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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la rezistenta plantelor la
actiuni distructive, provocate de nematodul galicol
javanez.

Esenta inventiei constd in aceea cd pentru a
obtine plante rezistente la contaminarea cu nema-
tozii galicoli javanezi se efectucazd identificarea
genei plantei infestate, care este expresatd in
locusul nematodic nutritiv. Promotorul locusului
nutritiv al genei se separd si se fuzioneazd cu

2
secventa, care codificd o moleculd ostild infestarii
cu nematodul galicol javanez. In continuare planta
se modificd cu ajutorul genei himere construite
astfel.

Rezultatul procedeului propus este obtinerea
plantelor rezistente la nematodul galicol javanez pe
baza transformarii lor cu ajutorul genei himere.

Revendicari: 14
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Descriere:

Prezenta inventie se referd la rezistenta plantelor la actiuni distructive, provocate de nematodul
galicol javanez.

Nematozii galicoli javanezi sunt principalii patogeni pentru multe plante, tutun, tomate, pepenii
verzi, struguri, alune de padmant si bumbac.

Metodele chimice, masurile agrotehnice si utilizarea varietatilor stabile de plante sunt cdile
principale de combatere a nematozilor, care in prezent sunt accesibile si foarte des folosite impreuna
in lupta cu nematodul galicol javanez. Este necesar a ridica eficienta luptei cu nematozii, deoarece
cdile indicate adeseori nu corespund conditiilor protectiei culturilor agricole. Nematocidele sunt
dubioase prin actiunea lor si nu intotdeauna eficiente.

Probleme inventiei este cresterea plantelor rezistente la nematodul galicol javanez.

Masurile agrotehnice de combatere cauzeaza pierderi latente in pomiculturd, manifestate diferit.
Gama largd a culturilor gazde pentru nematozii galicoli javanezi limiteaza eficacitatea economici a
culturilor ce nu sunt gazde. Speciile efective si stabile adeseori sunt inaccesibile, si acele specii, pe
care pomicultorii le pot folosi, uneori se perfectioneazi pe baza speciilor sensibile la densitati joase
ale nematozilor galicoli javanezi. Pe 1anga aceasta, rezistenta se poate pierde la temperaturi inalte
ale solului in conditii tropicale si subtropicale. Cand nematodul galicol javanez invadeazi riadicina
plantei, el migreazi iniuntrul celulei pand la atingerea meristemului radicular. n acest caz
secretiile glandelor bucale se injecteazd printr-o sondd ascutitd a nematodului in celulele din
regiunea meristemului.

Aceasta conduce la dezvoltarea normald a celulelor date, care trebuie sd se rupd, si ca urmare,
va avea loc diviziunea nucleelor fard diviziunea celulelor. Pe aceastd cale are loc formarea celulelor
plurinucleare, cunoscute ca “celule gigantice”. La formarea acestor celule gigantice contribuie
largirea celulelor inconjurdtoare, cunoscute sub denumirea de celule hipertrofice, asupra cérora
nematozii nu influenteaza la penetrarea directd prin sondd. Aceste celule gigantice si celulele
hipertrofice inconjuritoare formeazi impreuna locusuri de nutritie a nematozilor galicoli javanezi.
Nodozitatea care se formeaza pe rdddcina infectatd, constd din aceleasi celule gigantice si celule
hipertrofice 1insotitoare, care sunt rezultatul pluriinfectirii cu nematozi. Mecanismul formarii
celulelor gigantice sunt asemandtoare la toate varietitile de plante inalt sensibile.

Dupd inducerea celulelor gigantice nematodul galicol javanez pierde capacitatea de migcare pe
masurd ce are loc alimentarea cu nematodul pe celula uriasd, si nematodul devine legat impiedicand
alimentatia, dezvoltarea i inmultirea pe locusul de nutritie.

In cererea internationald de brevet WO 92/04453 se descrie metoda de combatere a nematozilor
de chist radiculari. In articolul cu denumirea “Gene Expression in Nematode-Infected Plant Roots”,
autor Gurr et al. (1991), se descrie un procedeu referitor la nematozii de chist ai cartofului, care
prevede obtinerea ADN complementar (¢cADN) din ARN informational (ARN), din sincitiul plantei
infectate cu nematodul de chist radicular.

Obiectul prezentei inventii este procedeul de producere a plantelor rezistente la nematodul
galicol javanez, in care in planta infectatd de nematodul galicol javanez se identificd gena, expresatd
numai in celulele locusului de nutritie a vatdmatorului, se izoleazd promotorul genei indicate si se
fuzioneazi cu secventa codificatoare a moleculei ostile infestdrii pentru a obtine gena himerd, cu
care se modificd o altd plantd, totodatd celulele locusului nutritiv reprezintd celulele gigantice si/sau
celulele hipertrofice asociate, iar molecula codificatd de gena himera este ostild pentru unul sau mai
multe obiecte selectate din: 1) celulele gigantice ale umflaturii radiculare, 2) celulele hipertrofice
ale umflaturii radiculare si 3) nematozii galocoli javanezi.

Conform procedeului propus molecula indicata reprezinta:

1. o molecula efectiva pentru a cauza necroza celulelor gigantice si/sau celulelor hipertrofgice;

2. o moleculd efectiva pentru a cauza necroza nematodului galicol javanez;

3. o moleculd a fermentului activ in dereglarea metabolismului celulei vegetale;

4. ARN antisens al genei ce codificd un ferment critic pentru metabolismul celulei vegetale.

Planta rezistentd la nematodul galicol javanez, care este rezultatul realizarii procedeului propus,
este o plantd din grupa, ce include culturile legumicole, plantele de bob furajere si alimentare,
plantele fructifere, plantele nucifere si plantele fibroase, care reprezintd tutun, tomate, morcov,
bumbac sau o mladiti a plantei indicate.

Conform inventiei, gena himerd contine o secventd care codifica molecula ostild pentru unul sau
mai multe obiecte selectate din: 1) celulele gigantice ale umfliturii radiculare, 2) celulele
hipertrofice ale umflaturii radiculare si 3) nematozii galicoli javanezi, totodatd gena data include, pe
langd aceasta, o secventd promotoare, ce cauzeazi expresia secventei codificatoare mentionate in
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celulele gigantice ale umflaturii radiculare gi/sau in celulele hipertrofice ale umflaturii radiculare, si
aceastd secventd de promotor derivd de la o gend care este expresatd in celulele gigantice si/sau
celulele hipertrofice ale plantei infestate de nematodul galicol javanez.

Deoarece mecanismul de producere a celulelor gigantice este acelasi la toate varietdtile de
plante inalt sensibile, procedeul prezentei inventii de fapt e utilizabil pentru toate varietitile de
acest fel, care se pot transforma in conformitate cu etapa transformationald a procedeului prezentei
inventii.

Procedeul propus este utilizabil pentru varietdtile vegetale Meloidogyne, inclusiv, dar
nelimitandu-se la M.incognita, M.javanica, M.arenaria i M.halpa.

Gena identificatd, selectatd din planta infectatd este preferabil acea gend, expresia cdreia are loc
nu mai devreme decét insdsi nematodul 1si pierde capacitatea de miscare.

Este necesara garantarea faptului ca a fost selectat o astfel de gend, care sa se exprime doar in
celulele gigantice si/sau in celulele hipertrofice care le insotesc, deoarece dacad gena se manifestd pe
un alt locus, produsul expresiei genei himere elaborate pe un alt locus poate avea o influentd
negativd asupra plantei, care se transforma.

Avantajul prezentei inventii este acela cd plantei i se poate atribui rezistentd la nematodul
galicol javanez fara necesitatea elaborarii produsului antinematodic infectios.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea plantelor rezistente la nematodul galicol javanez pe
baza transformarii lor cu gena himera.

Procedeul preferabil de realizare a prezentei inventii se descrie in continuare.

CRESTEREA SI CONTAMINAREA PLANTELOR DE TUTUN

Semintele plantei de tutun C319 se supun germindrii pe compost Fison F1 in conditiile ce
urmeazd. Puterea luminii de la 4500 pand la 5000 Lux, perioadele de iluminare de 16 h, care
alternau cu perioade de intuneric de 8 h, temperatura de la 20°C pana la 25°C. Peste 3 saptdmani
rasadul se spdla usor cu apa de apeduct pentru inliturarea solului si se transferau in saculete (céte
doud plante in siculet, Northrup-King) unde se cresteau in decurs de o sdptimani la 25°C sub
influenta luminii cu puterea de 55000 Lux, cu perioade de iluminare de 16 h, care alternau cu
perioade de 8 h de intuneric. Radicinile se scoteau de pe fundul sdculetului si se sustineau pe
margini cu hartie din sticlofibre Whatman CF/A. Apoi nematozii de trei zile (M. javanica) se
aplicau pe capetele acestor rddécini sub forma de 10 km alicvot (50 nematozi) si se aplica deasupra
capetelor radicinilor a doua foaie de hartie CEF/A pentru incapsularea completd a capatului
radicular. Peste 24 h dupd contaminare hartia CF/A se inldtura pentru confirmarea contamindrii
(lasand din urmd radédcina sdnitoasd si tesutul capatului radicular) si imediat se inghetau in azot
lichid. De la 80 de plante inoculate se putea colecta de la 0,5 pand la 1g tesut radicular contaminat.

VOPSIREA CU SCOPUL VIZUALIZARII NEMATOZILOR iN RADACINILE
CONTAMINATE

Pentru determinarea calitdtii contamindrii se determind numdirul nematozilor pe capatul
radicular. Radacinile se stringeau peste trei zile dupd contaminarea plantelor si se cufundau pentru
90 s in lactofenol, care contine 0,1% albastru de bumbac, la temperatura de 95°C. Dupa 5 min de
spalare in apa radicinile se plasau in lactofenol la temperatura camerei pentru 3-4 zile pentru
limpezire. Nematozii vopsiti se vizualizau cu ajutorul microscopului optic.

ELIMINAREA ARN DIN TESUTUL RADICULAR SANATOS SI CONTAMINAT

Tesutul radicular se maruntea in praf fin cu ajutorul pistilului si piulitei cu ricire concomitenta
(in azot lichid).

Apoi alicvote cu volumul de aproximativ 100 mg se treceau in eprubete Eppendorf ricite in mod
analogic si se introduceau 300 ml solutie-tampon fierbinte de fenol de extractie (50% fenol, 50%
tampon de extractie: 0,1M clorurd de litiu, 0,1 M tampon Tris-HCl, pH=8,0 (temperatura camerei),
10 mM EDTA, 1% dodecilsulfat de sodiu si se realiza termostatarea in decurs de 5 min la 80°C.
Apoi se introducerea un volum egal de cloroform si omogenizatul se supunea microcentrifugirii in
decurs de 15 min la 4°C. Faza apoasd apoi se extragea cu 600 ml fenol/cloroform si se supunea
microcentrifugdrii, cum este ardtat mai sus. Apoi faza apoasd iardsi se inldtura si apoi ARN se
precipita cu un volum egal de clorurd de litiu la 4°C in decursul noptii. Precipitatul se comprima
prin microcentrifugarea in decurs de 15 min la temperatura camerei si se spald in etanol de 70%.
Precipitatul comprimat apoi se liofiliza din nou, se suspensiona in DEPC, tratat cu apd si se analiza
cu ajutorul spectrofotometrului. Calitatea ARN se determina prin intermediul gelelectroforezei de
denaturare (aceastd metoda este adoptata de Shirzadegan et al., 1991).

CLONARE SUBSTRACTIVA cADN specifici infectios
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Poli (A)* ARN (mARN) se elimina din 200 mg probe ARN (sumar) de la tesutul radicular C319
sdndtos si contaminat folosind dT Dinasfere oligomagnetice conform instructiunilor producatorului.
Sinteza primului fir cADN se realizeazi nemijlocit in situ pe fractiile poli (A)* legate de Dinasfer de
la tesutul sdndtos. Acesta este AND-transfer. Sinteza primei si celei de-a doua catene se realiza in
situ pe fractiile poli (A)* legate de Dinasfer de la tesutul contaminat. Acesta este ADN-tinta. Toate
reactiile cADN se realizau folosind complexul sintezei cADN Pharmacia si conform instructiunilor
producdtorului. Trei oligonucleotide SUB21 (5’CTCTTGCTTGAATTCGGACTA3’), SUB2S
(TAGTCCGAATTCAAGCAAGAGCACA3’) (Consecutivitatea de la Duguid si Dinauer, 1990) si
LTD15 (5°GACAGAAGCGGATCCA(T)153%) (O’Reilly et al., 1999) se supun actiunii chinazei cu
polinucleotidochinaza T4 conform Maniatis et al., 1992. Apoi SUB21 si SUB2S5 se hibridizau,
formand lincher, care apoi se amesteca cu ADN-tintd cu ligaza T4 ADN conform King si Blakesley
(1986). Dupa aceasta sferele purtitoare de tinta se spélau intens cu TE si al doilea fir cADN se elua
la 95°C in 5xSSC.

ADN legat cu AND de transfer, care e legat cu Dinasfer, se inldtura prin incilzire de 5 h. ADN-
tintd, care nu se hibridiza se separa de ADN-tinta legat de sfere, care se hibridiza la temperatura
camerei conform instructiunilor producétorului, apoi ADN-tintd, care se hibridiza in mod analog se
separa de AND de transfer legat de sfere la 95°C. ADN-tintd eluata la temperatura camerei apoi din
nou se adduga la ADN-transfer si hibridizarea se repeta. Acest proces se repeta pand atunci, pana
cand cantitatea de AND-tintd, care se hibridizeazd cu AND de transfer mai mult nu depéasea acea
cantitate, care nu se hibridizeazd. Concentratia ADN se stabilea folosind aparatul de cufundare de
masurat ADN, conform instructiunilor producdtorului.

Alicvotele fractiei finale, eluate la temperatura camerei se foloseau pentru amplificarea PCR
(Eckert et al., 1990) in scopul generdrii spiralei duble cADN, care serveste pentru clonare in
vectorul-plasmida.

Amplificarea ADN-tintd se obtinea folosind primerii SUB21 si LDT15 si ciclizatorul termic,
conform conditiilor, descrise Frohman et al., 1988. Produsele PCR apoi se cantareau in Smal vector
pBluescript fiert conform King et Blakosley (1986).

SELECTAREA BIBLIOTECII SUBSTRACTIVE PRIN ANALIZA
REVERSIBILA Northern

Recombinatele se identificau cu colonia PCR (Gussoe si Clackson, 1989). Inserdrile
intensificate se supuneau blotarii Southern in trei reproduceri pe membrane Pall Biodyne, conform
descrierii producatorului membranelor. Hibridizarea prealabild si hibridizarea se efectuau la aceeasi
temperaturd, care constituie 42°C si cu folosirea aceluiasi tampon, care reprezintd SxSSPE, 0,05%
BLOTTO, 50% formamidad. Ele se hibridizau aparte cu probele cADN (vezi mai jos) de la tesutul
sdndtos si de la cel contaminat §i cu proba, care constd din AND-tintd intensificat de la substract
final. Clonurile care ardtau semnalul hibridizarii cu proba contaminatd cAND (exclusiv) sau care
ardtau semnalul hibridizarii cu proba substractivd, dar cu probele cAND, se selectau pentru testarile
ulterioare.

GENERAREA PROBEI cADN

Cu scopul obtinerii activitdtii relative inalte a probelor pentru tdierea diferentiatd, se producea
sinteza rece a ADN pe numirul total de ARN si apoi produsele sintezei se supuneau marcérii prin
metoda oligomarcarii. Probele de ARN totale in cantitate de 10 mg de la tesutul sdndtos si
contaminat se tratau la inceput cu 2,5 unititi DNazei 1 la 37°C in decurs de 15 min. DNaza apoi se
denatura la 95°C in decurs de 10 min pand la sinteza cADN (conform procedurii standard
Pharmacia). Apoi ARN se inldtura in prezenta 0,4M hidroxidului de sodiu in decurs de 10 min la
temperatura camerei si ADN se purifica, trecindu-se prin coloana cu Sefacril rotindu-se la 400HR.
Randamentul cADN si concentratia lui se determinau, utilizdnd dispozitivul de scufundare
(Invitrogen). Produsele cADN se supuneau apoi marcdrii, precum se realizeazd procedura
oligomarcarii standard Pharmacia (concentratia 35 ng/proba).

BLOTAREA Northern

Pentru determinarea profilului expresiei cADNazei, selectate pe calea testdrii reversibile
Northern in diverse tesuturi ale plantei, in calitate de probe se utilizau clonurile in Northern atit ale
numirului total de ARN, cat si ale poli (A)* ARN de la ridicinile, tulpinile, frunzele si florile
sandtoase si de la cele contaminate. Numarul total de bloturi ARN includea 25 mg ADN in rand, in
timp ce poli (A)* bloturile includ de la 0,5 pand la 1 mg ARN in rdnd. ARN se supuneau
electroforezei pe geluri de formaldehida si se blofau in membrana Pall Biodyne B, dupd cum este
descris de Fourney et al., 1988. Probele se supuneau marcérii si se hibridizau cu blofuri, dupa cum
se descrie mai sus.
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BLOTAREA Southern

Pentru determinarea faptului dacd cADNazele sunt de origine vegetald sau nematodicd se
pregiteau ADN C319 si M. javanica, dupd cum descrie Gawel si Jarret (1991). Se pregiteau
bloturile Southern, care includeau 10 mg ADN fiert cu EcoRI si HindIll, in rand. Bloturile se
hibridizau cu probele oligomarcate, dupa cum se descrie mai sus.

HIBRIDIZAREA in situ

Pentru determinarea expresiei locale a cADNazei, care provoacd interes, in locusul nutritiv se
realiza hibridizarea in situ. Tesuturile de la ridacinile sdndtoase §i contaminate se cufundau in
parafind, se selectau si se hibridizau cu probe, dupa cum descrie Jackson (1991).

ELIMINAREA VERIGILOR 5’-TERMINALE ALE mARNazei

Verigile 5’-terminale ale ARNazei, care prezintd interes, se determinau pand la eliminarea
consecutivititilor lor promotoare. Aceasta se realiza folosind 5’RACE, cum descrie Frohmah et al.,
1988.

ELIMINAREA ZONELOR PROMOTOARE

Zonele promotoare ale genelor, care prezintd interes, se eliminau prin metoda, care poartd
denumirea de PCR vectorial-legate. 100 ng de mostre scindate de endonucleazi de restrictie C319 a
ADN genomic se uneau in decurs de 4 h la temperatura camerei (King si Blakesley, 1986) cu 100
ng mostre pBluescript (scindate cu fermentul restrictiei, care produce verigi compatibile). De obicei
se foloseau fermentii EcoRl, BamHI, Hindll, BG1IL, Xhol, Clal, Sall, Kpnl, PstI si Sstl. Apoi PCR
se performeaza in legaturi utilizand primerul vectorial, astfel ca - 40 primerul secvential i primerul
complementar al verigii la capdtul 5’-terminal mARN. Produsele PCR apoi se clonau si se formau
secvente. In caz de necesitate, aceasti proceduri se repeta cu un primer nou complementar al verigii
la capatul 5’-terminal al fragmentului promotor, care asigurd eliminarea consecutivititilor
promotorilor.

CONSTRUIREA GENELOR HIMERE IN VECTORI BINARI VEGETALI
TRANSFORMATIONALI

Promotorii eliminati se uneau la capdtul 5’ la secventa, care reprezintd secventa uneia din
clasele 1-5, dupd cum se descrie mai detaliat mai sus, drept exemplu servind antisensul genei insesi
(clasa 4) sau al genei barnase (Hartley et al., 1972) (clasa 1 si/sau 3). Ei sunt vectori binari
construiti (Bevan, 1984).

REPRODUCEREA PLANTEI TRANSGENE

Plantele transgene, de exemplu tutunul, pot fi obtinute prin metoda discului folicular standard,
supus actiunii Agrobacterium, dupa cum descrie Horsch er al., 1985, gratie cdrui fapt planta este
stabild fatd de nematodul galicol javanez. Semintele sau mladitele plantei, care este produsul
corespunzitor prezentei inventii, se pot pastra pentru utilizarea ulterioara.

Pentru specialistii in acest domeniu este clar cd, in cazul unor clase de plante, poate fi de dorit
sau necesara transformarea plantei intr-un mod diferit de cel cu utilizarea Agrobacterium.

in afari de aceasta la contaminarea plantei cu nematodul galicol javanez plantele conform
inventiei deja nu se mai supun actiunilor negative ale acestor contamindri si capacitatea
reproductivd a nematozilor galicoli javanezi se reduce la minim, asa ca populatia acestora in sol pe
teritorii cultivate cu plantele conform inventiei se micsoreazd pand la valoarea economic
neinsemnata.

Rezistenta la nematodul galicol javanez poate fi atribuitd conform prezentei inventii tuturor
varietdtilor de plante monocotiledonate, bicotiledonate erbacee si lemnacee sensibile la nematodul
galicol javanez.

(57) Revendicari:

1. Procedeu de producere a plantelor rezistente la nematodul galicol javanez, caracterizat
prin aceea ci se identifica in planta infestatd gena expresata numai in celulele locusului de nutritie
a vatdmatorului, se izoleaza promotorul genei indicate si se fuzioneaza cu secventa codificatoare a
moleculei ostile infestirii pentru a obtine gena himera, cu care se modificd o altd planta, totodatd
celulele locusului nutritiv reprezintd celulele gigantice si/sau celulele hipertrofice asociate, iar
molecula codificatd de gena himera este ostild pentru unul sau mai multe obiecte selectate din: 1)
celulele gigantice ale umflaturii radiculare, 2) celulele hipertrofice ale umflaturii radiculare, si 3)
nematozii galicoli javanezi.
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2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca molecula indicatd reprezinta
o moleculd efectivd pentru a cauza necroza celulelor gigantice si/sau celulelor hipertrofice.

3. Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea c¢i molecula indicatd reprezinta
o moleculd efectivd pentru a cauza necroza nematodului galicol javanez.

4. Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea c¢d molecula indicata este o
moleculd a fermentului activ in dereglarea metabolismului celulei vegetale.

5. Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea cii molecula indicatd este ARN
antisens genei indicate, identificatd la planta infestata.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca molecula indicatd este ARN
antisens genei ce codificd un ferment critic pentru metabolismul celulei vegetale.

7. Plantd rezistentd la nematodul galicol javanez, care este rezultatul realizarii procedeului
conform oricdrei din revendicérile 1-6.

8. Plantd conform revendicdrii 7, care este selectatd din grupa, ce include culturile
legumicole, plantele de bob furajere si alimentare, plantele fructifere, plantele nucifere si plantele
fibroase.

9. Plantd conform revendicdrii 7, care reprezintd plantd a tutunului.

10. Planta conform revendicarii 8, care reprezintd plantd de tomate.

11. Planta conform revendicarii 8, care reprezintd morcov.

12. Plantd conform revendicarii 8, care reprezintd bumbac.

13. Mladita a plantei conform revendicirii 7.

14. Gend himerd, care contine o secventd codificatoare, ce codificd molecula care este ostild
pentru unul sau mai multe obiecte selectate din: 1) celulele gigantice ale umflaturii radiculare, 2)
celulele hipertrofice ale umflaturii radiculare, si 3) nematozii galicoli javanezi, totodatd gena datd
include, pe langd aceasta, o secventd promotoare, ce cauzeaza expresia secventei codificatoare
mentionate 1n celulele gigantice ale umflaturii radiculare si/sau in celulele hipertrofice ale
umfldturii radiculare, si aceastd secventd de promotor derivd de la o gend care este expresatd in
celulele gigantice si/sau celulele hipertrofice ale plantei infestate de nematodul galicol javanez.
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