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Prezenta inventie se referd la o secventd DNA care confera sterilitate cito-
plasmaticd masculind, genom nuclear sau mitocondrial, mitocondrie, citoplasma si
planta, care contin numita secventd, si la un procedeu de obtinere a unei plante
hibride cu ajutorul acesteia, folositoare pentru dezvoltarea varietdtilor hibride ale
speciilor cu importantd agronomica.

Ea se referd in special la o plantd care apartine familiei Cruciferae, in care
citoplasma celulelor contine organite care posedd secvente nuclectidice, care confera
0 androsterilitate si caracteristici agronomice bune.

Dezvoltarea variet&tilor hibride poate fi facilitatd sau facuta posibild prin utili-
zarea unui sistem de androsterilitate citoplasmatica. Hibrizii sunt obtinuti prin fertili-
zare incrucisata intre doua populatii parentale, una jucand rolul masculin si alta rolul
feminin. Unul dintre obstacolele intalnite atunci cind se doreste obtinerea varietatilor
hibride de calitate uniforma prin incrucisare sexuata pe specii autogame este capa-
citatea plantei de a se autopoleniza. Sistemele de androsterilitate permit obtinerea de
plante femele incapabile de autofertilizare si de la care, dupa polenizare, semintele
care toate sunt hibride, pot fi recoltate direct fard a recurge la tehnici laborioase,
cum ar fi, castrarea florilor.

Determinantii genetici ai androsterilitatii ii includ pe cei care sunt cuprinsi in
citoplasma. La fiecare generatie produsa sexuat ei sint transmisi exclusiv de catre
mama. Se obtine astfel 100% androsterilitate la fiecare generatie cu un sistem de
androsterilitate citoplasmatica. Acesti determinanti genetici sunt continuti in genomul
mitocondriilor.

Un sistem adecvat de adrosterilitate citoplasmatica (CMS) la Cruciferae se
defineste prin urmatoarele caracteristici:

1). Androsterilitatea trebuie s3 fie totala, altfel spus, nu trebuie sa se producs
polen indiferent de conditile de culturd si indiferent de linia care se doreste a fi
utilizatd ca parinte femel. In caz contrar, semintele recoltate de la aceste plante
femele vor proveni partial prin autofecundare si deci nu vor fi de tipul hibrid F1.

2) Producerea acestor seminte trebuie sa fie realizata tinind cont de avantajul
vectorilor naturali ai polenului, cum ar fi in cazul acestor specii, Hymenaopterae,
Dipterae si vant. Polenul trebuie s3 fie transportat de la plantele polenizatoare la
plantele androsterile (femele). De fapt, la Cruciferae numai insectele pot asigura acest
transport la distanta. Plantele femele trebuie prin urmare s fie suficient de atractive
pentru insectele care vin si colecteazd nectarul de la ele. Morfologia florilor trebuie sa
oblige insecta sa realizeze aceastd colectare plecand dinspre varful florii astfel incat,

in principal, toracele s&u s& vind in contact cu stigmatele. Practic, aceasta inseamna

ca baza petalelor trebuie s& formeze un fel de tub in jurul bazei pistilului.
3). Morfologia organelor femele (pistil) trebuie sa fie identica
cu cea a unei plante fertile, n special un singur pistil pe floare si de forma rectilinie.
Intr-adevar, sterilitatile masculine rezults adesea, de asemenea, printr-o femini-
zare a anterelor care se transforma in pseudopistile si chiar prin transformarea
nectariilor n flori complete. Uneori, pistilul sau pistilele astfel produse sunt de ase-
menea deformate. Toate aceste aberatii nu permit o productie buna de seminte si
aceasta se poate considera ca echivalentd unui oarecare grad de sterilitate feminina.
4). Pentru producerea de variet&ti hibride F1 la speciile de la care se recol-
teaza semintele, ca rapita sau mustarul de camp, este esential ca parintele mascul
al hibridului s& anuleze complet efectul androsterilittii citoplasmei, astfel incat plantele
hibride sa fie polenizate cu usurinta.
La Cruciferae, primul caz de androsterilitate citoplasmatici sau CMS a fost
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descris de catre Ogura (1968) la ridiche (Raphanus sativus). Bannerot (1974, 1977)
a transferat citoplasma Ogura la Brassicae obtinand astfel plante care poseda andro-
sterilitate ciplasmatica. Acest fel de plante nu prezint3 caracteristici agronomice satis-
facatoare (cloroze la temperaturi mai scazute, fertilitate feminind saraca) rezultand
recolte scazute care le fac nepotrivite pentru uz comercial.

La Cruciferae, pentru a evita aceasta cloroza, trebuie s& se combine in aceasi
celula genomi nucleari si de la cloroplast ai unuia si aceluiasi gen. Astfel, plantele de
Brassica care posedd genomi ai unui cloroplast de Brassicae nu prezinta o cloroza
mai indelungatd. Dacé ele posedd intregul genom mitocondrial Ogura, ele prezinta
androsterilitate citoplasmaticé totald dar, totusi, florile vor avea o morfologie aberanta
care face imposibild polenizarea lor prin vectorii naturali.

Mai mult, pentru speciile la care interesul este in legaturs cu semintele, este
necesar sa se refaca fertilitatea masculind a varietatilor hibride care urmeaza si se
comercializeze prin intermediul genelor nucleare cunoscute ce gene restauratoare.

Este dificil s& se refaca fertilitatea masculind a plantei care poseds intregul
genom mitocondrial Ogura deoarece este necsar s& se faci s3 interving aproape
simultan mai multe gene de restaurare.

Problema pe care o rezolvd inventia de fata este obtinerea unui sistem adecvat
de sterilitate masculind,prin eliminarea genelor responsabile pentru caracterele
nedorite ale citoplasmei Ogura, mentinand o sterilitate masculind care este eficace
si usor de restaurat.

Astfel, prezenta inventie se referd la o secventd DNA care confera sterilitate
citoplasmaticd masculind, care este purtatd de ctre o secventd DNA cu o insiruire
de nucleotide caracteristicd, sau poseda o omologie de cel putin 50% cu secventa
mentionata.

Inventia se referd si la un genom recombinat de plants, nuclear sau mito-
condrial, care contine o secventd DNA de sterilitate Ogura, care este purtats de catre
0 secventa definita mai sus.

Un alt obiect al inventiei este o mitocondrie care contine un genom definit mai
sus.

Un alt obiect al inventiei este o citoplasma cu un genom mitocondrial definit mai
sus.

Inventia se refera si la o plant care apartine genului Brassicae care contine
cloroplaste de Brassicae, care sunt compatibile cu genomul nuclear al numitei plante
si mitocondrii definite mai sus.

Inventia se refera si la un procedeu de obtinere a unei plante hibride, care
consta in aceea ca, o planta care poseda caracterul de sterilitate masculind cito-
plasmatica definitd mai sus este incrucisata cu o planta din aceeasi specie care po-
seda, eventual, o gend Rfl care restaureaza fertilitatea.

Prin aplicarea inventiei se obtine avantajul c& se pot identifica si selectiona
plante de Brassica care poartd gene de sterilitate si care nu au fragmente de geno-
muri incompatibile, cu o buna comportare agronomica.

In cele ce urmeaza, se vor face referiri la fi g.1...6, care reprezinta:

- fig.1, secventd nuclectidica a fragmentului DNA mitocondrial Ogura al ridichii
care poarta caracterul CMS;

- fig.2, harta de restrictie a fragmentului DNA mitocondrial descris in fig. 1;

- fig.3, electroforeza DNA-ului mitocondrial dup digestie cu Bgll(3a) si Nrul(3b):
Benzile arata corespondenta la o hibridizare cu o sonda Coxl.(Hiesell et al. 1987):
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- fig.4, electroforeza DNA-ului mitocondrial dupa digestie cu Sall; Benzile indic3
corespondenta la o hibridizare cu o sonda delimitatd prin nuclectidele 389 si 1199
a secventei descrisa in fig. 1;

- fig.5,fructe produse prin plante de varza care poarté diferiti genomi cito-
plasmatici;

- fig.6, electroforeza RNA-ului mitocondrial. Benzile arati corespondenta la o
hibridizare cu o sondd, fragment EcoRI-BamHI, care include o portiune a secventei
numita ORF B.

Secventa DNA de sterilitate Ogura este definitd in legatura cu secventa
delimitata prin numerele 1 si 2428 din fig.1. Ea este realizatd prin transcrierea unei
secvente ale cdrei terminatii 3' si 5' sunt legate printr-o linie intrerupta in fig2 si care
se observd numai in plantele mascul-sterile. ORF B corespunde la un cadru de citire
deschis; aceastd denumire a fost datd pe baza observarii homologiei cu o secventa
descrisa de Brennicke. In fig.2, secventa care corespunde la una din cele doua gene
ARN pentru transferul formilmetioninei este prezentatd hasurat.

Secventa DNA delimitatd prin nuclectidele numerotate 928 si 2273 pe fig. 1
corespund unui transcript care poate fi vizualizat prin hibridizare molecular3 (1,4),
cum se vede in fig. B. Pe aceasta fig.6, fiecare scobiturd corespunde la o plant3
fertila (F) sau la o plantd mascul-sterild (S). Numai plantele mascul-sterile sintetizeaza
un transcript de aproape 1400 baze. Acest transcript incepe la pozitia 928 [ +10
baze) ale secventei din fig. 1 si se termind la pozitia 2273 (+ 5) (initierea si termi-
narea transcriptiei pot avea loc la diferite pozitii din mitocondriile vegetale).

De preferinta, prezenta inventie se refera la o citplasméa care contine o sec-
ventd DNA care posedad o homologie de cel putin 50% cu secventa delimitata prin
nucleotidele 928 si 2273 din fig.1, care conferd caracterul CMS, sau o citoplasma
care contine o secventd DNA care posedé o homologie de cel putin 50% cu secventa
delimitatd prin nuclectidele 928 si 1569 din fig.1 si transcrisd de RNA care confers
caracterul CMS si caracterizatd prin aceea c3 ea:

- contine cloroplaste ale aceleiasi specii ca genomul nuclear sau al altei specii,
dar care este compatibil cu acest genom nuclear;

- nu contine in intregime sau partial, unul sau altul {(sau ambele) fragment(e) ale
genomului mitocondrial Ogura definit mai jos:

- poarta una sau doud gene RNA de transfer ale formil metioninei folosita
pentru initierea translatiei;

- poarta gena Cox1, care codificd pentru subunitatea nr. 1 a citocrom-oxidazei.

Absenta acestor fragmente, numite “secvente indezirabile”, este necesara
pentru a obtine genomi mitocondriali care corespund unei sterilitti masculine de buna
calitate corespunzatoare celor patru caracteristici definite mai sus.

Conform altor aspecte ale sale, inventia se referd la un genom recombinat
nuclear sau mitocondrial de plantd, caracterizat prin aceea c el contine o secvents
DNA de sterilitate Ogura:

a) care este purtatd de o secventd DNA delimitatd de nucleotidele 928 si
2273 ale secventei aratate in fig. 1, sau

b) care posed& o homologie de cel putin 50% cu numita secvent? mentionata
in a),
si conferd, atunci cand este prezentd in citoplasma unei plante o sterilitate cito-
plasmaticd masculind asupra numitei plante.

In special, unul din subiectele prezentei inventii este un gemon recombinant
nuclear sau mitocondrial de plant&, caracterizat prin aceea ca el contine o secventd
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DNA de sterilitate Ogura,

c) care este purtatd de cdtre o secventd delimitatid de citre nucleotidele
numerotate 828 si 1569 din fig.1, sau

d) care prezintd o homologie de cel putin 50% cu numita secventd mentionats
in c),
si confera, atunci cand este prezenta in citoplasma unei plante si este transcrisa de
RNA, o androsterilitate citoplasmaticad asupra numitei plante.

Un genom nuclear sau mitocondrial, conform inventiei, poate fi caracterizat
prin aceea cad numitul genom recombinant mitocondrial este lipsit in totalitate sau
partial de fragmentele genomului Ogura:

- care poartd una din cele doud gene ale RNA-ului de transfer al formil-
metioninei folosite pentru initierea translarii,

- care poarta gena cox1, care codifica pentru subunitatea nr.1 a citocromoxi-
dazei,
sau, in care numitele fragmente sunt inactive.

Mai specific, genomul mitocondrial, recombinant conform inventiei, poate fi
caracterizat:

1) prin aceea ca este lipsit in totalitate sau partial de un fragment de aproape
10,7 kb dupa digestie cu Bgll sau de un fragment de aproape 11 kb dup& digestie cu
Nrul, fragmente care poarta gena cox1.

Aceasta este demonstratd, in special, in fig.3, prin hibridizare moleculars cu
0 sondé& care poarta secventa Cox1.

2) prin aceea ca este lipsitd total sau partial de un fragment de 5,1 kb dupa
digestie cu Sall, sau de un fragment de aproape 15 kb dup digestie cu Nrul sau de
un fragment de aproximativ 18,5 kb dupa digestie cu Bgll, fragmente care poarta una
din cele doud gene RNA de transfer al formilmetioninei.

Aceasta este demonstratd, in special, in fig.4, prin hibridizare moleculara cu
0 sonda delimitatad de c&tre nucleotidele nr. 389 si 1199 ale secventei descrisa in
fig.1.

In fig.3 si 4, genotipii desemnati corespund la plante care poseds un sistem
adecvat de sterilitate citoplasmaticd masculina.

GENOTIPI CLOOPLASTE MITOCONDRII
B.n B.napus B.napus

27 B.napus B.napus/0Ogura

0OGuU. R.sativus (OGU) R.sativus (OGU)
9,17.21,24,27c B.oleracea B.oleracea,/Ogura
B.o. B.oleracea B.oleracea

Mai mult decat atat, existenta unui caracter CMS de buni calitate necesits
prezenta unei secvente DNA care poate fi identificata prin hibridiziri DNA/DNA pe
digestii. Astfel, prezenta inventie relateazé despre o secventd DNA care a facut
posibila definirea si care este caracterizatd prin aceea c# ea contine o secventa care
da dupa digestie cu Ncol un fragment de 25 kb, un fragment de 6,8 kb dupa digestie
Nrul si un fragment de 4,4 kb dup3 digestie cu Sall.

Aceastd secventd poate fi de asemenea identificata prin hibridizari asupra RNA-
ului total al plantelor masculine sterile. Este pus in evidentd un transcript de aproape
1400 perechi de baze. Este absents din plante revenirea fertilitatii.

Definitia de secvente de nuclectide “indezirabile” si secvente de nucleotide
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“indispensabile” pentru o sterilitate Ogura, conform inventiei, face posibila selectia
unui material vegetal care poarta cloroplaste compatibile cu genomul nuclear si poarta
mitocondrii de bund calitate, prin tehnici de hibridizare DNA binecunoscute spe-
cialistilor din domeniu, fara a astepta obtinerea de plante adulte si aparitia de flori si
fructe. Un instrument de inalta eficacitate pentru selectarea plantelor care poseda o
citoplasma androsterila care au proprietiti agronomice bune este deci de acum incolo
la dispozitia utilizatorilor.

Conform altui aspect al inventiei, aceasta se refers la o mitocondrie carac-
terizata prin aceea c3 ea contine o secventd de nuclectide corespunzatoare unui DNA
care prezintd o homologie de cel putin 50%, cu secventa delimitata prin bazele nume-
rotate 928 si 2273 din fig.1 si care codificd pentru androsterilitate citoplasmatica
Ogura; sau alternativ, mitocondria contine o secvents DNA purtata de catre secventa
delimitata prin nuclectidele 828 si 1569 din fig.1, sau care poseda o homologie de
20% cu aceastd secventd si care este transcrisa de RNA in mitocondriile plantelor
masculin sterile. Acest DNA poate poseda, in plus, caracteristicile definite mai sus,
in special absenta secventelor indezirabile.

Prezenta inventie se referd de asemenea la o citoplasma de Cruciferae,
caracterizatd prin aceea ca ea contine o0 secventd DNA “de sterilitate Ogura”; aceasta
citoplasma contine, in plus, cloroplaste ale aceleiasi specii sau ale unei alte specii, dar
care sunt compatibile cu genomul nuclear.

Secventa de sterilitate Ogura este caracterizata prin aceea ca:

a) ea este purtatd de catre secventa DNA de 2428 perechi de baze aritate
in fig. 1,

b) ea este delimitatd prin nuclectidele 928 si 2273 din fig. 1 si corespunde
transcriptului indicat prin linia intreruptd din fig.2 si vizualizata prin hibridizare
moleculara (1, 4) din fig. 6,

c) ea poseda o homologie de cel putin 50% cu numita secventa mentionatad in
b) si conferd, atunci cand este prezentd in genomul mitocondrial al unei plante o
androsterilitate citoplasmatica numitei plante, sau,

d) ea este purtatd de catre secventa delimitatd prin nuclectidele 928 st 1569
din fig.1 si este transcrisd de RNA in mitocondriile plantelor sterile sau,

e) ea poseda o homologie de cel putin 50% cu secventa descrisa in d) si este
transcrisa de RNA in mitocondriile plantelor sterile.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la o plant3 a familiei Cruciferae,
caracterizata prin aceea ca ea contine cloroplaste si un nucleu al aceleiasi specii sau
care este compatibil, si mitocondrii purtstoare ale unui genom care confera caracterul
CMS, asa cum a fost definit mai sus.

Mai precis, prezenta inventie se refera de asemenea la o planta care apartine
genului Brassica, caracterizatd prin aceea ca ea contine cloroplaste, un nucleu de
Brassica si mitocondrii care poartd un genom ce conferd coracterul CMS, asa cum
a fost definit mai sus.

Acest genom mitocondrial trebuie de asemenea sa poarte un numar de gene
al speciei de Brassica in problema. Aceasta este realizats prin recombinare intre
genomul Ogura si genomul de Brassica.

In special, prezenta inventie se referd la o planta care apartine speciei Brassica
napus, caracterizata prin aceea cd ea contine un nucleu de Brassica si prin aceea c&
citoplasma contine cloroplaste de la Brassica si mitocondrii mascul-sterile care contin
un DNA conform prezentei inventii, asa cum s-a definit mai sus: aceste mitocondrii
pot de asemenea s& contind cea mai mare parte a genelor mitocondriale de Brassica
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napus (183, AtpS, Coxll, ndhl,cab). Brassica napus corespunde la rapita, sau Canola
st Rutabaga.

Prezenta inventie se referd la o planta din speciile Brassica oleracea, carac-
terizatd prin aceea c& ea contine un nucleu de Brassica si prin aceea ca citoplasma
contine cloroplasite de Brassica si mitocondrii care contin o secventd de DNA care
codificd pentru caracterul CMS, asa cum a fost definit.

Brassica oleracea acoperd diferite tipuri de varzi; varzd cu capitani, de
Bruxelles, napi, conopida italiand, varza furajera si conopida.

Prezenta inventie se refera,de asemenea,la o plantd a speciei Brassica
campestris, caracterizatd prin aceea cd ea contine un nucleu de Brassica si prin
aceea ca citoplasma contine cloroplaste de Brassica care sunt compatibile cu un
genom nuclear si mitocondrii care contin un segment DNA ce codificd pentru
caracterul CMS, asa cum a fost definit.

Brassica campestris corespunde la rapitd, nap turcesc, varza chinezeasca, de
Pekin si japoneza.

In mod aseménator, prezenta inventie se referd la o planta aleas3 din grupul
care cuprinde: B.Juncea, B.nigra, B.hirta, B.carinata, caracterizatd prin aceea ca ea
contine un nucleu de Brassica si prin aceea c3 citoplasma contine cloroplaste de
Brassica care sunt compatibile cu genomul nuclear si mitocondrii care contin o
secventa DNA care codifica pentru caracterul CMS, asa cum a fost definit.

Conform unui alt aspect al sdu, subiectul prezentei inventii este o planta care
apartine genului Brassica al cérei genom nuclear contine o secventa de sterilitate
Ogura, asa cum a fost definit mai sus, precum si elementele care efectueaza expresia
si transportul produsului sdu de translatie in mitocondrie. Aceasta planta poate
apartine mai ales uneia dintre urmétoarele specii: B.napus, B.oleracea, B.campestris,
B.nigra, B.juncea, B.hirta si B.carinata.

Prezenta "secventei sterilitatii Ogura” este necesard si suficienta pentru a
induce o absenta totald a polenului in absenta genelor de restaurare. Polenizarea
acestor plante se efectueazd normal ca urmare a unei productii bune de hectar.

Morfologia organelor femele este normala si fructele (silicvele) formate contin
un numar normal de seminte. Fig.5 aratd morfologia observats la o planta normal3d
de control (z), o plantd care are morfologia aberantd care poseda intregul genom
Ogura(z(B)) si cloroplaste de Brassica oleracea, o planta de varza purtitoare a cloro-
plastelor de Brassica napus si mitocondrii mascul-sterile avand gene de Brassica
napus (z(A)), si plante purtatoare de cloroplaste de Brassica aleracea si mitocondrii
recombinante care nu contin deloc secventele nedorite (z(9)) si (z{17)). Plantele au
urmatoarele caracteristici:

GENOTIP CLOPLASTE MITOCONORII

Z B.oleracea B.oleracea

Z(A) B.napus B.napus/QOgura
Z(6) B.oleracea Ogura

Z(9) B.oleracea B.oleracea/QOgura
z17) B.oleracea B.oleracea/Ogura

Genotipurile z(A) si z(6) nu prezintd un sistem citoplasmatic de sterilitate
masculind adecvat.

Astfel de plante pot fi obtinute, de exemplu, prin tehnica fuziunii de protoplasti
sau prin oricare alte tehnici care efectueaza o recombinare buna intre genomul
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mitocondrial al speciilor in discutie si genomul mitocondrial Ogura. Tn astfel de plante,
fertilitatea este restauratd printr-o gena unica de restaurare, numitad Rf1, originara
de la ridiche, ceea ce nu este cazul plantelor care posed in intregime genomul mito-
condrial inadecvat.

Astfel de plante se pot obtine de asemenea prin reproducere sexuata naturald
sau artificiala.

Astfel de plante care posed& un genom mitocondrial conform inventiei pot fi de
asemenea obtinute prin trasfer de gena in mitocondrie.

In toate cazurile, aceste plante posed& un sistem CMS adecvat, si anume;

- 0 sterilitate mascullna totals,

- 0 morfologie care permite o buna polenizare si o bund productie, cum este
llustrat in tabelul 1 si tabelul 2.

Astfel, prezenta inventie se referd,de asemenea, la un procedeu pentru ob-
tinerea de plante hibride, caracterizat prin aceea c3, o planti care poseda un ca-
racter CMS adecvat, care contine secventa sterilititii Ogura in genomul s3u nuclear
sau mitocondrial, este incrucisatd cu o plantd normald in cazul unei recolte comes-
tibile sau furajere, sau cu o plant3 care asigura o gena de restaurare a fertilitatii, Rf1,
atunci cand urmeaza sa fie recoltate semintele. Ea se refera de asemenea la o planta
hibrida obtinutd prin aceastd metoda.

in general vorbind, cele mai bune caracteristici agronomice sunt obtinute cu
plante avand sterilitate masculind care poseda cloroplaste ale aceleiasi specii ca
nucleul si mitocondrii care prezitd un sistem de sterilitate masculind adecvata.

Tabelul 1 arata productivitatea unei linii de varza diferite citoplasme(genotipurile
29 sau z17 sint adecvate). Tabelul 2 arata productivitatea unei linii de rapita cu diferite
tipuri de citoplasma (sunt adecvate genatipurile Fu 27, Fu 58 si Fu 85).

Tabelul 1
Productivitatea liniei z (varzd Saurkrant) cu diferite citoplasme
Citoplasma Genotipuri Recolta de seminte
Cloroplaste | Mitacondrii grame/planta
B. oleracea B. oleracea (2) 53,1
martor fertil
B. napus Ogura (zC) 0
B. napus Ogura/napus (zA) 22,7
B. oleracea Ogura (z6) 9,3
Ogura Ogura (z0) 20,1
B. Olaracea Ogura/oleracea (z9 sau z17) 91,8
Tabelul 2
Productivitatea liniei Darmor (rapita de iarnd] cu diferite citoplasme
Randament (% Darmor Cloroplaste Mitocondrii
DARMOR 100 (35 gx) B. Napus B. Napus

Fu27 118 B. Napus B. Napus/Ogura
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Tabelul 2 (continuare)

Fu 58 120 B. Napus B. Napus/QOgura
Fu 77 96 B. Campestris Ogura

Fu 85 114 B. Napus B. Napus/QOgura
Fu 118 103 B. Napus B. Napus/QOgura
BIENVENUE 108

JET NEUF 89

* Randament

- Rapitéd de iarnd DARMOR masculin-fertilz si masculin-sterild [Fu)

Tabelul 2 (continuare)

Compaonentele randamentului (Clermont-Ferrand]

~

c

DARMOR 7183 | 81,9 998 70028 4,31 1'1077 | 0,256 | 31,6 | 120
BIENVENUE 7344 | 80,7 | 11,2 | 81841 3,88 | 1064 | 0,269 | 30,7 108
JET NEUF 7977 | 87,7 8.6 67291 4388 | 1176 | 0,262 | 33.3 115
Fu 27 DARMOR 8282 | 82,8 | 11 B 106188 { 4,09 | 1337 | 0293 | 42,2 | 122
Fu 58 DARMOR 8617 | 76,5 | 11,7 | 99947 365 | 1228 [ 0,270 | 36.0 | 131
Fu 118 DARMOR* 8389 | 846 | 11,0 | 92428 4,11 1243 | 0,276 | 38,1 132

NS: Numér de silicve/m?; G1S: Greutatea unei silicve {mg);
NSPS: Numar de seminte/silicva;
NS: Numéar de seminte/m?;
. G1Sm: Greutatea- uriei éemint;e {rmg):.
SUT: Substantd uscat totald (g/m?)
HI: Indice de recolta {(%); -
RDT: Randament (gx/ha);
HT: inattime (cm). -
* Acesbe plante poseda adesea fructe (silicve) deformate

Subiectul prezentel lnventn este de asemenea o sond3 care contine o secventa
de cel putin 10 baze, si, de preferintd, de 15 baze, ale unei secvente cuprinsa intre
nucleotidele numeratate 928 si 1569 din fig.1; numita sonda poate fi marcata, de
exemplu, prin intermediul unei baze radioactive, sau prin orice alt mijloc, cum ar fi, de
exemplu, fluorescenta. Aceastd sonda poate fi utilizatd pentru punerea in evidenta a

sterilitatii masculine si poate fi utilizata, in special, in selectarea clonelor.

Exemplul 1.Evidentierea secventei DNA responsabils de sterilitdti cito-

plasmatice masculine Ogura
1. Planta

Prin “cibrid” se denumesc forme obtinute prin fuziunea de protoplasti izolati,
urmata de regenerarea intregii plante. Aceastd metodd de obtinere permite
amestecul in celuld a informatiei citoplasmatice care provine de la ambii parinti.
Cibridul nr. 13 a fost obtinut dintre 820 plante regenerate prin fuziuni de protoplasti
intre un cibrid de B.Napus rezistent la triazini, Ogura cms (descendent al cibridului
77 descris de Pelletier et. al., 1985) si varietatea fertila de origind Brutor, sensibila
la triazind. Un test de rezistenta la triazing (Ducruet si Gasquez, 1978) realizat pe un
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esantion de frunza de la fiecare regenerat a permnis sa se determine tipul de cloro-
plast (cloroplaste rezistente la triazind provenits de la parintele 77 sau cloroplaste
sensibile la triazind provenite de la linia Brutor).

S-au cultivat plantele si s-a observat stadiul de inflorire. S-au selectat ca cibrizi
plantele care prezintd combinatii non-parentale (fie sensibild/masculin-sterile sau
rezistenta/ masculinfertile). Cibridul 13 a fost de tipul sensibil /masculin-steril. Ci-
bridul 1 a fost de tipul rezistent/masculin-fertil.

2. lzolarea de acizi nucleici

A fost izolat DNA-ul total plecand de la frunze care provin de la plante de 4
saptamani, conform metodei descrisd de Dellaporta (1983). DNA-ul mitocondrial a
fost extras din frunze de la plante de 8 s8pt&dmani, asa cum a fost descris de Vedel
si Mathieu, 1982, cu urmé&toarele variante:

Mitocondriile nu au fost purificate pe gradient de sucrozi inainte de liza si liza
s-a realizat in 4% sarcozil, cu 0,5 mg/ml proteinaza K (Boehringer Mannheim GmbH),
in 50 mM Tris pH=8, 20 mM EDTA. Dupa precipitare, DNA-ul mitocondrial s-a puri-
ficat prin centrifugare pe un gradient bromura de etidiu/clorurd de cesiu (metod& 1-
Vedel si Mathieu 1882) in tuburi de centrifugare din polialomer.

RNA-ul total s-a izolat din frunze sau muguri florali conform cu Logemann et al.,
1987.

RNA-ul mitocondrial s-a extras din conopidd de 8 saptamini, conform tehnicii
Stern si Newton, 1986.

3. Analize prin restrictie a DNA-ului mitocondrial si electroforeza in gel
de agaroza

Acestea au fost realizate cum este descris de Pelletier sial., 1983. RNA-ul
total sau mitocondrial s-a depus pe gelurile de electroforeza care contin formaldehida,
cum a descris Sambrook si al., 1989.

4.Hibridizarea

Transferul DNA sau RNA pe filtre de nailon {Hybond-N, Amersham) s-a realizat
prin adsorptie capilara cu 6 x SSC sau respectiv cu 10 x SSPE, urmand instructiunile
fabricantului. Prehibridizarea si hibridizarea s-au realizat conform Amersham, folosind
sonde marcate prin sistemul de marcare multiprimer DNA (Amersham) dupa puri-
ficare pe coloane Sephadex G50 (Sambrook et.al., 1989).

5. Clonarea DNA-ului mitocondrial

Doua banci genomice de linii cibride masculin sterile (13-7) si revertante (13-6)
s-au construit intr-un vector fag lambda EMBL3, cultivat pe o susa restrictiva de E.coli
NmS5389 (Frischauf et al., 1983). S-au obtinut aproximativ 2,5 x 10° clone pe pg de
DNA mitocondrial.

Bancile de DNA mitocondrial au fost titrate si etalate in scopul izolarii placilor
care au fost transferate pe filtre de nailon cum s-a descris in Sambrook et al., 1988.
Sonda de hibridizare utilizata pentru a sorta cele doud b&nci de DNA mitocondrial s-a
preparat dupa cum urmeaza: fragmentul de DNA mitocondrial specific pentru CMS
s-a eluat folosind procedura Gene clean™ (BIO 101 INC.), plecand de la un produs de
digestie al unui DNA mitocondrial depus pe un gel de agaroza pregatitor. DNA-ul eluat
a fost apoi marcat asa cum s-a descris.

Extractia de DNA Lambda, sub-clonarea fragmentului Ncol 2,5 n situl Ncol al
pTrc8SA(Amann et al, 1988) si extractile de plasmida DNA s-au realizat conform
protocoalelor lui Sambrook et al., 1989. Plasmidele recombinante s-au introdus intr-o
susa, de E.coli NM522(Gough si Murray, 1983).
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6. Studiul genetic al cibridului 13 si al descendentilor lui

in prima generatie de descendenti obtinuti prin polenizarea cibridului 13 cu
Brutor, compusa din 13 plante, 5 sunt total masculin-sterile (incluzand plantele 13-2
si 13-7), una este masculinfertild (nr.13-C) si 7 sunt practic complet sterile cu cateva
flori masculin-fertile.

Planta fertild 13-6 a fost autopolenizati si incrucisatd cu Brutor. In ambele
cazuri s-au obtinut doar plante fertile {43 si, respectiv, 42).

inincrucisarile intre planta masculin-sterila 13-7 si Brutor, 24 descendenti sunt
complet sterili si 6 poseda cateva flori fertile, un rezultat asemanator cu cel observat
cu cibridul insusi. Planta 13-2 a fost incrucisata cu linia de restaurare RF care este
heterozigotd pentru genele specifice de restaurare pentru sterilitatea masculingd
Ogura. (Chetrit et al., 1985). Descendenta acestei incrucisari este alcatuita din 53
plante masculin-sterile, 37 plante masculin-fertile si 8 plante care sunt aproape sterile
complet, desi ele poseda céateva flori sterile. Aceste rezultate sugereaza ca plantele
masculin-sterile ale familiei cibrida 13 contin daterminantul Ogura-cms asemenea altor
cibrizi studiati anterior cu un profil de restaurare mai simplu (Chetrit et al., 1985).

La acest stadiu al studiului, pot fi luate In considerare doud posibilitati: fie
cibridul 13 contine un amestec de genomuri mitocondriale “masculin-fertile” si “mas-
culin-sterile” si exista posibilitatea selectarii in continuare pentru ambele fenotipuri, fie
cibridul 13 contine un genom mitocondrial recombinant de structura instabila, care
revine la o configuratie “fertild” mai stabild, si va fi imposibil s& se mentin& un fenotip
masculin-steril omogen printre generatille urmatoare.

Plantele masculin-sterile obtinute plecand de la descendenta plantei masculin-
sterile 13-7 s-au dezvoltat simultan prin butasi si incrucisare sexuata cu Brutor. Dupa
un numar variabil de generatii (1 la 5) prin cele doua metode, toate familile au dat
plante complet sterile. Din contra, plantele complet sterile obtinute astfel, niciodata
nu au mai dat plante sterile.

In lumina acestor rezultate, se poate considera cé cea de a doua explicatie
propusa mai sus, cea care spune ca cibridul 13 poartd un genom mitocondrial stabil
care pierde determinantul Ogura-cms in timpul procesului care conduce la o con-
figuratie “fertild”, fara posibilitatea de intoarcere la un fenotip steril, este cea corecta.

7. Comparatie intre DNA-urile mitocondriale ale urmasilor masculin-sterili
si al revertantilor fertili. 1zolarea unui fragment specific de la plante masculin-
sterile

DNA-ul mitocondrial s-a extras pornind de la frunzele descendentei masculin
sterile 13-7 si a revertantilor fertili (descendenta 13-6 sau 13-7), si s-au digerat cu
cateva enzime de restrictie In vederea compararii profilurlor de restrictie. Genomii
mitocondriali ai celor doua tipuri sunt foarte asemanatori, neputadndu-se observa nici
o diferentd intre profilul de restrictie al mitocondrilor masculin sterile si al
revertantilor fertili folosind diferite enzime. Totusi, s-a detectat un fragment de res-
trictie de 6,8 kb in profilul de restrictie al DNA-ului mitocondrial al plantelor masculin-
sterile digerat cu Nrul, si nu s-a observat niciodata in profilurile corespondente ale
revertantilor fertili.

Fragmentul (denumit NB,8) a fost eluat de pe un gel de agaroza, marcat si
folosit ca sonda pe prdfilurile de restrictie Nrul ale DNA-ului mitocondrial: s-a observat
un semn mare la 6,8 kb in toatd descendenta masculin-sterild a cibridului 13, in timp
ce nici un fragment de aceastd marime nu s-a ocbservat in genomii mitocondriali ai
revertantilor fertili hibridizati cu sonda. In plus, sonda N6,8 se hibiridizeaza cu un
fragment din DNA-ul mitocondrial Ogura digerat cu Nrul, dar nu in cel de Napus cv.
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Brutor, care aratd originea Ogura a acestui fragment.

O banca lambda care contine extracte de DNA mitocondrial originale de la
plantele masculin-sterile (13-7) s-a testat cu fragmentul eluat marcat, si in afara de
8 clone care hibridizeaza, s-au izoiat doi fagi recombinanti care contin intregul frag-
ment NB,8 si secventele invecinate. S-a abtinut o hartad de restrictie detaliatd a
acestei regiuni. Hibridizarea profilurilor de restrictie ale DNA-ului mitocondrial originar
de la descendenta fertila si sterild a cibridului 13 cu o sonda N6,8 a permis limitarea
regiunii specifice pentru genotipul masculin-steril la un fragment Ncol de 2,5 kb.

Fragmentul Ncol de 2,5 kb s-a marcat si folosit ca sonda, respecténd originea
DNA-ului mitocondrial de la descendenta 13-7 si 13-6 digerata cu Ncol. Dincolo de
semnalul de la 2,5 kb care este specific pentru profilul masculin-steril, cateva frag-
mente Ncol hibridizeaza simultan in profilurile revertantului fertil si masculin-steril,
aceste fragmente sunt la 2,2, 10 si 14 kb. Un fragment Ncol de 2,7 kb hibridizeaza
puternic in genomul mitoconcirial al descendentei fertile si nu in cea a descendentei
sterile. Analiza acestui profil de hibridizare conduce la concluzia ca fragmentul Ncol
de 2,5 kb, desi specific pentru DNA-ul mitocondrial masculin-steril, contine secvente
care sunt repetate n alte locuri in genomul mitocondrial (pe fragmentele 2,2-, 10- si
14-+kb dupéd Ncol), si aceste secvente repetate sunt prezente de asemenea in DNA-ul
mitocondrial al revertantilor fertili, in plus fatd de fragmentul specific de 2,7 kb.

RNA-ul total se extrage din frunze sau butasi ai descendentilor cibridului 13,
sau ai cibrizilor masculin-steril sau fertil (provenind de la alte experimente de fuziune)
si de la linia Brutor. Bloturile Northern s-au realizat si hibridizat cu o sonda care cores-
punde insertului clonei lambda care contine NG,8 descris in exemplul 3. S-a detectat
un transcript de 1,4 kb in toti cibrizii masculin-steril, incluzand cibridui 13-7, in timp
ce nici un transcript nu s-a observat in linia Brutor sau in doi cibrizi fertili (diferiti de
13). Mai mult decét atat, plantele fertile poseda un transcript de 1,1 kb care hibri-
dizeazd cu sonda, care este absent sau prezent la un nivel foarte scazut in toti cibrizii
masculin-sterili testati. Cateva transcripte comune tuturor probelor hibridizeaza slab
cu sonda datoritd marimii insertului marcat. Se confirma ca transcriptele mitocon-
driale pot fi detectate in probele RNA-ului total prin hibridizarea aceluiasi blot Northern
cu un fragment DNA care contine secventa genei atpa.

Acelasi transript specific de 1,4 kb s-a gasit in RNA-ul mitocondrial Ogura
extras din conopide utilizand ca sondd fragmentul Ncol de 2,5 kb. Limitele exacte ale
acestui transcript s-au determinat folosind ca sonda subclone ale fragmentului Ncol
de 2,5 kb.

8. Studiul cibridului 1 si al descendentilor sai

Cibridul 1 a fost masculinfertil. In descendenta sa, planta 1.12 a fost fertild
si planta 1.18 sterild. Planta 1.12 a dat in descendenta sa plante sterile (S;) si plante
fertile (RF;). Planta 1.18 a dat plante sterile (S,) si o ramura fertila (RF,). Plantele S;
si S, sunt restaurate prin aceeasi gend nucleara care restaureaza fertilitatea polenului
ca cibridul steril 13.

Pe hibridizarea cu fragmentul marcat Ncol de 2,5 kb DNA-ul mitocondrial al
plantelor S2 si S3 nu a dat un semnal la 2,5 kb pe digestia Ncol sau un semnal pe
digesteia Nrul la 6,8 kb.

Asemanator, hibridizarea cu BNA-ul total (Northern) cu o sonda care
corspunde secventei ORFB nu a dat un semnal la 1,4 kb cum se intalneste la hibridul
steril 13. Din contra, o sonda care corespunde secventei delimitatd prin nuclectidele
928 si 1569 din fig.1 da un semnal in Northern aproximativ 1,3 kb. Acest semnal
este absent din RNA-ul planlor RF1, RF2, RF3 sau Brutor. De asemenea, este posibil
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sa se foloseascd aceastd secventd (928-1569) ca o sonda in dotblot de detaliu al
RNA-ului total, si, in acest caz, exclusiv toate plantele masculin-sterile dau un semnal.

Aceste rezultate arata cd plantele S2 si S3, desi masculin- sterile, nu au men-
tinut secventa nucleotidica descrisa in fig. 1 in conformatia sa originala st demostreaza
ca, in aceasta secventd, portiunea marginita prin nucleatidele 928 si 15689 este cea
care poarta determinantul specific “de sterilitate Ogura”, care face plantele masculin-
sterile cand se transcrie aceastd secventa.

Aceastd secventd nu are o homologie semnificativd cu secventele prezente in
baza de date.

Exemplul 2.0Demostrarea secventelor nedorite in genomul mitocondrial Ogura

S-a obtinut o colectie de cibrizi din speciile B.napus prin fuziune de protoplasti
intre o rapita purtdtoare de citoplasma Ogura si o rapitd normald. Prima este mas-
culin-sterilad si deficientd de clorofild la temperatura scizuti,insd mai tarziu este verde
normal si fertild. Cibrizii au fost sortati dintre plantele regenerate si s-au retinut cele
care erau masculin-sterile si verzi normal.

In acelasi fel s-a obtinut o colectie de cibrizi de la speciile B.oleracea prin
fuziune de protoplasti intre o varza purtitoare de citoplasma Ogura si o varza nor-
mala. S-au retinut dintre plantele regenerate cibrizii care au fast masculin-sterili si
verzi normal.

Acesti cibrizi s-au incrucisat cu diferite varietiti de rapita in primul caz sl varza
in cel de-al doilea. Incrucisarile s-au repetat la fiecare generatie cu aceleasi varietati
.astfel sa se obtinad un genotip definit apropiat varietati recurente.

Aceste diferite varietdti convertite astfel cu citoplasme ale diferitilor cibrizi au
fost supuse la teste agronomice pentru a masura productia de seminte, care depinde
de cétiva factori: o productie suficientd de nectar pentru a efectua polenizarea prin
insecte si o morfologie florald normala, in scopul ca aceasta polenizare s fie eficients
si fructele sa se dezvolte normal.

Colectia de hibrizi poate fi astfel impartita in doua loturi:

- un lot de cibrizi care poseda o sterilitate masculind adecvatd comercializirii
productiei de seminte,

- un lot de cibrizi care nu poseda toate caracteristicile favorabile pentru o buna
comercializare a semintelor. Cibrizii de rapita nr. 27,58 si 85 si cibrizii de varza nr.
8, 17, 21, 24, si 27c, de exemplu, apartin primului lot.

Cibrizii de rapitd nr. 23s, 77 si 118 si cibrizii de varzd nr. 1, 6 si 14, de
exemplu, apartin celui de-al doilea lot.

DNA-ul total al acestor cibrizi a fost supus digestiilor enzimatice cu Sall, Ncol,
Nrul, Bgll, Pstl, Kpnl. Bloturile Southern obtinute s-au hibridizat cu diferite sonde
mitocondriale Atpa, Cob, Cox1, Atp6, 26S, 18S si doua fragmente ale genomului
Ogura de 2,5 kb derivat de la o digestie cu Ncol si de 19,4 kb derivate de la o digestie
cu Nrul.

Cele doua loturi cibride difera prin aceea ca:

a) numerele 23s, 77 si 11s de la rapitd si 1, 16 si 11 de la varza poseda
regiunea genomului Ogura care inconjoard gena Coxl, care se recunoaste prin
fragmentele Bgll de 10,7 kb sau Nrul de 11 kb si regiunea genomului Ogura care
inconjoara una dintre genele RNA de transfer al formilmetioninei, care se recunosc
prin fragmentele Sall de 5,1 kb sau Nrul de 15 kb.

b) numerele 27, 58, 85 de la rapita si 9, 17, 21, 24 si 27c de la varzi nu
poseda regiunile corespunzatoare care au fost reamplasate ca urmare a recom-
binarilor intre genomurile celor doi parinti care au fost fuzionate, prin regiuni analoage
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ale genomului mitocondrial al rapitei din nr. 27, 58 si 85 si al verzei din nr. 9, 17,
21, 24, si 27c. Se deduce din aceasta c3 cele dou regiuni in discutie ale genomului
Ogura sunt nedorite dacd se vrea s se aibd un sistem de sterilitate masculin
adecvat comercializarii productiei de seminte.

Exemplul 3. Acest exemplu ilustreaza valoarea cunoasterii secventelor de
“sterilitate masculind Ogura” si a secventelor nedorite pentru a realiza o sortare
rapida a cibrizilor obtinuti, fara a fi necesar s& se astepte cativa ani pentru retro-
incrucisari si teste agronomice.

Protoplsti de la o plantd Brassica purtatoare de citoplasma Ogura s-au fuzionat
cu protoplasti de la speciile de Brassica in discutie. Coloniile derivate din fuziune s-au
cultivat in vitro si puse sa se regenereze pe un mediu care favorizeazs formarea de
butasi (vezi Pelletier et al, 1983).

Dintr-un gram de material proaspat, fie un calus sau un fragment al plantulei
regenerate, este posibil prin tehnicile descrise mai sus sa se izaleze DNA-ul total.
Dupa digestie cu Sall hibridizare de tip Southern cu o sonda delimitats prin nucleo-
tidele nr. 389 si 1199 (vezi fig. 1) ce va da un semnal numai pentru 4,4 kb (nu va fi
dat un semnal pentru 5,1 kb). Aseman&tor, dupa digestie cu Nrul si hibridizare cu o
sondd care poartd gena Cox! se va obtine un semnal pentru o dimensiune diferits de
11 kb.

Aceste hibridizari permit s& fie anticipata planta care se va obtine, care intr-
adevar, va fi masculin-sterild si adecvatd comercializarii productiei de seminte.

Exemplul 4 Acest exemplu este o varianta a exemplului 3, bazat pe ideea rea-
lizarii Tncrucisarii sexuate intre doi parinti in conditii speciale sau cu genactipuri spe-
ciale, in locul realizarii fuziunilor de protoplasti, cu rezultatul ca, spre deosebire de
procedeele cunoscute de fecundare de la plante, aici se realizeaza amestecarea cito-
plasmelor oosferei si a tubului polenifer sau gametului mascul. Daca astfel de metode
au fost descrise, se poate realiza o sortare timpurie in acelasi mod pe plante tinere
derivate din aceste fertilizari artificiale, utilizand aceleasi sonde si aceleasi criterii ca
n exemplul 3.

Exemplul 5.Acest exemplu ilustreaza valoarea cunoasterii secventei de
sterilitate Ogura intr-un tip de manipulare genetica care a fost deja descris la drojdii
(Johnston et al., 1988]).

Plecand de la o planta de Brassica normald, meristeme sau celule alternative
sunt bombardate /n vitro cu microparticule invelite cu DNA care poarts secventa de
sterilitate Ogura. Plantele obtinute din descendenta meristemelor tratate sau a
plantulelor regenerate vor fi citoplasmatic masculin-sterile dacad DNA-ul a fost capabil
sa patrunda in mitocondrii si sa se integreze in genomul acestor organite. Se vor evita
astfel problemele puse prin secventele indezirabile, cand este vorba de cloroplastele
de ridiche Ogura sau de secvete astfel definite ale genomului mitocondrial Ogura.

Exemplul 6.Acest exemplu ilustreazd valoarea cunoasterii secventei de
“sterilitate Ogura” pentru constructia prin inginerie genetica a unei sterilitdti masculine
nucleare n locul uneia citoplasmatice conform ereditatii Mendeliene.

Pornind de la secventa DNA mitocondriald, delimitata prin nucleotidele 928 si
1568, poate fi construitd o gena himerica care va fi transcrisa, dupa transformare
getica, de celule de Brassica sau celulele altor genuri, in nucleii celulelor plantelor
transformate obtinute. Daca gena himericad contine o presecventd care permite
translatia productului sdu proteic pentru a fi introdus in mitocondrie, acesti trans-
formanti vor fi masculin-sterili si acest caracter se va mentine ca un caracter
Mendelian dominant.
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Revendicari

1.Secventd DNA, care confera sterilitate citoplasmaticd masculing, carac-
terizaté prin aceea cé este purtats de citre o secventd DNA delimitats prin nucleo-
tidele numerotate cu 928 si 2273 din fig. 1, sau poseda o omologie de cel putin 50%
Cu secventa mentionata.

2. Secventa DNA, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci este
purtata de catre secventa delimitatd prin nuclectidelor 928 si 1568 din fig.1 si este
transcrisa de RNA in mitocondriile masculin-sterile.

3. Genom recombinant de plant&, nuclear sau mitocondrial, caracterizat prin
aceea ca contine o secventd DNA de sterilitate Ogura, care este purtatd de citre o
secventa definitd in revendicarea 2.

4. Genom, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ci este lipsit total
sau partial de unul si/sau altul din cele dou3 fragmente ale genomului Ogura, care
poarta una sau ambele gene RNA de transfer al formilmetioninei folosit3 pentru
initierea translarii, sau care poartd gena Cox! care codificd subunitatea nr.1 a
citocromoxidazei, sau in care numitele fragmente sunt inactive.

5. Genom, conform revendicarilor 3 si 4, caracterizat prin aceea ca este
lipsit de partea secventei care este purtatd de citre un fragment de 10,7 kb dupa
digestie cu Bgll si un fragment de 11 kb dupa digestie cu Nrul, aceste fragmente fiind
relevate prin hibridizare cu o proba Coxl.

6. Genom, conform revendicarilor 3-5, caracterizat prin aceea ca este lipsit
de partea secventei care da un fragment de 15 kb dup3 digestie cu Nrul, da un
fragment de 5,1 kb dup digestie cu Sall, da un fragment de 18,5 kb dupa digestie
cu Bgll si care este relevat prin hibridizare cu o proba care corespunde secventei
delimitata de catre bazele 389 si 1199 ale secventei aratats in fig.1.

7. Genom, conform revendicarilor 3-6, caracterizat prin aceea ca contine o
secventa care da un fragment de 2,5 kb dupa digestie cu Ncol, d3 un fragment de
B.8 kb dupa digestie cu Nrul si d& un fragment de 4,4 kb dupa digestie cu Sall.

8. Genom nuclear, conform revendicarilor 3-7, caracterizat prin aceea ca
contine si 0 presecventd care permite translarea produsului secventei definite in
revendicarea 2 pentru a fi introdus in mitocondrii.

9. Mitocondrie, caracterizaté prin aceea ca contine genom definit in revendi-
carile 3...8.

10. Citoplasma, caracterizata prin aceea ca contine un genom mitocondrial
definit in revendicarile 3...8 si cloroplaste ale aceleiasi specii ca genom nuclear, sau
ale unei alte specii, dar care este compatibil cu acest genom nuclear.

11. Plantd care apartine genului Brassica, caracterizata prin aceea ca
contine cloroplaste de Brassica care sunt compatibile cu genomut nuclear al numitei
plante si mitocondrii definite in revendicarea 9.

12. Plantd care apartine genului Brassica, caracterizati prin aceea ca
genomul sdu nuclear cuprinde un genom definit in revendicarea 8, precum si ele-
mente care efectueaza expresia si transportul produsului siu de translatie in mito-
condrie.

13.Planta, conform revendicarilor 11 si 12, caracterizata prin aceea ca
apartine uneia dintre speciile: B.napus, B.oleracea, B.campestris, B. nigra, B.juncea,
B.hirta si B.carinata.

14. Planta, conform revendicrilor 11...13, caracterizata prin aceea ca este
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obtinuta prin fuziune de protoplasti.

15. Planta, conform revendicarilor 11...13, caracterizata prin aceea ca este
obtinutd prin reproducere sexuata.

16. Planta, conform revendicarilor 11...13, caracterizata prin aceea ci este
obtinuta prin transfer de gena in mitocondrie.

17. Procedeu de obtinere a unei plante hibride, caracterizat prin aceea ca
o plantd care poseda caracterul de sterilitate masculind citoplasmaticd,definitad in
revendicarile 11...16, este incrucisata cu o planta din aceeasi specie care poseda,
eventual, o gena Rfl care restaureaza fertilitatea.

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