrisa, iar
planta este sterild masculin. Atunci cand se doreste cresterea plantei sterile masculin,
fertilitatea masculind este refacutd prin inducerea exprimarii genei estentiale. In
alc&tuirea preferatd acest lucru este indeplinit prin tratarea plantelor sterile masculin
in curs de crestere, cu o substanta chimica nefitotoxica specifica.

Se va lua in considerare faptul ca sterilitatea masculind poate fi determinata
prin modalitatea Tn care “gena criticd” este “represata” si necesitd substanta chimica
pentru exprimare, sau prin modalitatea in care gena criticad este activa”, iar trata-
mentul chimic este necesar pentru producerea sterilitatii. Ce de-a doua metoda este
descrisa in WO 89/10396 de Mariani si colab., pe baza cererii internationale
PCT/EP 89/00495.

Inductia prin tratament chimic a promotorului de inducere va fi dependenta de
factori diversi asociati tratamentului chimic in sine lui de variate conditii de mediu la
momentul tratamentului. Daca genele critice erau normal active pentru a fi inactivate
prin tratament chimic, esecul tratamentului va duce la polenizarea directd, producerea
si vnzarea plantei naturale mai degraba decét a semintei hibride. Regula privitoare
la samanta, ce guverneaza vanzarea semintei hibride, presupune un grad Tnalt de puri-
tate a semintelor, n asa fel incat, procentul de seminte care nu corespund specifi-
catiei hibridului sa fie mentinut foarte scazut. Din cauza ca o plantd de porumb poate
produce peste sase milioane de grauncioare de polen, chiar si un insucces limitat al
tratamentului poate duce la un procent ridicat de polenizare directa. Din aceste
motive inventia de fata este aplicatd, in asa fel, incat gene este normal “represata”,iar
trasdtura corespunzatoare nu este exprimata, astfel, incat in conditi normale nu se
poate produce polenizarea directa. Tn plus, avand gena esentiald normal “represata”,
tratamentul chimic nu este necesar pentru producerea semintei hibride pe scard
largd, astfel, incat folosirea substantei chimice {si cheltuiala asociatd) este redusa la
minimum, iar riscul de esec al tratamentului este prezent doar in producerea pe scara
limitatd si atent controlata a semintei genitoare cand polenizarea directa este dorita.
Intrucat esecul tratamentului intr-un asemenea caz duce la subproductie de polen si
pentru ca polenul este pradus In mod normal peste necesar in cantitate mare, pro-
cesu! din aceasta inventie, pentru producerea semintei genitoare, va suporta o frec-
venta a insuccesului tratamentului, de 70 - 80% cu efecte minime asupra producerii
semintei genitoare.
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Identificarea genelor esentiale pentru fertilitatea masculind

Procedurile de identificare si clonare a unei gene pentru sterilitate masculina
sunt aceleasi cu cele cunoscute in domeniu, folosite pentru clonarea altor gene. 325
Metoda preferata este marcarea transpazonilor (elemente transpozabile), pentru ca
majoritatea situatilor de sterilitatea masculing geneticd la porumb sunt rezultatul
mutatiilor genei recesive. Tehnicile de clonare, ce necesita cunoasterea secventei de
proteine a produsului de translatie a genei pentru sterilitate masculind, nu pot fi folo-
site In inventia de fatd pentru c& nu este cunoscut Tncad produsul genic al genelor 230
pentru sterilitate masculina.

Procedura de marcare a genelor de porumb cu elemente transpozabile este
cunoscutd, asa cum a fost revazutd, de H.P. Daring, “Marcarea genelar cu elemente
transpozabile de porumb. O vedere de ansambiu®, Maydica 34 (1989): 73 - 88 si
descrisa in brevetul US 47328586 al lui Federoff (“Elementele transpozabile si proces 335
de folosire a acestora”), ale céror descrieri sunt incorporate aici in totalitate.

Una din metodele prin care se realizeaza acest lucru este incrucisarea unui soi
de porumb care poarta elemente transpozabile active si 0 alela dominantd a genei
tintd implicate in microsporogenezd, cu un soi normal de porumb care nu poarta
elemente transpozabile. Gena specificd ce marcheazd eficienta poate fi si, de preferat, 340
este maritd prin pozitionarea elementului transpozabil in apropierea locusului genei
tintd. Urmasii incrucisarilor sunt autoselectati si apoi testati pentru cele mai folosi-
toare mutatii. Fenotipurile preferate sunt plante ce nu contureaza antere si cele ce
nu produc polen. Cele mai preferate sunt fenctipurile care nu contureaza antere
pentru ca acest fenotip poate fi testat vizual prin observare Tnainte de vremea pole- 345
nizarii. Aceste plante sterile masculin reprezinta situatii mutative in care un element
transpozabil a fost excizat din locul sdu original si a fost transportat la un locus ce
poartd o gend esentiald pentru dezvoltarea polenului. Odatd elementul transpozabil
transpus intr-un asemenea locus, gena este inactivata. Ulterior se va comporta ca o
gena recesiva si va duce la sterilitatea masculing, Aceste plante mutante pot fi Tncru- 350
cisate cu tulpini de testare pentru elementul transpozabil, pentru a confirma daca
elementul este inca prezent.

Odata ce a fost confirmata transpunerea elementului transpozabil dorit 1n gena
tinta, clonele genomice care hibridizeaza pe elementul transpozabil. Secventele
adiacente elementului ale clonelor sunt apoi folosite ca probe n hibridizarea Southern 355
cu ADN genomic din soiuri ce poartd acela mutantd, alela de revenire si alela tipului
salbatic. ADNr ce dezvaluie diferentele de marime asteptate (reflectédnd prezenta sau
absenta elementului transpozabil) poartad gena tintd modificata dupa dorinta.

in practica, frecventa cu care poate fi tintit un locus particular cu un element
transpozabil variaza, intre 10° - 10%. Totusi, 100000 de plante de perumb pot fi 360
crescute cu usurintd pe o suprafatd mai mica de 10 pogoane. In plus, in anumite cir-
cumstante frecventa mutatiilor induse de elemente poate fi crescuta. De exemplu,
elementul transpozabil particular ce se foloseste pentru marcarea genei poate fi legat
la gena ce urmeaza a fi marcata de cdtre element. Pentru doua sisteme diferite de
elemente transpozabile, Ac si Spm/En, transpunerea elementelor se produce,de pre- 365
ferinta, pe locurile de pe cromozom in care elementele au fost localizate inainte de
transpunere. In mod alternativ diferite elemente transpozabile au diferite frecvente de
inducere a mutatiilor. De exemplu, elementul transpozabil numit Mutator (Mu) este
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capabil sa inducd mutatii noi cu o frecventd, de 30 - 50 ori mai mare decét frecventa
in plantele de control. In plus, rata inductiei mutatilor poate fi influentata de sexul geni-
torului purtdtor al elementului. Marcarea transpozonilor poate fi realizatd cu usurinta,
chiar daca nu poate fi estimat care din incrucisarile reciproce va da cea mai mare
ratd a mutatiilor.

Pana in prezent au fost clonate cel putin sapte elemente transpozabile de
porumb diferite. Acestea sunt Ac, Spm/En, Mu, Tz 88, Bsl, rDt si Mpi 1. Oricare din
ele poate fi folosit pentru a clona gene in care se géseste un element transpozabil.

O persoand ce poseda cunostinte in domeniu va avea in vedere faptul ca
aceasta este doar, un exemplu, de modalitate de localizare a astfel de gene si faptul
ca sunt bine cunoscute si alte procedee.

Se cunoaste deja o colectie de gene mutante, ce a fost descrisa de Albertsen
si altii "Citologie de dezvoltare a 13 locusuri pentru sterilitate masculind genetica la
porumb”, Can.J.Genet.Cytal.23: 195 - 208, 1981, incorporat aici prin referinta.
Acestea sunt cunoscute ca gene pentru sterilitate masculind (ms). Ele afecteaza dez-
voltarea doar a polenului; nu au nici un efect asupra dezvoltarit organelor feminine.
Aceste gene intrerup microsporogeneza in etapele specifice ale dezvoltarii polenului,
facand planta sterild pentru partea masculina.

Odata clonata gena mutantd provenind din oricare din sursele anterioare, ea
este folosita drept sondd pentru clonarea alelei tipului salbatic. Acest lucru este posibil
pentru c& gena clonatd este foarte asemanatoare cu alela tipului sélbatic si ca
urmare, hibridizeazad cu ea. Odata clonata si identificatd gena normald, este identifi-
catd regiunea din gend cunoscutd drept regiune de promotor. Aceasta regiune este
implicata in initierea transcriptiei acestei gene.

Genele esentiale pentru dezvoltarea polenului pot fi, de asemenea, identificate
fara folosirea intermediaré a mutatiilor, prin izolarea ARN mesagere ce sunt prezente
doar in timpul dezvoltarii polenului si prin construirea unui ADNc,care poate fi utilizat
pentru sondarea fisierului genomic in cautarea genei corespunzatoare.

Descoperirea surprinzatoare ce a urmat a fost aceea ca flavonalii, si anume
unii dintre ei, pot afecta functiunile polenului si pot controla fertilitatea si sterilitatea
prin producerea ori lipsa lor. '

Fertilitatea unei plante cu deficit de flavonoid si conditional fertila masculin
(CMF) este refacuta prin punerea in contact a polenului plantei cu flavonoli de refacere
a fertilititii, ce sunt eficienti in intensificarea germinarii polenului plantei. Intr-un
exemplu ilustrativ, conditiile adecvate se pat obtine prin punerea n contact a polenului
plantei cu o cantitate de flavonol de refacere a fertilitatii cu eficientd in cresterea ger-
minarii si a tubei palenului plantei. Asa cum a fost folosit in inventia de fata, termenul
de planta cu deficit de flavonoid si conditional fertila masculin sau CMF este desemnat
sd includa plante la care activitatea calconad-sintetazei (CHS) sau flavonona-3-
hidroxilazei (F3H) a fast diminuatd, natural sau transgenetic, pentru a intrerupe pro-
ductia naturald de flavonaizi in planta. In consecinta, plantele cu deficit de flavonoid si
conditional fertile masculin vor fi tipic lipsite de pigment, rezultand o corelatie alba sau
palida si vor fi tipic autosterile. Desi inventia va fi descrisad in cele ce urmeaza cu
amanunte, cu referire la petunii si porumb cu CMT, si alte plante cu CMF pat fi
utilizate in mod similar In realizarea inventiei.



RO 116414 B

In calea naturald de biosinteza a flavonalilor, calcon&-sintetaza (CHS) leag4 trei
molecule de malonil-CoA si o molecula de p-cumaraoil pentru a forma calcononarin-
genina, care trece spantan (in proportie redusd) sau prin interventia calcona-flavonon-
izomerazei (OHI) Tn naringenina. In etapa urmatoare a caii, F,H catalizeaza aditia unei
grupari hidroxil la carbonul din pozitia 3 a inelului C pentru a forma un flavonol necesar
pentru actiunea-de refacere a fertilitatii, conform inventiei, de fata. Calea generald
poate fi reprezentatd in felul urmator:

OH
?OOH HO OH @
CH, + | — @ c |
|
CSCoA ﬁSCoA OH O

! |
CHI
OH OH

F,H este enzima de limitare a vitezei de reactie in producerea flavonalilor si a fost
clonata anterior, din Antirrninum majus (Martin, C., Prescott, a., Nackay, S., Bartlett,
J. Si Vrijlandt, E., 1991 “Controlul biosintezei la florile de Antirrhinum majus”, The
Plant J.,1:37-39). Intrucat compusii de agliconi de flavonal sunt necesari pentru
fertilitatea masculind, cum s-a descris aici, un promotor de inducere, ce cantraleaza
activitatea F;H de hidroxilare, poate fi folosit in realizarea inventiei.

Reducerea functiel masculine la plantele carora le lipsesc flavonoizii ca urmare
a unui deficit de activitate a CHS, CHI sau F H duce la modificari de mica dimensiune
n dezvoltarea polenului pana aproape de dehiscentd, atunci cAnd morfologia anterei
deviaza de la normal, in culoare, form& si marime. La dehiscentd polenul rémane
aglutinat in antera, iar caénd este privit la microscop, o proportie semnificativa de
grauncioare dintr-un locul apare mai aofilitd decéat in mod normal. Desi este produs si
dispersat polen viabil, germinarea polenului si cresterea tubei sunt mult diminuate,
atat in vivo, cat si in vitro. In plus faté de sterilitatea masculing functionala, plantele
cu deficit de flavanoli demonstreazad unele aspecte de auto-incompatibilitate, asa cum
este aratat de faptul ca polenul poate fi partial recuperat de stigmatele plantelor din
tipul salbatic, dar nu si de stigmatele plantelor cu deficit de flavanoli. Desi sunt
evidente elemente, atdt de sterilitate masculind, cat si auto-incompatibilitate,
trasaturile prezentate de polenul plantelor cu deficit de flavonoli constituie clar o stare
unicd, desemnatd in aceastd descriere drept fertilitate masculina conditionalad. (CMF).
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Plantele carora le lipseste CHS (si deci le lipsesc flavonoizii) arata normal cu
exceptia a doua trasaturi: {1) lipsa unei pigmentari flavonaide si (2] productia de polen
slab, complet dependent, pentru a functiona, de pistiluri salbatice (stigmat + stil).

In timp ce plantele cu deficit de CHS prezint4 o lipsa de pigmentare flavonoida
si 0 scadere a functiunilor polenului, sunt evidente anumite diferente si intre speciile
de plante. Polenul alb de porumb germineaza pe matasea stiuletelui si produce o tuba
de polen a carei crestere este oprita in stil. In plus polenul mutant de parumb germi-
neaza in vitro si produce o tubd aproape la fel de lungd ca si polenul tipului salbatic.
In contrast cu el, polenul de la petunia cu deficit de CHS nu penetreaza stigmatul si
nici nu produce tubd, nici in vivo, nici in vitro. Aceasta diferentd dintre porumb si
petunie poate fi explicatd pe baza diferentelar fiziolagice dintre polenul tricelular
(porumb) si ce! bicelular {petunia). Polenul bicelular are o proportie redusa a respiratiei
cand disperseaza, formeaza a doua celuld spermaticad dupa dispersare, poate ramane
pe stigmat cateva ore inainte de germinare si are viteza initiala de crestere a tubei de
polen redusd. Prin comparatie, polenul tricelular sufera cea de-a doua diviziune
mitoticd Tnainte de anteza, are o viteza crescutd de respiratie cand disperseaza, ger-
mineaza in citeva minute dupd contactul cu suprafata stigmatului si are o viteza
initiald de crestere a tubei mare. Deoarece, polenul tricelular este stabilizat sa
creasca repede dupa dispersare, tuba polenului alb de porumb creste pana la o
lungime semnificativd Tnainte ca orice mecanism ce opreste cresterea tubei sa
actioneze.

La plantele cu inflorire In generatii alternative, sporofitul diploid produce spori
haploizi care cresc si se divid mitotic, producand gametofitul. O parte din ciclul de
viata al gametafitului se desfasoara in timp ce sporul de polen care se dezvolta se afla
in contact intim cu tesutul sporofitic inconjurdtor. Acest aranjament are potential de
interactiuni diploid-haploid. Tn plantele heterozigote aceastd interactiune ar include,
deci comunicarea haploid-haploid dintre cele doua tipuri de gametofiti, asa cum este
reprezentat,in fig. 1. Faptul ca sterilitatea masculina la petunia cu deficit de flavonoid
descrisa aici este dominantd genetic, Tn timp ce sterilitatea masculina a polenuiui alb
de porumb este recesiva genetic, conduce la o concluzie interesanta privind care
dintre gametofit sau sporofit este rdspunzator de efect. La porumb, sterilitatea
masculind este exprimata doar la plante homozigote recesive pentru ambele gene
CHS, c2 si Whp. Heterozigatii cu un sisngur exemplar functional C2 sau Whp produc
grauncioare de palen galbene, fertile in proportie, de 100% (Coc, si alti., 1981).
Astfel, In heterozigot, sporofitul CHS pozitiv sau 50% din gametofiti CHS pozitivi
influenteaza exprimarea fertilitatii in gametofiti CHS negativi. La petunia transgenica
sterilitatea masculind este asimilata ca o trasaturd dominanta, iar polenul produs de
plantele heterozigote este steril masculin in proportie, de 100%. (In acest caz, ste-
rilitatea este determinatd, fie de inhibarea gametofitior CHS poztiv de catre
gametofitii CHS supresati, fie de deficitul CHS Tn sporofitul transgenic (fig. 1). Bazele
fiziologice ale deficitelor de CHS ce praduc sterilitate masculina par sa fie aceleasi la
porumb si la petunia, iar la ambele specii sporofitul este cel care determina fenotipul
steril, mai mult decat gametofitul. Deci, fertilitatea masculind conditionald asociatad
deficitului de CHS la petunia si porumb are o bazi fiziologica comuna.

Controlul fertilitatii prin reglarea productiei de flavonol este evident prin faptut
cd, s-a descoperit ca este posibila exploatarea productiei de polen steril conditional,
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de la plantele cu deficit de CHS, pentru a pune bazele unui test in vitro de recuperare
a polenului. Prin incubarea polenului transgenic in solutie de germinare cu supliment
de flavonoizi purificati sau extracte de plante si testarea pentru frecventa sporita de
germinare si cresterea tubei de polen, pot fi identificati compusi specifici solicitati de
functionarea polenului. in acest fel s-a determinat faptul-ca familia largd a compusilor
flavonoizi, in general, nu este egal eficienta in restabilirea fertilitatii la plantele CMF,
ci mai degraba un un grup specific de agliconi flavonoizi de restabilire a fertilitatii este
eficient in acest scop.

In aplicarea acestei inventii poate fi folosit orice flavonol care este eficient in
sustinerea germinarii polenului. S-a descoperit totusi ca majoritatea membrilar familiei
relativ mari de flavonoizi sunt ineficienti in acest scop. Flavonalii cu eficientd deosebita
in restabilirea fertilitatii pot fi identificati si folositi la refacerea fertilitati plantelor aflate
in stare de CMF autosterile. Intr-o alc&tuire preferata a inventiei, flavanalul de refacere
a fertilitatii este un compus cu formula:

in care: R,,R,,R4.R4.Rs.R; si Ry sunt hidrogen, hidroxil sau alcooxil avénd 1 - 3 atomi
de carbon. De preferat, ca maximum doi dintre radicali R-R5 sa fie hidroxil sau
metoxi si restul radicalilor;

R,-R; sa fie hidrogen, iar R, si Ry sa fie htdrogen hidroxil sau metoxi. In cazul de fata
compusii flavonolici de refacere a fertilitatii in mod particular preferati si reprezentativi
pentru inventie includ galangina, kaempferal, izoramnetin, quercetina si morina, care
au structura chimicd generald prezentatd anterior, cu urmatorii substituenti:

Tabelul 1
FLAVONOL R, 5 R, R, Rs Re R,
Galangina H H H H OH H
Kaempferal H OH H H OH H
|zoramnetin H OCH, OH H H OH H
Quercetina H OH OH H H OH H
Morina OH H OH H H OH H

Alti flavonoli utili in aplicarea inventiei pot fi rapid determinati folosind procedeele de
testare in vitro a recuperarii polenului, prezentate anterior.

Cele pomenite anterior pot fi mai bine intelese in raport cu exemplele
urmatoare care sunt prezentate in scop ilustrativ si nu in sensul limitarii.
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Exemplul 1. Fertilitatea petuniilor cu deficite de calcona-sintetaza

Petunia transgenica si cea naturald V26 au fost pastrate pentru o fotoperioada
de 16/8 intr-o incinta de sticld cu adaos de lumind de halogenurad metalica la o inten-
sitate de 300 - 600 xMol.m.? s? Linia naturald V26 este o linie pigmentata de
Petunia hybris care poate produce flavonoli in majoritatea tesuturilor plantelor, inclusiv
in polen, antere si filamente, pistil (stigmat + stil] si este complet auto-compatibila.
Materialul transgenic analizat a constat in doi regeneratori independenti transformat,
21838 Isi 21841 (Napoli C., Lemieux C., si Jorgensen R., 1990, “Introducerea unei
gene himerice pentru calcona-sintetaza la petunia determina co-represia reversibila
a genelor omologe la trans-indivizi’, Plant Cell 2: 278 - 289] si indivizi din cea de-a
doua generatie de incrucisare inversad (BC,) cu linia genitoare V26 (numerele
populatiilor 2425 - 2435). Insertia de ADH-T in acesti transformanti contine secvente
de ADNc pentru CHS legate de un promator viral, acesta la randul lui legat de o gena
pentru neomicin-fosfotransformaza Il ca marker selectabil (Napoli si alti 1990).
Incrucisérile s-au realizat prin emascularea florilor, cu 24 h, inainte de aplicarea
polenului. Toate florile transgenice utilizate pentru incrucisari au demonstrat lipsa unor
semne vizibile de pigmentare. Donatorii de polen au fost alesi dintre plantele cu 2 - 3
antere dehiscente sau prin prelevare de fragmente de antere umflate predehiscente,
asa cum s-a aratat.

Plantele de petunia transgenice 218.38 si 218.41 erau flori de culoare alb-pur
dupa introducerea unei copii suplimentare a genei CHS. Atunci cand s-a examinat
expresia CHS in petalele transgenice, s-a detectat in ARNm o inductie de 50 de ori
in comparatie cu genitorul V26 netransformat sau reversantii somatici, atat la genele
CHS endogene, cét si la cele introduse. Linia naturald V26 produce pigmenti de
antacianind purpurii, in frunze, stem, pediculi, stiluri si filamente ale anterei, precum
si calcone galbene in anterele in curs de dezvoltare. Prin comparatie, plantele
transformate nu au pigmenti flavonoizi detectabili in niciunul din aceste tesuturi. Lipsa
pigmentului vizibil a fost confirmata prin analiza HPLC a extractelor metanolice, asa
cum este descris in exemplul 6. In mod normal, chiar inainte de dispersare, anterele
petuniei, pline cu polen matur, suferd desicarea. La dehiscenta, atunci cand capsula
anterei se fisureaza longitudinal, de-a lungul stomiumului, starea de deshidratare a
tesutului determind cele doua margini ale lobului anterei s& se rasuceascéa napoi una
fatd de cealalta, expunand grduncioarele de polen. inspectarea atenta a plantelor
transgenice nepigmentate releva faptul ca in cele 48 h dinaintea dehiscentei, anterele
se deshidrateaza, scédzand in medie cu 40% n lungime si isi schimba culoarea de la
alb-crem la galbui. Prin comparatie, anterele liniei genitoare V26 netransformate scad
prin deshidratare doar cu aproximativ 15% si nu sufera o schimbare de culoare,
ramanand galbene de-a lungul acestei perioade. O variatie larga a frecventel anterelar
dehiscente se produce, intre O - 100%, avand frecventa maxima asociata cu umidi-
tatea relativd cea mai scazutd. Desi dehiscenta poate fi putin amanata fata de
genitorul V28, anterele cu deficit CHS se deschid pentru a expune cantitati normale
de polen care nu este atét de deschis la culoare si de friabil ca polenul V26 si raméne
aglutinat n capsula anterei.

Nu au rezultat seminte din numeroasele incercari de polenizare directa a
descendentului cu deficit de flavonoid al 218.41, ce au folosit fie (i) polen din anterele
deshidratate, galbui, dehiscente, fie (i) fragmente de polen recoltate de pe antere
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albe, umflate, predehiscente (a se vedea tabelul 2, coloana 9, "Tncruciséri directe

transgenice: O seminte/pastaie”. Incrucisarile directe ale liniei genitoare V26 produc

in medie 225 seminte/pastaie. Acest lucru se extinde la aproximativ 17000 seminte

posibile in cele 75 Incrucisari directe ale petuniei transgenice care s-au realizat. Toate

plantele enumerate in tabelul 2 au fost testate pentru fertilitate feminina prin poleni- 600

zarea stigmatelor cu polen de la linia naturala V26. In toate cazurile, s-au produs

pastai cu setul normal de seminte, aratand ca plantele cu deficit CHS sunt fertile

feminin. Incrucisarea reciprocé cu polenul transgenic cu deficit de flavonaid pe

stigmatele V26, a dus la producerea unor cantitdti variabile de seminte, asa cum

apare in tabelul 2: 605
Tabelul 2

PO

Productia de seminte din incrucisarile cu polen transgenic
Numar de polenizari

NSRS

)

" Palen t;r‘ansgenic\/QB X Incrucisari 610
directe
transgenice
Genitori de 0 1-150 >1-150 O
polen seminte per seminte per seminte per seminte per
pastaie pastaie pastaie pastaie
02425.1* O 2 @) 8
02430.5 O 5 3 6
02430.6 2 1 @] 6 615
02430.8 ND ND ND 6
02432.2 ND ND ND B
024351 0 1 1 B
02435.2 1 4 1 8
02435.3 @] 1 1 7 620
Jed4e2s5.1~ O 1 0 1
J2428.1 ND ND ND 6
J2431.2 2 3 O S)
Je432.3* 3 g O 7
J2430.5* 3 2 0 2 625
*Florile de pe alte ramuri ale acestei plante au avut putin pigment rosu purpuriu in corola.
?Cel putin 4 flori de pe fiecare plantd enumeratd au fost palenizate cu polen V26 si toate au avut
pastai cu set complet de seminte.
Numar mediu de pastaie = 225
630

Din 36 incrucisari ce au inclus 10 plante transgenice diferite drept genitori
masculini, 11 dintre ele nu au produs pastai, 20 au produs pdstai cu mai putin de
150 seminte/pastaie, iar 6 au produs pastai cu mai mult de 150 seminte/pastaie.
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Aceasta revine in medie la aproximativ 60 seminte/pastaie, adica o reducere cu 70%
a setului de seminte. Aceste rezultate indica faptul c& polenul de la plantele cu deficit
de flavonoizi este nefunctional pe stigmatele cu deficit de flavonoizi dar, in acelasi timp
este partial functional pe stigmatele tipului salbatic, comportare pe care am denumit-o
in aceastd descriere fertilitate masculinad conditionald (CMF). Variatia larga a numa-
rului de seminte din set pentru o polenizare la aceste rezultate ale incrucisarilor este
posibila datorita unor factori de mediu inconjurdtor si/sau de dezvoltare.

Este putin probabil ca CMP s3 se datoreze insertiei ADN-T intr-o gena necesara
fertilitatii masculine Tntrucat doi transformanti independenti, 218.38 si 218.41, pre-
zintd, ambii, aceleasi caracteristici: o lipsa completa de pigmentare flavonoida si feno-
tipuri dominante de sterilitate masculingd identice. O dovada suplimentara pentru
aceasta concluzie se obtine din abservatiile lui Napoli si altii (1990), in care regenera-
torii transformati revin uneari din punct de vedere somatic la plante pigmentate intens
dar retindnd transgenul, ceea ce arata ca prezenta transgenului singur nu suprima
exprimarea CHS endogena.

Data fiind similitudinea cu polenul de porumb, CMF la petunia pare a fi
determinata de un deficit de flavonoizi, cum ar fi, cel produs de suprimarea exprimarii
genei CHS sau F;H.

Exemplul 2. Germinarea polenului si cresterea tubei

In vitro germinarea a fost realizatd pe polen proaspéat, asa cum este descris
n Mulcahy GB si Mulcahy DL, 1988 “Efectul mediilor imbogatite asupra cresterii in
vitro a polenului bi - si trinucleat’, Plant Science 55: 213 - 216 (in aceasta lucrare
citat uneori ca “mediu germinativ” sau “GM"). Polenul unei singure antere a fost plasat
intr-un micratitru impreund,cu 50 ul de mediu, balansat la temperatura camerei,
timp, de 6 - 8 h si fotografiat cu film tehnic universal Kodak.

In vivo cresterea tubei de polen a fost masurata, la 48 h, dupa polenizare, asa
cum este descris de Herrera M. Si Dickinson H.G., 19789, “Incompatibilitatea polen-
pistil la hibrizii de petunia: modificarile pistilului dupa incrucisari intraspecifice compa-
tibile si incompatibile”, J.Cell.Sci., 36:1-18. Au fost vizualizate dopuri de caloza prin
epifluorescenta generatd de excitarea la 355-425 nm (D cub) si suprimarea lungimii
de unda de 460 nm de la un Aristoplan Loitz. Probele au fost fotografiate cu film
Ektrachrome T 160 si s-au facut copii de la un internegativ.

Viabilitatea polenului a fost determinatd prin metoda fluorocromatica (PCR])
(Hezlop-Harrison J. Si Heslop-Harrison Y. 1970, “Evaluarea viabilitatii polenului prin
fluorescenta indusa enzimatic; Hidraliza intracelulara a diacetatului de fluoresceina”,
Stain Technol 45: 115-120), prin incubarea polenului proaspat dehiscent intr-o solutie
de acetat de carboxifluoresceind (1 mM) in mediul de germinare. Epifluorescenta a
fost vizualizatd in modul descris anterior.

Producerea de caloza

Tubele palenului de petunia perfareaza, in mod normal, stigmatul la aproximativ
o ord dupa germinare (Herrero si Dickinson 1980) si creste in jos prin tesutul etilutui,
pentru a depune cele doua celule spermatice in sacul embrionar. Caloza este un
palimer polizaharidic cu legaturi glicozidice § (1-3), material, care, in mod normal se
depune la intervale regulate sub formd de dopuri de-a lungul tubei de polen care
creste. Caloza se vizualizeaza gratie fluorescentei sale caracteristice, dupa colorarea
cu albastru de anilind decolorat (Currier 1957; Eschrich si Currier 1364).
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Germinarea si cresterea tubelor de polen la incrucisérile directe ale florilor cu deficit
de CHS si la incrucisarile inverse ale acelorasi plante cu polen V26, au fost ulterior
examinate. Pistilurile au fost culese, la 48 h dupa polenizare, colorate cu albastru de
anilind decolorat si examinate prin microscopie cu fluorescentd. Un tip ordonat al
depunerilor de caloz& a fost observat de-a lungul stilului in trituratele de pistiluri cu
deficit de flavonaizi polenizate cu V26. Pe de alta parte, nu s-a observat caloza n pisti-
lurile petuniilor polenizate direct, chiar daca in stigmat se gdseau cantitati serioase
de polen.
Morfologia polenului si germinarea

S-a realizat o examinare microscopica a polenului proaspat dispersat de plan-
tele cu deficit de flavonoizi, din exemplul 1 si nu s-a observat nici o maodificare evi-
dentd. Polenul petuniei germineaza imediat si produce o tubd, atunci cand este incu-
bat Tntr-un mediu lichid simplu. Palenul germinat de la fiecare familie BC2 (2425 -
2435) de polen V26 a fost comparat in vitro. Aspectul tipic este prezentat in figura
2. Asa cum s-a ardtat, dupd 6 h de crestere multe grauncioare de polen mutant au
germinat, lucru observat prin umflarea pronuntata in jurul unuia din porii germinativi
(sAgetile, in fig. 2), dar, doar maximum 2% din grauncioarele de polen de la plantele
cu deficit CHS produc o tuba cu lungime nedeterminatd. Dintre grauncioarele de polen
care produc tube masurabile, lungimea este sub 20% din lungimea tubelor de polen
V26 crescute in conditii identice.

Pentru a se determina daca polenu! produs si dispersat de plantele cu deficit
de flavonaizi a fost viabil, deci capabil de germinare si de crestere a tubei de polen,
s-a realizat o analiza fluorocromatica (PCR) pentru viabilitate a polenului transgenic si
V26 proaspét dispersat. Acest test depinde de aportul unui compus de diacetat de
fluoresceind in graunciorul de polen si conversia ulterioara la fluoresceina de catre
enzimele intracelulare. Fluoresceina are o polaritate mare si ramane sechestrata, cel
mai prababil in citoplasma celulei vegetative, unde este vizualizatd prin microscopie
fluorescentd. Polenul natural V26 consta intr-o proportie mare (pana la 40%) de
grauncioare anormal de mici, PCR negative cérora le lipseste complet orice caracte-
ristica interna. Cateva grauncioare de acest tip pot fi vazute, n fig. 2A, inclusiv, cele
doua din centrul fotografiei. Aceasta populatie nu germineaza niciodata si sunt cel mai
probabil grauncioare oprite n evolutie. Din grauncioarele ramase (60%), aproape
toate au fost pozitive la testul FCR, indicand prezenta de membrane plasmatice intacte
si esteraze citoplasmatice active. Polenul anterelor mutante retine marea proportie
de grauncioare deshidratate, oprite in evolutii. Dintre grauncioarele cu aspect normal
ramase, peste 90% au fost FCR pozitive. Faptul cd majoritatea polenului produs de
plantele cu deficit de flavonoizi a fost viabil si metabolic activ indicad faptul ca sunt
necesare anumite aspecte ale activitatii flavonoizilor pentru o germinare si o crestere
a tubei de polen normale.

Exemplul 3. Observatii microscopice asupra dezvoltarii anterei

Pentru a determina daca lipsa de activitate flavonaida in cursul microsporo-
genazei a alterat arhitectura celulard a grauncioarelor de polen sau a tesuturilor
anterei pe cale de dezvoltare, a fost comparatad dezvoltarea polenului la planta V26
si la planta cu deficit de flavonoizi 02425.1. S-au recoltat antere n lungime cuprinsa,
intre 0,1 - 6 cm, de la o serie de muguri de petunia aflati in diferite etape ale dezvol-
tarii, s-au fixat, in 2% paraformaldehida, 1,25% gluteraldehida, la pH = 7,2, inglobate
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n rasind Spurrs, apoi s-au sectionat la 1 M si s-au colorat cu albastru de toluidina.
S-au facut microfotografii cu film tehnic universal Kodak. Din punct de vedere histo-
logic, acestea prezinta toate etapele microsporogenezei, de la cel mai precoce semn
de diferentiere a tesutului arheosporului pana la antera pre-dehiscentd plina cu polen
matur. S-a acordat 0 atentie deosebita dezvoltarii si-dezintegrarii ulterioare a tapetum-
ului, intrucat, se presupune cd, acest tesut este sursa flavonoizilor din polen. In nici
una din etape antera transgenicd si microsporii pe cale de dezvoltare nu au prezentat
diferente histologice majore fatd de V26. S-au facut sectiuni suplimentare prin
anterele cu deficit de flavonoizi in cursul trecerii de la starea hidratata si alba la starea
deshidratatd, galbuie, si comparate cu etapele similare la V26 (fig. 3]. Inaintea
dehiscentei, celulele stratului endotelial se extind in mod normal in sens radial, se
ingroasa si depun un material presupus a fi implicat in mecanismul ruperii anterei
(Cutter, E.g., 1978, “Anatomia plantei: Experiment si interpretare, Partea I”, Celles
and Tissues, 2nd Ed., London: Arnold). Acest strat nu este continuu, lipsind in zona
ce inconjoarad stomium-ul. Sectiunile prin-auterele deshidratate, galbui, nu prezinta
anormalititi majore la nivelul stratului endotelial, stomium-ului sau cuticulei ce incon-
joard antera. Cu toate acestea, atunci cadnd este comparat cu polerul V26 (fig. 3,
coloana “V26"), s-a observat prezenta unei proportii mai mari de grauncioare ofilite,
lipsite de caracteristici interne la nivelul loculelor plantelor transgenice, iar graun-
cioarele mai mari sunt mai heterogene din punct de vedere al marimii formei si inten-
sitatii coloratiei (fig. 3C si 3D). Heterogenitatea prezentatd in fig. 3C si 3D poate fi 0
explicatie pentru faptul ¢& polenul este dispersat intr-0 stare mult mai deshidratata,
decat in mod normal, iar cand este pus intr-un mediu lichid de germinare, se
rehidrateaza pana la starea normala.

Exemplul 4. Extracte de flavonoizi de petunia

Analiza extractelor de polen de petunia au identificat flavonoizii majori ca fiind
3-O-glicozici de quercetin si kaempferol, 4,2', 4', 6'-tetrahidroxicalcona si un dihidro-
flavonol, taxifolina (Zerback, R., Bokel, M., Gieger, H. Si Hess, D., 1889,
Phytochemistry 28: 897-889; Zerback, R., Dresser, K., si Hess, D., 1388, Plant
Science 62: 83-81; De Vlaning, P. Si Koh, K.F.F., 1970, Phytochemistry 15: 348-
349). Polenul de porumb contine, cel putin 10 glicozizi de kaempferol, quercetin si
izoramnetin [Ceska, O., si Styles., E.D., Phytochemistry 23; 1822-1823). Extractele
apoase din tipul salbatic si cel natural de petunia linia V26 au fast obtinute prin mace-
rarea stigmatelor cu pensete sau agitarea unei suspensii de polen in mediu PEG
4000, (W.Johnen, W.M., Lush, A.E. Clanrke, 1983, Plant Cell 1: 501), mentionat
de acum inainte ca GM, centrifugarea timp, de 5 min, intr-o microcentrifuga si adau-
garea de parti din supernatant direct la o suspensie de polen CMF in GM intr-o placa
cu microorificii de 96. Extracti cu metanol a urmat acelasi protocol cu exceptia fap-
tului ca extractul a fost uscat in vid si resuspendat in GM inainte de adaugarea sus-
pensiei de polen. Experimentul de recuperare initiald a obtinut o proportie a germinarii
de 33%, folosind 20 ul (0 cincime din volumul total) dintr-un extract apos preparat din
zece stigmate V26. Ca probé de control, s-au preparat, in acelasi mod, extracte de
stigmate si polen de la plantele CMF. In testele de germinare a polenului doar extrac-
tele de stigmate si polen de V26 au fost capabile sa restabileascd germinarea si
cresterea tubei la polenul cu deficit de flavonoizi.
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Extractele de polen si stigmate de la tipul sélbatic si CMF au fost analizate dupa
cum urmeaza. Stigmatele si polenul au fost extrase, intai cu 50% metanol, apoi cu
100% metanol, apoi extractele au fost amestecate si concentrate. S-au produs agli-
coni prin hidroliza acid&: extractul a fost amestecat V/V cu 4N HCl inchis ermetic intr-
un balon de 2 mi si hidrolizat in baie de apa fiarta, timp-de 40 min. Probe identice au
fost injectate intr-o coloanad C18 cu fazé reversé (Phenomenex Spherisorb 50DS 2
250 x 4,6 mm). Solventul A a fost acid acetic 5%, iar solventul B, acid acetic 5% n
30% acetonitril. Fiecare trecere a constat intr-un gradient izocatic de 6 min (20% B)
urmat-de un gradient linear de 20 min, la 20% B si incheiat izocratic, la 95% B, timp,
de 14 min. Viteza de curgere a solventului a fost 0,9 ml/min, la temperatura
camerei. Detectia s-a ficut cu un detector cu sistem de fotodiode Hewlett Packard
Model 1040 A, la 360 nm. Kaempferolul a fost detectat In extractele de stigmat din
tipul salbatic la 60 ng sigma, iar quercetinul la nivele mult mai mici. Extractele identice
dintr-un amestec de 150 sigmate CMF sau 500 antere CMF nu au praodus nici un
“pic”, dand un spectru tipic de flavonal.

Tratarea extractului de stigmate din tipul salbatic cu enzime proteolitice, cal-
dura si trecerea prin membrane de dimensionare a moleculelor demonstreaza faptul
ca structura compusului activ a fost o molecula micé neproteinicd. Greutatea mole-
culard a compusului activ a fost apreciatad prin trecerea extractului printr-un filtru cu
pori corespunzatori greutatii maleculare de 3000 daltoni (Centricon-30, Amicon) si
stabilirea dacad substanta cu activitate de refacere a polenului a trecut prin filtru.
Extractele apoase de stigmate si polen V26 au fost tratate cu 0,025 unitati de
papaina, timp de 30 min, la 37°C, ntr-un volum de reactie de 100 .. Activitatea enzi-
matica a fost verificata prin tratarea BSA (0,5 mg,/mi) in aceleasi conditii Si prin exa-
minarea produselor de digestie, in gel de electroforeza, cu SDS - paliacrilamida
(PAGE). Nici proteaza, nici tratamentul termic (100°C, 5 min) nu au inl&turat capacita-
tea extractelor de a reface germinarea polenului si cresterea tubei la CMF.

Corohorate, aceste rezultate indica faptul ca flavonoizii prezenti in polenul tipului
salbatic joaca un rol in germinarea polenului si faptul ca stigmatele tipului salbatic
contin compusi similari care pot compensa lipsa flavanaizilor din polenul CMF-.

Exemplul 5. Recuperarea prin flavonaoli a fertilitati CMF

Refacerea biochimica a polenului cu deficit de flavonoizi, din exempliul 1 a fost
realizatd prin addugarea unei concentratii mici {14M) de kaempheral, un aglicon
flavonolic, la o suspensie de polen CMF in mediu de germinare (GM). Asa cum se
aratd, in fig. 4, de-a lungul unei perioade de crestere, de 12 h s-au facut comparati
membru cu membru, confirméandu-se faptul c& germinarea a inceput simultan, iar
cresterea tubei s-a produs in aceeasi proportie si pana la aceasi lungime la polenul
CMF recuperat (K') fat@ de polenul V26 tipul sdlbatic, care nu a primit supliment de
flavonal (C). Recuperarea a fost aproape completd, polenul cu supliment de flavonoizi
a prezentat o frecventd a germinarii de 80% fatad de polenul V26. Polenul CMF la care
s-a addugat doar solventul BMS0O (K] nu a prezentat o germinare semnificativa (1-
2%), iar tubele de polen dacé au germinat putin, nu au progresat niciodata mai mult
de doua diametre de grauncior de polen.

Pentru a confirma faptul ca extractele de stigmate din tipul sélbatic, care sunt
capabile sa recupereze germinarea polenului si cresterea tubei, contin kaempferol,
extractul nehidrolizat a fost fractionat prin HPLC si analizat prin spectroscopie de
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absorbtie UV/radiatii vizibile. Un “pic” avand un timp de retentie si spectre tipice
pentru flavanoli {maximum de absorbtie, n jurul a 260 si 360 nm) a fost detectat in
extractul de stigmate de V26 (fig. 5A si insertia). Acest “pic” putativ al kaempferolului
a fost selectat, evaporat pana la uscare, resuspendat in DMSO si adaugat mediilor
GM in vitro, unde s-a obtinut o germinare si un raspuns de crestere a tubei complete
din partea polenului CMF. Repetarea cromatografiei acestei fractiuni active cu un
standard de kaempheral autentic, a confirmat puritatea si identitatea lui. Din aceasta
analizd a 150 stigmate, cantitatea de kaempherol intr-un stigmat de V26 s-a deter-
minat a fi de B0 ng/stigmat. Considerand un volum al stigmatului de V26, de 34 .l
(dezlocuirea de volum), concentratia de flavonoli in stigmatul de V26 este,de aproxi-
mativ 6 «M, nivel ce este capabil s& determine un raspuns de germinare puternic. 0
analiza identicad a extractelor dintr-un amestec de 150 stigmate CMF sau din 500
antere CMF nu a obtinut “pic”-uri de spectru tipic pentru flavonoizi (a se vedea, fig.
5B). Extractele de polen si antere V26 nu produc o cromatograma similara cu aceea
prezentatd, in fig. 5, iar “pic’-ul eluent avand un timp de retentie si spectru UV/radiatii
vizibile ce indica kaempferolul, atunci cand a fost adaugat la CMF in GM a stimulat din
plin germinarea polenului. Aceasta analizd confirm& cé kaempferolul este prezent in
polenul si anterele tipului salbatic.

Caracteristicile structurale necesare pentru activitatea de recuperare
a polenului

Extractele de polen si stigmate din tipul sélbatic de petunia contin alti compusi,
aldturi de kaempferol, care pot si ei stimula germinarea polenului si cresterea tubei
(a se vedea fig. 5A). De aceea au fost testate, pentru activitatea de recuperare a
polenului, compusi reprezentativi din toate clasele mari de flavonoizi: flavane,
flavonone, flavonoli, izoflavonoizi, calcone, antocianine si catechine dupd cum urmeaza.
Grauncioarele de polen de petunia au fost suspendate in mediu de germinare (GM)
PEG 4000 la o densitate de 1 - 2 x 10*/ml iar pérti alicote de 100 pl din suspensie
au fost puse Tn orificile unei placi cu 96 microorificii si incubate, la temperatura came-
rei, sub agitare, la 150 rot/min. Alte suplimente au fost addugate direct in GM,
nainte de punerea polenului. Solutiile de baza de flavonoizi si alte substante chimice
s-au realizat direct in dimetilsulfoxid (DMSO) si puse in fiecare orificiu pana la concen-
tratiile finale indicate in tabelul 4. Concentratia DMS0 mentinuta constantd, la 1% in
fiecare test. Polenul a fost notat ca germinat cand tuba a depasit in lungime un
diametru de grauncior de polen. Practic toate griuncioarele care germineazé produc
o0 tub& mai lungé decat 5 diametre de grauncior de polen. Petunia V26, asa cum s-a
descris Tn exemplul 1, produce doud tipuri de polen matur, aproximativ 25% din gra-
uncioare sunt mici, f&ré caracteristici interne si nu germineazd niciodata in vitro. De
aceea, germinarea completd survine la V26, atunci cand 75% din totalul graun-
cioarelor de polen au germinat.

Polenul de petunia CMF din exemplul 1 mentine aceeasi proportie. In majori-
tatea experimentelor de recuperare frecventa maxima a germinarii este de 88% din
grauncioarele viabile. Dupa 4 h de incubare s-au notat minimum 1000 grauncioare
de polen In fiecare test. Concentratile cele mai mici ale compusilor testati, necesare
pentru obtinerea unui raspuns de germinare sunt prezentate n tabelul 3 ce urmeaza,
n care NR indica lipsa raspunsului. Compusii care produc germinare,sub 20%, la 10
«M sunt indicati drept > 100 M.
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Pe langa compusii enumerati in tabelul 3, au fost testati si nu au produs raspuns sub-

stante neflavonoide ca acid p-cumarinic, acid salicilic, hidrochinona, acid clorogenic,

acid dihidroascorbic, acid naftilftalmic (NPA), acid 1-naftalen acetic (NAA), acid indol - 865
3 acetic (IAA)}, acid giberelic (GA 3).

Tabelul 3
Compusul Concentratia pentru
_‘ raspuns (M) 870
} Flavonoli
g Galangina 1
? Kaempherol 1
: Isoramneting ' 1
: Quercetinad 10 875
Morin 10
. Myricetina 100
Fisetina 100
3-hidroxiflavona >100
Dihidroflavonoli 880
Taxifoling >100
Flavone
Flavana NR
7-hidroxiflavona NR
Apigenina NR 885
Luteolingd NR
Flavonone NR
Flavonona NR
Naringenina NR
Eriodictiol 890

Asa cum se poate vedea din tabelul 3, flavonolii agliconi au recuperat cu succes
frecventa maxima a germindrii si capacitatea de crestere a tubei ale polenului CMF,
dar, printre alte clase de flavonoizi doar cele foarte asemanatoare, dihidro-
flavonoliitaxifolina, au produs un réspuns modest (18%), la 100 uM (fig. 4). In plus, 895
au fost testate céteva clase de compusi neflavonoizi, ca acizi fenalici, antioxidanti i
reglatori de crestere a plantelor, dar nici unul nu a fost capabil sa refaca germinarea
palenului. Deci, capacitatea de recuperare a functiei polenului la concentratii relevante
din punct de vedere fiziologic pare a fi determinata de flavonali.
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Din gama flavonoizi testati au fost identificate cinci cerinte structurale generale
pentru germinarea polenului si cresterea tubei. Existd o necesitate absolutd de o gru-
pare hidroxil nesubstituitd la C, si de o grupare ceto - in pozitia 4 n ciclul C de atomi
de carbon. Un raspuns maximal depinde de o legaturd nesaturatd C, si C; n ciclul C
de atomi de carbon si de gradul de substituire a grupurilor hidroxil din ciclurile A si B.
Mai interesant de remarcat este ca, flavonalii glicozilati in pozitia 3-hidroxil sunt inactivi
desi sunt de departe cei mai abundenti flavonali din tesuturile vegetale, inclusiv din
polenul si stigmatul petuniei. Nu s-a obtinut germinarea polenului la testarea cu
querciten-3-o-glucozid si rutind (quercetin-3-0-thamnoglucozid), la concentratii pana la
100 1M. Necesitatea unei grupari ceto - la pozitia 4 n ciclul C este indicata de faptul
ca catechina, care nu are grupare cet-, este inactivd. O comparare a eficientelor rela-
tive ale taxifolinei (~ 18%, la 100 M) aratd cé o dubla legétura, intre C, si C, din
ciclul C creste raspunsul, de aproape 30 ori. O comparare a quercetinei cu fisetina
sau 3 - hidroxiflavona aratd cé fiecare grupare hidroxil in plus, fie in pozitia 5, fie in
pozitia 7 a ciclului A creste raspunsul, de aproximativ 10 ori. Aceasta crestere poate
depinde in mare masurd de efectul stabilizator al interactiunii dintre gruparea hidroxil
5 si gruparea adiacenta ceto in ciclul C. |

Tn sfarsit, substitutiile hidroxil in ciclul B nu sunt necesare pentru activitatea
completd; si de fapt, cresterea numarului de grupari determind scaderea activitatii a
se compara kaempferolul cu quercetina si muricetina). Aceasta diferenta poate fi dato-
ratd unui aport scdzut sau unor legaturi nespecifice crescute, cauzate de natura
polard daundtoare a flavonolilor cu grupari hidroxil numeroase.

S-au citat cativa flavonoizi inactivi care antagonizeaza inductia flavonaizilor activi
datd de genele modulatoare in sistemul legumei Rhizobium Djordjevic, M.A.,
Redmond, J.W., Batley, M. Si Ralfe, B.G., 1987, EMBO 6: 1173-1179; Peters.,
N.K. si Long, S.K., 1988, Plant Physiology 88: 396 - 400). Compusii inactivi in recu-
perarea functiei palenului au fost testati pentru capacitatea lor de a antagoniza actiu-
nea agliconilor flavonoli, dupd cum urmeaza. Polenul CMF, asa cum s-a descris n
exemplul 1, in GM, a fost pus in contact cu compusi inactivi, la concentratii, de 1 si
10 1M, timp de 30 min, inainte de a adauga kaempherol la 1 «M. Experimentul a fost,
de asemenea, efectuat prin addugarea simultana, in suspensia de polen, a compusului
inactiv si a kaempferolului in raport de 1:1 sau 10:1. Frecventa germinarii polenului
a fost estimata, dupd 4 h de incubare si nu s-a depistat actiunea de antagonizare, in
nici una din combinatiile testate. Au fost testati urmatorii compusi inactivi: apigenina,
calcond, eriotictiol, flavone, flavonone, euteolind, naringenind, catechind, acid
clorogenic, acid p - cumarinic, hidrochinona si acid salicilic.

Exemplul 6. Efectele UV

Partial, datoritd capacitatilor lor de a absorbi lumina UV, se pastuleaza ca
flavonoizii functioneaza drept protectori de UV la plante (W.Jahnen si K.Hahlbroch,
1988, Planta 173:453). Pentru a determina daca lipsa germinarii la palenul cu deficit
de flavonoizi s-a datorat efectelor UV, s-au efectuat experimente de germinare la intu-
neric, cu 3 variante. Polenul a fost adunat de la (1) flori care au fost adunate si pas-
trate (in apd) la intuneric complet, timp de 24 h sau de la (2) flori proaspat culese.
Din aceste doua surse s-au preparat suspensii de polen in GM cu sau fara flavonali,
lucrand intr-o camera obscura cu lumina rosie de sigurantd. A treia varianta a pre-
supus prepararea suspensiei de polen de la flori proaspat adunate, lucrand fa lumina,
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dar adaugand solutia de flavonali la intuneric. Toate prabele au fost invelite n folie si
incubate, dupd cum s-a descris in exemplul 5. Nu a existat un efect decelabil al luminii
asupra frecventei germinarii, atat pentru V26 de control, cat si pentru polenul cu
deficit de flavonoizi, cu sau fara adaos de flavonoli.

Pentru a determina dacd lumina UV a afectat fertilizarile directe, plantele
mature au fost crescute timp de cateva sdptamani sub un filtru, de 610 nm, asa cum
este descris in L.P. Taylor si W.R. Briggs, 1990, Plant Cell 2: 115. Mugurii de
petunia au avut nevoie de aproximativ 2 saptamani pentru a se forma si maturiza, de
aceea, doar acei muguri formati dupa ce plantele au fost puse sub filtru, au fost
testati, iar cei care nu au fost expusi la lumingd sub 610 nm au fost fertilizati direct.
Nu s-a produs formarea de seminte in nici una din incercarile de incrucisare, dar toate
incrucisarile directe ale V28 de control, efectuate in aceleasi conditii, au format pastai
cu set intreg de seminte.

Exemplul 7. Efectul timpului de expunere la flavonoli

Durata expunerii la flavonoizi, necesard pentru germinare completa si crestere
la maximum a tubei, a fost determinatd prin variatii de timp,in care germinarea pole-
nului s-a produs n prezenta flavonolilor. O concentratie de kaempherol calculata
pentru a determina o recuperare aproape maximala si totusi, usor de indepartat prin
spélare (0,5 M concentratie finald) a fost adaugata intr-o placa Petri de 60 x 15 mm
ce contine o suspensie rezultatd a fost centrifugatad continuu,la 150 rot/min. La mo-
mentele indicate in tabelul 4, au fost luate parti alicate, de 400 ul centrifugate, spa-
late, in 1 ml GM pentru a indeparta kaempferolul, recentrifugate, resuspendate, in
400 ul GM si impartite in doud, O parte alicotd, de 100 pl a fost din nou imbogatita,
cu 0,5 M kaempferol (contral), iar cealalta a fost lasatd sa continue cresterea fara
expunere suplimentara la flavonali (tratata). Cresterea a fost l8satd s& se produca intr-
un timp total, de 4 h, de la momentul formarii suspensiei originale, apoi frecventa ger-
mindrii si lungimea tubei au fost estimate, atat in germinarea de control, cét siin cea
tratatd. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4;

Tabelul 4
Polen tratat Control
Timp de expunere Germinare Lungimea - Germinare
(min) (%)* tubei* * (%) *
0 3,7+15 2x 48,3 = 257
10 6.6=+2,7 2x 85,5+ 8,6
20 15,7 £9,2 2-3x 47,9+ 7,0
30 13.8 1,7 2-3x 44,4 + 3,7
60 388+2,9 3x 48,4+ 1.3
120 47,3+ 3,6 >5X 47,7 £ 2.2

* medie + SEM, n = 3
** raportatd la diametrul grdunciorului de polen.

Cum se vede in tabelul 4, a fost depistaté o crestere masurabila a germinarii
la un timp de expunere, de cel putin 10 min (Tabelul 1). Un timp de expunere, intre

1-2 h a fost necesar pentru frecventa maximald a germinarii si lungimea maxima a
tubei.
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Exemplul 8. Recuperarea fertilitatii in vivo

Capacitatea de a reface fertilitata directa la petunia CMF, prin furnizarea de
agliconi flavonolici palenului, in momentul polenizarii, a fost testatd prin evaluarea
fertilizarilor reusite rezultate din incrucisarile directe ale petuniei CMF, realizate in pre-
zenta suplimentului de flavonoli. Tnaintea palenizarii directe, agliconii flavonalici au fost
administrati (i) direct pe stigmat sau (i) in amestec cu palenul proaspat recoltat. Cea
mai reusitd tehnica, apreciata prin cantitatea de seminte in set complet, a necesitat
aplciarea flavonolului pe stigmat, la 12-16 h, Tnainte de polenizarea directa. S-au
realizat 47 de incrucisari directe cu adaos de kaempferol sau quercetina si aproape
B60% (27 din 47) au produs pastai cu seminte. Numarul de seminte pe pastaie a
variat intre 31 si 287, iar testele de germinae > S0% din semintele unei singure
pastai au fost viabile. Nici una din incrucisarile directe realizate fara adaos de flavonoli
(>30 Incercari) nu a produs seminte n set.

Caracteristica CMF dominantd prezentatd de petunia cu deficit de flavonoizi
este strans legata de o a doua genad dominantd ce confera rezistenta la kanamicina
(KAN) (Napali, C., Lemieux, C. si Jergensen, R., 1990, “Introducerea unei gene hime-
rice pentru calcond-sintetaza in petuna produce o co-represie reversibila a genelor
omologe la trans-", Plant Cell 2: 279 - 289). Markerul KAN a fost utilizat pentru a
testa segregarea caracterului CMF in semintele produse prin incrucisarea directa a
plantelor cu deficit deflavonoizi in prezenta adaosului de flavonal. Semintele proaspat
culese au fost sterilizate la suprafata in inalbitor 20%, spalate cu apa sterila si Tnmu-
iate, timp, de 30 min, In 100 ppm solutie GA 3, Thainte de aplicarea lor pe placile de
germinare (1 x MS, 3 mM MES !pH = 5,6], 1 x B5 amestec de vitamine, 3% sucroza
si 0,2% agent de solidificare], care contin 100 pg/ml kanamicina. Dupa cresterea,
la 23°C, suplimentat cu a fotopericada de 16/8 h, rezistenta la kanamicina a fost
apreciatd prin testarea rasadurilor sensibile la kanamicina. In tabelul 5, P- valoarea
reprezintd nivelul semnificativ observat pentru un grad de libertate al testului Chi
patrat.

Tabelul 5
Rasaduri
Pastaie Total KAN KAN P(3:1)
1 75 58 17 0,74
2 65 50 15 0,83
3 81 89 22 0,75

Semintele germinate in prezenta a 100 ng/ml kanamicina au segregat in pro-
portie de 3:1 pentru rezistentd KAN:sensibilitate KAN, asa cum era de asteptat
pentru o trasatura heterozigotd dominantd, asa cum este prezentat in tabelul 5.

Exemplul 9. Testarea in cultura

Testarea in cuiturd s-a efectuat folosind un mutant de porumb cu deficit de
flavanoizi natural aparut, cu polen alb, lipsit de activitate flavonoida, care produce
polen alb, nefunctional si este autosterild (H.H.Coo, S.M.MoCormick, S.A. Modena,
1981, J.Hered. 72:318). S-au efectuat in total 45 de incrucisari directe, in prezenta
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unui adaos de flavonoizi, toate (100%) producand stiuleti completi, Tn acelasi timp
incrucisérile directe (45 incercari) facute fara adaos de flavonoizi au prezentat seturi
de seminte la mai putin de 1% decéat normal. Plantele de porumb cu polen alb folosite
au avut mutatii recesive stabile la C, iar Whp a péatrns intr-un fond natural W23.
Plantele cu polen alb (C2/c 2 Whp/Whp) au fost mentinute prin incrucisarea cu
polen de la plante izogenice care purtau un singur exemplar functional al CHS (C2/02
whp/whp). Plantele au fost sterile masculin in incrucisarile directe si reciproce si nu
au produs pigmenti flavonoizi vizibili in nici un tesut, inclusiv polen si seminte. Tehnici
genetice de culturd standard au fost folosite pentru a se asigura c& matasea plantelor
cu polen alb nu este atinsé de polen de contaminare. In plus, blocul de polen alb a fost
inconjurat cu o varietate de bob pigmentat, astfel,incat sa poata fi recunoscut imediat
orice boabe de contaminare. Polenul alb mutant, de la 50 - 100 plante, a fost colectat
din saculetii spicului, amestecat si impartit in doua. O parte, a fost folosita,ca atare,
pentru incrucisari, iar cealaltd parte, amestecatd in proportii, de aproximativ 20:1 cu
flavonoizi uscati (fie querceting, fie kaempferol, fie un amestec 50:50 al celor doua).
Mé&tasea preparatd a plantelor cu polen alb a fost polenizata cu polenul alb, atat cel
netratat, cat si cel cu supliment de flavonoizi, si, apoi, adunata imediat. Stiuletii maturi
au fost recoltati,la 45 zile dup3 polenizare. Incrucisarile cu polen alb formeaza de
obicei aproximativ 200 de boabe pe stiulete, iar acest numér a fost obtinut cu regu-
laritate Tn incrucisérile directe completate biochimic. S-a efectuat un total de 43 ncru-
ciséri directe, in prezenta adaosului de flavonoli si toate (100%) au produs stiuleti
comleti; 1n acelasi timp incrucisarile directe (45 de incercari) facute fard adaos de
flavonoli au prezentat set de seminte in mai putin de 1% fata de normal.

Experimentele anterioare confirma ca flavonoizii sunt necesari pentru functia
polenului, dupd cum urmeaza: (i) metanolul si extractele apoase de stigmate si polen
din tipul salbatic pot reface complet germinarea si cresterea tubei la polenul cu deficit
de flavonoizi; (i) aceste extracte contin aceiasi flavonoli, care sunt activi in testul de
recuperare a fertilitatii in vitro descris anterior; {iii) capacitatea de a recupera germi-
narea polenului si de a reface complet cresterea tubei in vitro, ca si obtinerea de
seminte in set complet in vivo este restransa la o clasa specifica de flavonoizi, agliconii
flavonoli; (iv) concentratia eficientd de flavonali variaza in functie de caracteristicile
structurale, dar cativa compusi prezintd o eficientd deosebita la nivele sub 10 M,
relativ apropiat de concentratiile fiziologice ale acestor compusi.

Flavonoizii sunt produsi teoretic de toate clasele de plante, de la muschi
hepatici, muschi frunzosi si ferigi pana la gimnosperme si angiosperme. Observatiile
anterioare asupra flavonoizilor au folosit deseori tesut uscat de frunza sau radacina
de la specii erbacee; in consecintd, nu avem un indicator bun despre cat de raspan-
ditd este prezenta flavanaizilor de polen. Prezenta lor ubicuitara tn tesuturile plantelor
si faptul ca flavonoizii au fost identificati in extractele de polen de la céteva specii
foarte diferite, ar argumenta faptul ca flavonoizii reprezintd un constituent universal
al polenului. Majoritatea flavonolilor vegetali apar la speciile 3-O-glicozilate (J.B.
Harbome si C.a.Williams, 1988, n “Flavonoizii, progrese in cercetare incepand din
1980" J.B.Harbome, Eds. (Chapman and Hail, London]) cap.7,8), aceasta fiind forma
predominantad in polenul de petunia (O.Ceska si E.D. Styles, 1984, Phytochemistry
23:1822). Doar forma de aglicon poate recupera functia polenului, lucru care suge-
reaza, atat faptul ¢, in mod normal sunt prezente nivele nedecelate de agliconi, cat
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si faptul ca este necesara activitatea glicozidazei pentru a produce agliconii ceruti de
fertilizare.

Polenul prezintd calea naturala de acces pentru manipularea pracesului de fer-
tilizare. Pierderea exprimarii flavonoide, concretizatd in plantele CMF, actioneaza ca
un gametostatic natural si nu ca un gametocid. Functia masculind completa poate fi
refdcuta prin aplicarea externa de flavanaizi asupra polenului cu deficit de flavonoizi.
Pe langé identificarea unui factor implicat in fertilizarea inaltd a plantelor, un beneficiu
semnificativ este dezvoltarea unui sistem reversibil de sterilitate masculina pentru pro-
ducerea de seminte hibride.

Prin legarea unei gene ce afecteaza productia la flavonoli de un promotor de
inducere, conform cu inventia descrisa aici, sterilitatea poate fi controlata. O astfel de
gend deja cunoscutd implicd genomul CHS, ¢2 si Whp descrise de Coe, si altii.,
Supra, incorporat aici prin referinta. Ca alternativd, gena F;H poate fi izolatd prin
generarea unei probe de hibridizare folosind primeri oligonucleotidici PCR (a se vedea
Saiki, R.K., 1990 supra) pe baza secventei F;H de Antirrhinum publicata.

Deci folosind o gena care controleaza producerea de flavonali dupa cum s-a
descris aici se poate controla sterilitatea.

In general, conform inventiei descrise aici, 0 gen& care regleaza producerea
de flavonoli poate fi incorporata in plantd Tmpreuna cu un promotor necesar, care este
promotor de inducere. Planta va fi sterild intrucat flavonolul implicat nu este produs,
iar cand promoatorul este indus, planta va fi fertila. Gena nativa care produce flavonali
este o plantd normal fertilda care poate fi inactivatd prin oricare din procedeele
descrise mai jos, cum ar fi, incrucisarea reversa sau recombinarea omoloaga.

Promotori de inducere

In realizarea acestei inventii, regiunea de promator este indepartatd dintr-o
gena clonatd, responsabild de fertilitatea masculind si este inlocuita cu un promotor
care raspunde doar la un stimul extern specific. Deci, gena nu va fi transcrisa decét
ca raspuns la stimulu! extern. Atata vreme cat gena nu este transcrisa, produsul ei
genic - care este necesar pentru intregirea dezvoltarii polenului - nu este produs.
Aceasta produce un accident in una sau mai multe din caile biachimice/fiziologice ale
dezvoltarii polenului, lucru ce produce sterilitate masculind. Planta poate deveni fertila
doar sub stimulare specifica, ce activeaza promotorul selectat.

Un exemplu de sisterm de promotori de réspuns, care poate fi folosit in reali-
zarea acestei inventii este sistemul glutation-S-transferazei (GST) la porumb. GST
reprezintd o familie de enzime ce pot detoxifica numerosi compusi hidrofobi electrofili,
care sunt folositi adesea drept erbicide nainte de rasarire (Wiegand, si altii., "ARN
mesager care codificd o glutation -S- transferaza réaspunzatoare de toleranta porum-
bului la erbicide este indus in ceea ce priveste raspunsul sdu pentru un tratament mai
sigur”. Plant Molecular Biology 7:235 - 243, 1986). S-a descoperit ca tratdnd semin-
tele de porumb cu GST creste toleranta porumbului la erbicide. Studiile au aratat ca
GST sunt implicate direct in determinarea acestei tolerante crescute. Aceastd sec-
tiune este mediata n primul rénd de un produs de transcriptie ARNm specific, de 1,1
Kb. Pe scurt, porumbul are o gend inactiva cu aparitie naturald deja prezenta, ce
poate raspunde la GTS si care poate fi indusd pentru a forma un produs genic.
Aceasta gend a fost deja identificatd si clonata. Astfel, intr-o alcatuire a acestei
inventii, promotorul este indepdrtat din gena cu raspuns la GTS si atasat la gena
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fertilitati masculine, carei, anterior, i-a fost indepartat promotorul nativ. Aceasta gena
prelucratd este combinatia dintre un promotor care raspunde la un stimul chimic
extern si 0 gena care este rdspunzitoare pentru dezvoltarea in bune conditii a
polenului fertil.

Introducerea genei

In stadiul tehnicii se cunosc cateva procedee de transfer al ADN clonat la
porumb. Acestea includ apartul ADN de catre protoplastii de porumb, facilitat prin
electroporatie (Rhodes si altii., “Plante de porumb transformate genetic pornind de
la protoplasti’, Science, vol.240 (8 aprilie 1988); tratamentul protoplastilor de
porumb cu polietilenglicol (Lyznik si altii., “Co-transformarea stabild a protoplastilor de
porumb cu gene GUSA si Nea”, Plant Molecular Biology 13: 151 - 161m 13989); si
bambardarea celulelar de parumb cu micropraiectile incércate cu ADN (Klein, si altii..
“Transformarea genetica a celulelor de porumb prin bombardarea cu particule”, Plant
Physiol. (1989) 91, 440 - 444) si Klein, si altii., “Factori care influenteaza trecerea
ADN 1n celulele de Zea Mays prin microproiectile cu vitezd mare”, Bio/Technology,
vol.B, mai 1988), toate incorporate prin referinta.

Fiecare din aceste tehnici are avantaje si dezavantaje. In fiecare dintre ele, ADN
de la un plasmid este prelucrat genetic, astfel, incat contine nu numai gena de inte-
res, dar si gene-marker selectabile si eligibile. O gend marker selectabild este folosita
pentru a alege doar acele celule care au exemplare integrate din plasmid (constructia
este astfel incat gena de interes si genele selectabile si eligibile sunt transferate ca
un intreg. Genele eligibile prezintd alt element de identificare pentru cultivarea n bune
conditii doar a acelar celule care poartd genele de interes. O gena-marker selectabila
folosita de obicei este neomicin - fosfotransferaza Il (NPT 1l). Aceasta genad transmite
rezistenta la kanamicind, compus ce poate fi addugat direct in mediile de crestere pe
care sunt cultivate celulele. Celulele vegetale sunt, in mod normal sensibile la kana-
micina si, drept rezultat, mor. Prezenta genei NPT Il invinge efectele kanamicinei si
fiecare celuld avand aceasta gena ramane viabild. Alta gena - marker selectabila care
poate fi folositd n realizarea acestei inventii este gena care confera rezistenta la erbi-
cidul glufozinat (Basta). O gena eligibilé de reguld folosita este gena fglucuronidazei.
Prezenta acestei gene este pusa in evidentd printr-o reactie histochimica, in care o
proba de celule transformate putativ este tratatd cu o solutie pentru test GUS. Dupa
o incubare adecvatd, celulele care contin gena GUS devin albastre. O alté gena eligibila
este un activator de transcriptie pentru biosinteza antocianinei, asa cum este descris
in cererea aferentd a lui Bowen si altii., U.5.5.N. 387739, depusa la 1 august 1983.
Aceasta gena determina sinteza pigmentului antocianind. Celulele transformate cu un
plasmid care contind aceasta gena devin rosii. De preferat, ca plasmidul sa contina,
atat genele - marker selectabile, cat si pe cele eligibile.

Plasmidul care contine una sau mai multe gene de acest fel este introdus, atat
n protoplastii de porumb, cét si in celulele calusului, prin oricare din tehnicile men-
tionate anterior. Daca gena - marker este selectabild, doar acele celule care au incor-
porat setul ADN vor supravietui selectiei cu agentul fitotoxic adecvat. Odata, celulele
corespunzatoare identificate si transmise, plantele vor fi regenerate. Descendentul
plantelor transformate trebuie testat pentru a se asigura ca setul ADN s-a integrat
n mod corespunzator in genomul plantei.
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Va fi acceptat imediat de cdtre cei cu experienta in domeniu, faptul ca gena
nativa a fertilitatii va putea sa se exprime in cursul procedeului descris. Un alt pro-
cedeu de inactivare a genei native este acela binecunoscut care foloseste tehnicile
incrucisarii reverse, in exemplul 9 fiind descris un tip de astfel de procedeu.

Ca o alternativa specificd, gena care codificd F;H, CHI sau CHS la o planta
poate fi indepartata, blocatd sau sa i se diminueze functionarea n ald mod, pentru a
impiedica exprimarea enzimei F;H la plantd. Aldturi de blocarea sintezei F;H in vivo,
este evident ca activitatea F;H poate fi blocatd prin mijloace care interactioneaza
direct cu F H, pentru a opri sau diminua activitatea sa hidroxilazica. in plus, produ-
cerea de flavonali poate fi perturbata prin blocarea activitatii Chl; totusi aceasta alter-
nativd este mai putin preferata intrucat, convertirea calcanonaringeninei la naringening
se produce spontan, in porportie mica, in lipsa CHI. Aceasta este doar una din
variatele alc&tuiri in conformitate cu scopul inventiel descrise.

Selectia sterilitatii si refacerea fertilitati

Dupa introducerea genei intr-o plantd, sunt selectate tipurile de plante cores-
punzatoare, adica cele sterile masculin. Acestea sunt sterile masculin deoarece gena
fertilitdti masculine, izolata si clonata, pe care plantele o detin, nu are propriul sau
promotor nativ si deci, nu realizeazad produsul genic care este esential o pentru dez-
voltarea polenului Tn conditii bune. De aceea, gena prelucratd functioneaza ca o alela
recesivd mutanta a genei native. In biotehnologia obisnuité a plantelor, odat identificat
genotipul dorit, dupa transformare si regenerare, plantele sunt autoselectate pentru
a reface acel genotip. Cu toate acestea, in realizarea acestei inventii, genotipul dorit
nu poate fi autoselectat la prima generatie deoarece este steril masculin. Pentru a
obtine descendent, trebuie indusa fertilitatea prin stropirea plantelor cu un compus
care induce transcriptia genei prin activarea promotorului alterat. In cazul promo-
torilor GST, compusul de inducere GST este de tip N,N - dialil - 2,2 - dicloroacetamida.
Promotorul atasat la gena fertilititii masculine raspunde la aceasta substanta chimica
si determin initierea transcrierii genei. Odata ce se praduce aceasta, produsul genic
normal este realizat de cétre gena si este indus un anume nivel de fertilitate mas-
culind. Polenul de la aceastad plantd este apoi folosit pentru realizarea polenizarii
genotipului original selectat.

Odat& terminata izolarea si transmiterea genotipului dorit, lucrul este mai usor.
Doar indivizii folositi ca genitori feminini in Tncrucisarile hibride sunt transformati n va-
riante sterile masculin. Odata transformati, cantitatea de seminte sterile mas-
culin/fertile feminin trebuie crescutd. Aceasta se infaptuieste prin plantarea intr-o
zon4 izolata (departe de alt polen de porumb) si stropirea cu o substantd chimica la
care promotorul raspunde. Stropirea determina promotorul s& initieze transcrierea
genei atasata lui. Aceasta va praduce un anumit grad de fertilitate. Un avantaj pacti-
cular al acestui sistem, in comparatie cu sisteme de felul celui publicat, in WO
89/10396 al Ilui Mariani si alti, {bazat pe cererea internationald PCT/EP
89/004895), in care se induce sterilitatea, este acela ca tratamentul nu trebuie sa
fie 100% eficient, pentru cd, in mod normal o plantd de porumb produce mult mai
mult polen decat este de fapt necesar pentru fertilizarea intregii cantitati de matase
valabilda. De aceea, chiar refacerea redusa a fertilitatii va fi eficientad pentru obtinerea
nivelurilor acceptabile de crestere a semintelor. In acelasi timp, polenizarea direct3
nu are loc in producerea semintelor hibride, pentru cd plantele din aceasta inventie
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sunt sterile masculin in mod normal si trebuie tratate pentru a deveni fertile. In siste-
mele n care este indusa sterilitatea, acest mecanism trebuie sa fie 100% eficient
pentru a evita polenizarea directa in producerea semintei hibride.

Toate semintele culese continud s fie homozigote si sterile intrucét fertilitatea
este refacutd doar intr-o singurd generatie genitoare, prin tratamentul cu substanta
chimicd inductoare a fertilititii. Aceastd samanta este apoi folositoare ca genitor
feminin intr-o culturd de productie de hibrizi. Deoarece plantele sunt sterile masculin,
nu trebuie sa li se indeparteze spicele. Toate plantele hibride produse din acest fel de
samanta sunt fertile masculin, pentru c& descendentul rezultat mosteneste o gena
modificatd de la genitorul feminin si o gend normala de la genitorul masculin. Se
realizeaza o productie de polen normal.

Revendicari

1. Procedeu de realizare a sterilittii masculine ereditare, contolabile din
exterior, la plante, caracterizat prin aceea ca, consta in:

a) selectarea unei gene care determina producerea de flavonoli;

b) clonarea genei selectate;

c) legarea genei clonate intr-o secventa de exprimare, Tmpreund cu un pro-
motor de inducere, respansabil de controlul extern;

d) insertia secventei de exprimare in genomul nuclear;

e) inactivarea genei care codificd produsul genic al genei clonate din genomul
nuclear nativ, prin neinducerea promatorului.

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca flavonolul
este un compus cu structura chimicd corespunzatoare formulei generale:

in care: R, R, Rs R, Rs R, si Ry sunt hidrogen, hidroxil sau alcooxil cu 1-3 atomi de
carbon.

3. Pracedeu, conform revendicérii 2, caracterizat prin aceea ca nu mai muit
de doi radicali dintre R,-R5 sunt hidroxil sau metoxi, restul radicalilor dintre RB,-R; sunt
hidrogen si radicalii R, si Ry sunt hidrogen, hidroxil sau metoxi.

4. Procedeu, conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca flavonolul
este ales dintre galangind, kaempferol, izoramnetin, gercitind sau morina.

5. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca este folosit
in reproducerea unei plante care are sterilitate masculind ereditard, controlabild din

exterior, prin readucerea plantei la fertilitate masculing inducand promotorul genei
introduse si realizadnd polenizarea in mod abisnuit.
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B. Procedeu, conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca este folosit
1265 pentru producerea semintelor hibride prin plantarea in juxtapozitie de polenizare
incrucisatd a unei seminte dintr-o linie genitoare masculina cu fertilitate masculing si
a unei alte seminte dintr-o linie genitoare feminina cu sterilitate masculind, dezvoltarea
plantelor in conditii care nu induc exprimarea genei, polenizarea incrucisata a plantei
feminine sterile masculin cu polen de la planta masculind fertild masculin si culegerea

1270 semintelor hibride de la planta feminind sterild masculin.

Presedintele comisiei de examinare: chim. Haulica Mariela
Examinator: biochim. Cretu Adina
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