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ISRADIMO PAGRINDAS

(a) ISradimo sritis

Sis isradimas susijes su natlraliai atsirandancio citoplazminio vyriskojo
sterilumo padidinimo ir vyriSkojo vaisingumo atstatymo metodu bei jo naudojimu
hibridiniy kultiry gamybal.
(b) Technikos lygis

Daugelis hibridiniy kultiiry, suformuoty kryZminant dvi ar daugiau skirtingy
kultiry, duoda didesnius derlius, negu pacios pirmines kultlros. PavyzdZiui, kalbant
apie rapsa (Brassicca napus, campestris), svarbiausig Kanados kultarg, dirbtinai
sukurti hibridai duoda derlius, kurie gali bati iki 50% didesni uz pirminiy kulttry
derlius. Sis fenomenas, vadinamas hibridy energija, sékmingiausiai buvo pritaikytas
kukuriizams (Zea Mays). Hibridiniai kukuriizai sudaro apie 90% Siaurés Amerikos
Zemés tkio kultlry.

Hibridinéms sé¢kloms komercine apimtimi gaminti, reikalinga neleisti hibrido
pirminés kultiros sékloms apsidulkinti pacioms. Tai santykinai paprasta kukurtizams,
nes vyriSkieji arba Ziedadulkes gaminantys organai yra kitoje augalo vietoje
(kuokeliai), nei moteriskieji arba séklas mezgantys organai (vaislapéliai), ir kuokeliai,
kurie visi kartu sudaro struktirg, vadinamg “kutu”, gali biti lengvai paSalinti ranka
nuo didelio kiekio augaly, naudojamy sekly gamybos operacijoje. Ir priesingai,
daugelyje kultiiry risiy, kaip rapsas, kuokeliai ir vaislapéliai yra toje pacioje Ziedo
struktiroje, ir rankinis didelio augaly kiekio “kastravimas” yra nejmanomas. Taigi,
sékly gamintojams reikalingi alternatyviis apdulkinimo valdymo metodai Siy kultiiry
hibridams gauti. Siam tikslui sukurtos technologijos apzvalga galima rasti The PBI
Bulletin atspausdintame Arnison P. straipsnyje (Arnison P. et al., The PBI Bulletin,
1997m. sausis, 1-11).
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Vienas alternatyvus metodas yra naudoti chemikalus, taip vadinamus
gametocidus, kurie specifiskai uzmusa siedadulkes. Apskritai, Sic chemikalai yra
brangis ir tik dalinai efektyviis. Daugeliui kultry, ypaé tokioms, kaip rapsas, kurios
7ydi ilga laika, Sis apdulkinimo valdymo metodas néra ekonomiskai efektyvus. Todel
beveik visos hibridy sekly gamybos sistemos remiasi genetiniu apdulkinimo valdymu.
Genetinio apdulkinimo valdymo mechanizmus galima suskirstyti | tris kategorijas:
vidinis nesuderinamumas, “molekulinés hibridizacijos” metodai, ir citoplazminis
vyriskasis sterilumas.

Vidinis nesuderinamumas (SI) atsiranda dél kai kuriy augaly sugebejimo
atmesti savo nuosavas ziedadulkes. SI pasizymintys augalai gali bti naudojami kalp
moteridkoji linija hibridy auginime, taciau, kadangi Sic augalai paprastai atmeta savo
siedadulkes, bina sunku ir ekonomiskai neefektyvu dauginti ar palaikyti tokias linijas.
Be to, vidinis nesuderinamumas neaptinkamas daugumoje augaly risiy. Molekulines
hibridizacijos metodai yra neseniai sukurti. Jic remiasi genetiskai sukurtu vyriskuoju
sterilumu, kurj sukelia specitine nuodingy proteiny ekspresija 7iedadulkes
gaminanciose lastelese. Tokie jvesti toksiny genai veikia kaip dominuojantys vyriskojo
sterilumo genai ir gali buti naudojami hibridiniy sékly gamybos moteriskosioms
linijoms kurti. Kaip ir su SI, tokiy moteriskyjuy linijy dauginimas néra tiesioginis, ir jo
metu prarandama augalo medZiaga. Sie $iy metody naudingumai yra vis dar neaiskds,
ir §iuo metu $ie metodai naudojami tik keliq hibridiniy r$iy gamybai, ir jos nera
placiai auginamos.

Citoplazminis vyriskasis sterilumas (CMS) yra placiai paplites ir klasikinis ne
Mendelio pozymis. CMS augalai nesugeba patys apsidulkinti, it todél, kai CMS linija
yra pasodinama greta vyri;skai vaising‘os linijos, visos séklos, kurios susiformuoja ant
steriliy augaly, bus dviejy linijy hibridas. Skirtingai nuo daugelio pozymiu, CMS yra
perduodamas per moteriskaja linija, t.y., jis yra perduodamas palikuoniui tik per
séklos motininj augala. Si savybé yra del fakto, kad CMS apsprendZiantis genas ar
genal yra mitochondrijos DNR (mtDNR); skirtingai nuo daugumos geny, kurie yra
branduolio DNR, mtDNR esantys genai yra perduodami tik per moteridkaja linija

daugelyje augaly rasiy. Sios perdavimo per moteriskaja linija savybés rezultate galima
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lengvai dauginti moteriSkas CMS linijas, apdulkinant vyriSkai vaisinga “palaikytojo”
linija, kuri savo branduolio genais yra identiska CMS linijai, bet kuri yra vyriskai
vaisinga dél CMS sukeliancios mtDNR nebuvimo. Taciau, velgi kaip CMS perdavimo
per moteriskaja linija savybés rezultatas, moteriSkas CMS linijas naudojant iSauginti
hibridiniai augalai bus taip pat vyriskai sterills, nes jie turés vyriSkg sterilumg
suteikian¢ia mtDNR. Tai yra problematiSka seklinéms kultiroms, kaip kukurdzai ir
rapsas, kuriems reikalingos Ziedadulkes, kad susiformuoty séklos - derliy sudarantis
produktas. Laimei, daugelyje augaly riiSiy buvo rasti specifiniai dominuojantys
branduolio genai, taip vadinami “vaisingumo atstatytojai” (Rf), kurie gali nuslopinti
vyriskai sterily fenotipa ir “atstatyti” hibridy F1 vaisinguma. Taigi, CMS sistemos
komponentai susideda i§ CMS linijos, kuri turi vyriSkai steriliag (S) citoplazma (ar
mtDNR) ir yra homozigotiné atstatytojo geno recesinei ar palaikanciai alelei,
palaikytojo linijos, kuri turi vaisingg ar normaliag mtDNR (F), taciau yra izogeniska
CMS linijai branduolio genetiniuose lokusuose, ir atstatytojo linijos, kuri paprastai
turi vyriSkai sterilia mtDNR, tacdiau yra homozigotiné dominuojan¢iam branduolio Rf
genui. Siy komponenty naudojimas hibridiniy sékly gamybos schemoje pavaizduotas
Fig. 1.

Ivairiems hibridams gauti, naudojant CMS, reikia turéti tinkama kiek]
atstatytojy linijy, kurios turi Rf genus, ir “palaikytojy” linijy, kurios yra sterilizuotos
su CMS mtDNR. Siy linijy kiirimas iprasfos genetikos metodais yra létas procesas,
kuris reikalauja bent keleriy mety tritso. Pavyzdziui, naujai atstatytojo linijai sukurti,
pirmiausiai reikalinga sukryZminti gavejo linijg su esama atstatytojo linija Rf alelei
ivesti. Tada reikalinga serija atbuliniy kryZminimy gavéjo linijos genotipui iStraukti.
Netgi po daugelio atbuliniy kryZminimy liks Siek tiek su Rf genu suri$tos donorinés
DNR - fenomenas, kuris vadinamas “suriS§imo vilkimu”; §i donoriné DNR gali nesti
kenksmingas savybes ir mazinti priimancios kultiros kokybe.

Kaip i3aiskejo, dvi CMS sistemos yra kiek riboto naudojimo hibridinio rapso
sékly gamyboje. Polima, arba pol citoplazma sugeba suteikti vyriskajj steriluma
daugeliui rapso atmainy, ir buvo rastos efektyvios atstatytojo linijos, turinéios

dominuojanéias aleles pavienio branduolinio atstatytojo lokuse. Hibridy gamybos,
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naudojant §ia sistemg ekonominis efektyvumas yra ribotas tuo faktu, kad pol sukeltas
vyriSkasis sterilumas linkes biiti nepilnas, arba “kiauras”, ypa¢ kai moteriskoji linija
yra Siltesnése augimo sglygose. To rezultate pol hibrido sékla gali buti uzterSta CMS
seklomis, kas gaunasi dél moterikosios linijos vidinio apsidulkinimo. Kadangi tie
CMS augalai yra vyriskai sterilis ir spontaniSkai nemezga sekly, jy buvimas gali
7ymiai sumaZinti bendra “hibrido” miSinio derliy. Antroji CMS sistema remiasi
hibridinés citoplazmos naudojimu, kurioje vyriSkojo sterilumo determinanté yra
iSvesta i8 ridikélio citoplazmos, vadinamos Ogura, arba ogu. Ogu citoplazmos sukeltas
vyriskasis sterilumas yra pilnas. Neseniai tapo galimos gauti atstatytojo linijos Siai
sistemai, kurios buvo sukurtos, jterpiant pavienj ridikelio atstatytojo gena (kurj Cia
mes Zymime kaip Rfo) | Brassica napus, taciau atstatytojo linijy kirimui trukdo “rySio
vilkimas” tarp atstatytojo geno ir geny, kurie turi neigiama jtaka sekly kokybei. Labai
pageidautina biity gauti metodus natiraliai atsirandancio citoplazminio vyriSkojo
sterilumo padidinimui ir vyriSkojo vaisingumo atstatymui bei jy naudojimui hibridiniy

kultiiry gamybai .

ISRADIMO SANTRAUKA

Vienu $io iSradimo tiksly yra pateikti natiiraliai atsirandancio citoplazminio

vyriskojo sterilumo padidinimo ir vyriSkojo vaisingumo atstatymo metodus bei jy
naudojimo hibridiniy kultdry gamybai metodus.

Pagal §j iSradimg, Cia pateikiamas natiraliai atsirandancio citoplazminio
vyriskojo sterilumo augaluose padidinimo metodas, kuris apima tokius zingsnius:

a) geny konstrukcijos, i§ esmés susidedancios iS sekos, kuri koduoja
mitochondrinj peréjimo peptida, sulietos su bent viena i§ Brassica napus
mitochondrijy atp6 geno ir orf224 geno neredaguoty formy pried srove jos atzvilgiu ir
viename rémelyje, jvedimas j augalo lgsteles branduolj;

b) augalo lasteliy, kurios jgijo geny konstrukcijg a) Zingsnyje, atrinkimas; ir

c¢) atrinkty augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui

gauti.
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Pagal §j isradimg, Cia taip pat pateikiamas citoplazmiskai vyriskai steriliy
augaly vyriskojo vaisingumo atstatymo metodas, Kuris apima tokius Zingsnius:

a) geny konstrukcijos, i§ esmés susidedancios i§ sekos, kuri koduoja
mitochondrinj peréjimo peptida, sulietos su normalaus mitochondrinio geno, kuris yra
kotranskribuotas su nejprastu su CMS susijusiu mitochondriniu genu, redaguota
forma prie§ srove jos atzvilgiu ir viename rémelyje, jvedimas j augalo lasteles
branduolj;

b) augalo Igsteliy, kurios jgijo geny konstrukcijg a) Zingsnyje, atrinkimas; ir

¢) atrinkty augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui
gauti.

Pageidautinas augalas yra Brassica napus.

Pageidautina, kad b) zingsnis biity atliekamas naudojant augalo transtormavimo
vektoriy, kaip pRD400.

Pagal §j isradima, Cia taip pat pateikiamas polima citoplazmiskai vyriskai steriliy
B. napus vyriskojo vaisingumo atstatymo metodas, kuris apima tokius Zingsnius:

a) geny konstrukcijos, i§ esmés susidedancios i§ sekos, kuri koduoja
mitochondrinj peréjimo peptida, sulietos su B. napus mitochondrijy atp6 geno
redaguota forma prieS srove jos atzvilgiu ir viename remelyje, jvedimas | B. napus
augalo lgstelés branduolj;

b) augalo lasteliy, kurios jgijo geny konstrukcijg a) Zingsnyje, atrinkimas; ir

¢) atrinkty augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui
gauti.

Misy rezultatai turi reik8me pol/ CMS praktinio naudojimo hibridiniy rapso ir
kity Brassica kultiry gamyBoje poZitriu. Genetiniy konstrukcijy, kurios leidZia
nutaikyti Brassica atp6 geno redaguotos formos produktg j mitochondrijas, jvedimas |
pol CMS augalus atspindi nauja tipg proceso, kuriuo gali biiti regeneruoti augalai su
atstatytu vyrisku vaisingumu; tai turéty leisti gaminti naujas po/ CMS atstatytojy
linijas vienu Zingsniu, per augaly transformacija. Tai leisty sutaupyti daug laiko ir
1é3y, lyginant su jprastais augaly auginimo metodais tokioms linijoms gauti, kas Siuo

metu yra vienintelis badas, kuriuo tokias linijas galima sukurti. Be to, konstrukcijy,
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kurios leidZia nutaikyti atp6 geno ar orf224 geno neredaguotos formos produkty |
mitochondrijas augalams su padidintu vyriSkuoju sterilumu gauti, jvedimas yra
procesas, kuriuo potencialiai gali bati gautos naujos pol CMS linjos su padidintu
vyri$kojo sterilumo palaikymu; kaip buvo minéta auksciau, pol vyriskojo sterilumo
“kiaurumas” yra pagrindiné klititis platesniam jo naudojimui hibridinio rapso
gamyboje, ir néra jokiy efektyviy priemoniy jam pa3alinti. Taip pat jmanoma, kad Sie
procesai galéty vaizduoti pavyzdZius bendresnes strategijos, kaip gaminti veisles,

palaikancias ar atstatan¢ias CMS kitose CMS sistemose, ir su kitomis augaly rasimis.

TRUMPAS BREZINIU APRASYMAS

Fig. 1 iliustruoja citoplazminio vyriSkojo sterilumo (CMS) naudojima

hibridiniy sékly gamybai;

Fig. 2A-2J iliustruoja vaisingy, pol CMS ir transgeninio B. napus cv. Westar
augaly Ziedus;

Fig. 2A rodo pilnus po/ CMS Westar (kair€je) ir su mas2’/A9-Abe konstrukcija
transformuoto pol CMS Westar augaly Ziedus (pastebékite didesnj transgeninio
augalo vainiklapiy dyd;);

Fig. 2B rodo pilnus dalinai vyridkai sterilaus transgeninio augalo, gauto jvedus
AP3/A9-A6u j Westar (nap) (kairéje), ir vyriSkai vaisingo Westar (nap) augalo Ziedus
(pastebekite sumaZintg transgeninio augalo Ziedo lapeliy pigmentacijg);

Fig. 2C rodo pol CMS Westar (kairéje) ir su mas2'/A9-Abe konstrukcija
transformuoto pol CMS Westar augaly Ziedus su paSalintais vainiklapiais ir
taurelapiais; pastebékite didesnj kuokeliy dydj ir didesnes iSaugusias dulkines
transgeniniame augale;

Fig. 2D rodo dalinai vyriSkai sterilaus transgeninio augalo, gauto jvedus
AP3/A9-Ab6u | Westar (nap) (kaireje), ir vyriSkai vaisingo Westar (nap) augalo Ziedus
su paSalintais vainiklapiais ir taurélapiais (pastebekite maZesnj dulkinés dydj

transgeniniame augale);
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Fig. 2E rodo pilnus (i§ kairés | deSing) pol CMS Westar, vyriskai sterilaus
transgeninio augalo 40-8, gauto jvedus AP3/A9-ORF konstrukcijg j vyriskai vaisinga
Westar (nap), ir vyriSkai vaisingo Westar (nap) Ziedus;

Fig. 2F rodo transgeninio augalo 40-8 Zieda su pasalintais vainiklapiais ir
taurélapiais; pastebekite, kad keturi vidiniai kuokeliai yra transformuoti |
vaislapelius;

Fig. 2G rodo pilnus dalinai vyriskai sterilaus transgeninio augalo 40-10, gaute
jvedus AP3/C4-ORF konstrukcijg | wvyriSkai vaisinga Westar (nap)(kairéje);
priimancios riiSies Westar (nap) Ziedas parodytas dedinéje (pastebékite maZesn]
transgeninio augalo vainiklapiy dydj);

Fig. 2H rodo transgeninio augalo 40-10 ir vyriSkai vaisingo Westar (nap)
Ziedus su pasalintais vainiklapiais ir taurélapiais;

Fig. 21 rodo pilnus pol CMS Westar (kairéje) ir dalinai vaisingo transgeninio
augalo, gauto jvedus AP3/A9-A6e konstrukcijg | po/ CMS Westar, Ziedus (pastebékite
didesn] transgeninio augalo vainiklapiy dyd;);

Fig. 2J rodo pol CMS Westar (kair¢je) ir dalinai vaisingo transgeninio augalo,
gauto jvedus AP3/A9-Abe konstrukcija j pol CMS Westar, Ziedus su pasalintais
vainiklapiais ir taurclapiais (pastebekite didesnj kuokeliy ir dulkiniy dydi
transgeniniame Ziede);

Fig. 3A-3D iliustruoja fenotipinius poky¢ius, lydingius mas2’ sukelta A9-Abe
iSraiSkg pol CMS Westar augaluose; A: transgeninio augalo Ziedynas; B: po/ CMS
Westar augalo Ziedynas; C: visas transgeninis augalas; D: pol CMS Westar augalas
(pastebekite didesnj transgeninio augalo Ziedyno ir vegetatyviniy intermazgy dydj);

Fig. 4 iliustruoja AP3/A9-A6e konstrukcijos kaip dominuojandio vaisingumo
atstatytojo geno naudojima augale B. napus; ir

Fig. 5 iliustruoja AP3/C4-ORF konstrukcijos naudojimg augale B. napus pol

citoplazminiam vyriSkam sterilumui padidinti.
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ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Sis iSradimas pateikia metodg palaikytojo ir atstatytojo linijoms sukurti geny

inZinerijos bidu. I3radimas specifiSkai susijes su rapso (Brassica napus, campestris)
pol. CMS sistema. Taciau, i§ principo, metodas galety bati naudojamas tokiy linijy
7iedadulkiy gamybos naSumo modifikavimui ir kitose rapso CMS sistemose bei
didelio kiekio kity kultiiry CMS sistemose.

Sis iSradimas remiasi rapso (Brassica napus L.) citoplazminio vyriskojo
sterilumo (CMS) molekulinio pagrindo tyrimais, kurie buvo atlikti mano
laboratorijoje tarp 1987 ir 1993 mety. Brassica mitochondrinio genomo organizacijos
ir i8raiSkos analize parode, kad B. napus CMS polima arba pol forma koreliuoja su
iSraiSka mitochondrinio geno regiono, kuriame yra chimerinis genas orf224,
kotranskribuotas su normaliu mitochondriniu genu atp6 (Singh, M.P. ir Brown, G.G.
(1991). The Plant Cell 3, 1349-1362; Bonen, L. ir Brown, G.G. (1993). Can. J. Bot.
71,645-660). Mes iSkeléeme hipoteze, kad pol CMS yra dél mitochondrinés
disfunkcijos, kuri atsiranda (i) del ORF224 proteino buvimo mitochondrinéje
membranoje, ar (i) dél galimo ATP6 proteino deficito, kurj gali sukelti orf224
trukdymas atp6 transliacijoje.

Mitochondrijos proteinai turi dviguba genetine kilme: kai kurie $iy proteiny, gal
10% ar pana$iai, jskaitant tuos, kurie apibrezia CMS, yra koduoti mtDNR riigstimi;
kiti yra koduoti branduolio DNR. Prb.teinai, kurie yra koduoti mtDNR, yra
sintetinami ant mitochondriniy ribosomy ir lieka mitochondrijoje. Mitochondriniai
proteinai, kurie yra koduoti branduolyje, yra sintetinami kaip prekursoriai, kurie
paprastai turi papildomg aminoriigd¢iy atkarpa prie N-galo, vadinamg peréjimo
peptidu, arba pre-seka. Sis peréjimo peptidas padeda nukreipti proteing |
mitochondrijg; jj paSalina proteaze, kai tik proteinas atsiduria mitochondrijos viduje.
Jel proteino, kuris paprastai koduojamas mtDNR, DNR seka yra prijungiama prie
mitochondrinio peréjimo peptido DNR sekos ir gauta konstrukcija yra jvedama j
branduolj ir ten ekspresuojama, gautas prekursoriaus proteinas gali biiti importuotas |
mitochondrijg, ir galutinis produktas gali funkcionuoti taip pat, kaip ir

mitochondriskai pagaminta forma.
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Mes samprotavome, kad jei hipoteze (i) yra teisinga, tada mes galétuméme
sukelti vyriskajj steriluma vyriSkai vaisinguose augaluose, ekspresuodami DNR
konstrukcijas, kurios leisty branduolyje koduota, citoplazmiskai transhiuotg ORF224
proteing nutaikyti j mitochondrijas. Panasiai, mes samprotavome, kad jei hipotezé (ii)
yra teisinga, tada mes galetumeme atstatyti pol CMS augaly vyriskgjj vaisinguma,
ekspresuodami DNR konstrukeijas, kurios leisty branduolyje koduota, citoplazmiskai
transliuota ATP6 proteino formg nutaikyti | mitochondrijas. Jei konstrukcijos
pakeisty vyriskaji steriluma/vaisinguma, tada orf224 transgenai galéty biti laikom!
sintetiniais vyriskojo sterilumo palaikytojais, o atp6 transgenai galéty bati latkomi
sintetiniais vyriskojo vaisingumo atstatytojais. Tolesné $iy hipoteziy komplikacija
atsirado i§ stebéjimy, jog abu - orf224 ir atp6 transkriptai yra panasts j daugelj augaly
mitochondriniy redaguoty transkipty (Stahl R. ir kiti (1994) Nucleic Acids Res 22,
2109-2113). Augaly mitochondriniy transkripty redagavimas apima specifiniy C
lickany mRNR molekuléje konvertavima j U liekanas, kurios pakeicia koduojamo
proteino aminorugiciy sekg (redaguoti mRNR koduoja proteino funkcing forma).
Abu - atp6 ir orf224 transkriptai yra redaguoti vienoje vietoje, ir tai duoda kiekvienu
atveju vieng aminortgiciy sekos pakeitimg. Kadangi DNR konstrukcijos, kuri leido
nutaikyti neredaguota kvie¢iy ATP9 proteing j mitochondrijas, ekspresija branduolyje
suteiké vyriskaji steriluma transgeniniams tabako augalams (Hernould, M. ir kiti
(1993). Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.- 90, 2370-2374), atrodé¢ jmanoma, kad
neredaguoto Brassica ATP6 proteino ekspresija/nutaikymas galéty taipogi sukelti
vyriskajj steriluma ir veikti kaip sintetinis palaikytojo genas.

I principo, Sio tipo sintetiniai atstatytojai galéty biti naudojami naujoms
atstatytojy linijoms kurti genetinés transformacijos budu. Tai leisty apeiti ilgai
trunkantj ir brangy augaly auginimo procesg, kuriuo Sios linijos kuriamos dabar.
Sintetiniy palaikytojo geny gaunamumas leisty augaly transformavimo btdu
generuoti linijas, kurios galéty pilnai palaikyti pol steriluma. Tokios linijos Siandien
neegzistuoja, ir todél 3i technologija galéty efektyviai pasalinti galutinj barjerg j rapso
hibridy pol pagrindu derliaus padidinimg. Galy gale, yra jmanoma, ir netgi panasu,

jog taip yra, kad panaios strategijos galety biti naudojamos generuoti sintetines
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atstatytojy ir palaikytojy linijas kitoms nei rapsas kultGroms, ir i$ ¢ia, kad galéty biti
sudaryta globaliné genetiSkai sukurty CMS palaikymo ir atstatymo strategija.
Irodymai, jog branduolyje koduotos ir j mitochondrijas nutaikytos ATP6 ir ORF224
proteinu formos gali veikti Kaip, atitinkamai, sintetiniai atstatytojo ir palaikytojo
genai

Sioms galimybéms pradéti nagrinéti, mes suliejome DNR, atitinkancia
redaguota (A6e) ir neredaguotg (A6u) atp6 koduojancios sekos formas su DNR, kuri
koduoja bet kurig i§ dviejy mitochondriniy nutaikymo pre-seky - mieliy COX4 (C4)
ar Neurospora ATP9 (A9). PanaSios konstrukcijos buvo paruostos, suliejant tas pacias
pre-sekas su neredaguota orf224 forma (ORFu). Tos sekos savo 5 galu buvo
prijungtos prie mas2’ promotoriaus (van der Leegt-Plegt, L.M. ir kiti (1992). Plant
Cell Reports 17,20-24) ir savo 3’ galu prie poliadenilinimo signalo Ziediniy kopisty
viruso 35S RNR rigsciai. Gautos konstrukcijos buvo jvestos | B. napus séklaskiltes
Agrobacterium medijuojamos transformacijos bidu (Moloney, M. ir kiti (1989). Plant
Cell Rep. §, 238-242). Mes nesugebejome gauti augaly, j kuriuos buvo jvestos ORFu
konstrukcijos. TaCiau trys i$ transgeniniy augaly, kuriuos gavome po A9/A6u
konstrukcijos jvedimo | vaisingg B. napus cv Westar, buvo dalinai vyriskai sterilds, tuo
tarpu tik vienas augalas, kurj mes gavome po A9/A6e konsirukcijos jvedimo | sterily
pol CMS B. napus, buvo dalinai vyriSkai vaisingas. Tai pera mintj, kad konstrukcija,
ekspresuojanti neredaguota atp6 forma, veiké kaip sterilumg sukeliantis, arba
palaikytojo genas, o redaguota forma veike kaip pol vaisingumo atstatytojas. Deja,
mes nesugebejome gauti i§ bet kurio ty augaly sékly, kurios ekspresuoty bet kurig
konstrukcijg, todél buvo nejmanoma parodyti, kad vaisingumo/sterilumo pokyciai
galéty biti genetiSkai perduodami sekancioms augaly kartoms, ar patvirtinti, kad Sie
fenotipai buvo gauti i§ transgeninés ekspresijos.

Naujesniuose tyrimuose demesys buvo sutelktas konstrukcijy grupei, kuriose
reguliuojamas promotorius, gautas iS5 Arabidopsis thaliana (baltaZiedis vairenis)
APETALA3 (AP3) geno (Jack, T. ir kiti (1994). Cell 76, 703-716), buvo naudojamas
atpb ir orf224 konstrukcijy ekspresijai paleisti. AP3 buvo parinktas kaip audiniams
specifinis promotorius, nes jis yra ekspresuojamas labai anksti kuokelés (taip pat ir

vainiklapio) vystymesi. Ankstesni duomenys parode, kad su po/ CMS susijes kuokeliy
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vystymosi pristabdymas yra premeiozinis ir todel pasireiSkia anksti kuokeliy
vystymesi; todél mes jautéme, kad po/ CMS fenotipui pakeisti ar imituoti reiku}
konstrukcijas ekspresuoti anksti kuokeliy vystymesi. Tolesnes konstrukeijos, kurios
jau sukurtos ar 3iuo metu baigiamos suformuoti, apima ir vieng tokig, kurioje
ekspresijai buvo naudojamas nuolat veikiantis mas2 promotorius. Visos konstrukeijos
buvo jterptos | binarj transtormacijos vektoriy pRD400, kuris buvo optimizuotas
efektyviam transtormavimui Brassica augaluose ir jvestas | augalus, naudojam
séklaskil¢iy transformavimo procediirg. Misy sutormuoty konstrukcijy suvestine ir
misy gauty transgeniniy augaly fenotipai yra pateikti Lentel€je 1 toliau.

Lentelés 2 duomenys rodo daznius, kuriais jvairios konstrukcijos sukele
transgeniniuose augaluose vyriskojo sterilumo ir vaisingumo pokycius. Kai kurie ty
pokyéiy, pastebéti transgeniniy augaly vyriSkojo vaisingumo/sterilumo ir Ziedy
struktiiroje, yra parodyti Fig. 2.

Ziedai, parodyti Fig. 2A Kkairéje ir Fig. 2B de3inéje, yra atitinkamai nuo po!
CMS Westar ir vaisingy Westar (nap) augaly. Iliustracijos po tomis (Fig. 2C ir Fig.
2D, atitinkamai) rodo ty paciy augaly Ziedus su paSalintais vainiklapiais ir
taurélapiais. Kaip matyti i$ ty iliustracijy, po/ CMS augaly kuokeliai ir vainiklapiai yra
Zymiai mazesni nei Westar (nap) Ziedy. Misy naudotose valdomose augimo salygose
(20°, 16 val. diena, 15°, 8 val naktis) kuokeliai, kurie susiformuoja jauny po/ CMS
augaly Zieduose, yra Zymial mazesni nei pusé piestel¢s, pilnai nesuformuoja dulkiniy

ir paskleidZia tik nedaug Ziedadulkiy.
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Genetinés konstrukcijos ir atitinkami transgeniniy augaly fenotipai

Konstrukcija' Ivesta j Kan® gauti  Patvirtinti  Patvirtinty transgeniniy augaly fenotipai
augalai lransgini-
niai
AP3/C4-ORF’ vaisingas 17 12 Kintamas vyriSkas sterilumas nuo beveik
Westar (nap) visi$kai steriliy (2 augalai) iki pilnai vaisingu
(dauguma augaly); kai kurie augalai rodo
Zziedo organy kiekio, morfologijos ir
identiteto pakitimus.
AP3/C4-ORF - 21 7 Kintamas vyrifkas sterilumas nuo beveik
visiSkai steriliy (1 augalas) iki pilnai vaisingu
(dauguma augaly); kai kurie augalai rodo
Ziedo organy kiekio, morfologijos ir
identiteto pakitimus.
AP3/A9-Abe vyriskai 9 7 Visi augalai dalinai vyriskai vaisingi;
sterilus kuokeliy ir vainiklapiy dvdis vidurinis tarp
Westar (pol) Westar {(nap) ir Westar (pol) CMS augaly.
AP3/A9-Abu vaisingas 20 9 Dauguma augaly vyri3kai vaisingi su keletu
Westar (nap) dalinai steriliy ziedu; kai kurie augalai turi
maziau kuokeliy; blvskiai gelsvi vainiklapiai:
Ziedo raSto identiteto irfar organy Kkiekio
pokyd¢iai.
mas2'/A9-Abe vyriskai 22 16 Dauguraa augaly dalinai vyriSkai vaisingi:
sterilus kuokeliy ir vainiklapiy dydis vidurinis tarp
Westar (pol) Westar (nap) ir Westar (pol) CMS augaly:
kai Kuriuose augaluose zZiedo raSto
pakitimai; pailgéje ziedynuy ir vegetatyviniai
tarpmazgiai.
AP3/GUS Westar (nap) 13 9 Identiskas Westar (nap) augalui; GUS

ekspresija pastebéta prie vainiklapiy ir
Kuokeliy pagrindy, kaip ir laukta.

1 Konstrukcijos elementai pateikti §ia seka: promotorius/pre-seka koduojanti seka, AP3 - Arabidopsis
APETELA3 promotorius; C4 - mieliy COX4 pre-seka; A0 - Neurospora ATP9 pre-seka; ORF -
redaguota orf224 koduojanti seka; A6e - redaguota atp6 koduojanti seka; A6u - neredaguota a6

koduojanti seka.

2

w

2 Patvirtinta Southern blot analize, naudojant i$ NPTII geno gauts méginj.

Epitope Zyméta redaguota atpé koduojanti seka, prijungta prie A9 pre-sekos.

4 Redaguota atp6 koduojanti seka, jokios nutaikymo pre-sekos.
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Lentel¢ 2
Transgeniniy augaly su modifikuotu vyriSkuoju vaisingumu/sterilumu Kkiekiai

Konstrukceija Priimantis Vaisingy' Pusiau Pusiau steriliy’ Steriliy*
augalas vaisingy’

AP3/A9-ORF Westar (nap) 6 3 1

AP3/C4-ORF Westar (nap) 3 5 2

AP3/A9-Abe pol CMS Westar 3 2

AP3/A9-Abu Westar (nap) 9 6 »

mas2'/A9-Abe pol CMS Westar I 8 10)

1 Neatskiriamas nuo Westar (nap)

2 Sumazintas ziedadulkiy iSskyrimas, lyginant su Westar (nap); anksteles uZpildvtos po widinio
apsidulkinimo

3 Minimalus Ziedadulkiy iSskyrimas; blogas sékly uzmezgimas po vidinio apsidulkinimo

4 Vos kelios ar visai jokiy sékly po vidinio apsidulkinimo; keletas mas2'/A9’Abe augaly davé daug
Ziedadulkiy, bet nedave sékly , ir todél atrodo esa moteriskai ir vyriskai sterilis.

Kaip rodo Lentelés 1 ir 2, beveik pusé€je mlsy gauty transgeniniy augaly AP3
paleista redaguotos orf224 koduojancios sekos, prijungtos prie bet kurios nutaikymo
pre-sckos, ekspresija pasirode galinti sumazinti vyriSkaj} vaisinguma ir sukelti Westar
(nap) augaly Ziedy mortologijos pokycius. Sterilumo laipsnis, vertinant pagal
Ziedadulkiy, matomy ant naujai iSsikleidusiy Ziedy dulkiniy, kiekj, o taip pat kity
Ziedo nenormalumy prigimtis kaip tai skyrési tarp skirtingy transgeniniy augaly ir
atsitiktinai, daug maZesniu laipsniu, tarp atskiry augaly skirtingy Ziedyny Saky.
Nebuvo jokio aiSkaus skirtumo tarp COX4 (C4) ir ATP9Y (A9) pre-seky konstrukeijy
bet kuriame i§ palyginty fenotipy ar daZnio, kuriuo vyriskasis sterilumas buvo
sukeltas. Tam tikra gauty fenotipy indikacija matoma Fig. 2 E-H iliustracijose, kurios
rodo zZiedus nuo transgeniniti' augaly, kuriems buvo stebimas ziedadulkiy gamybos
pasikeitimas. Siuose augaluose vainiklapiy ir kuokeliy dydZiai bei pagaminty
ziedadulkiy kiekis buvo sumazinti, lyginant su Westar (nap), nors ne tiek, kiek jie
sumazinti pol CMS augaluose. Ekstremaliausias fenotipas buvo stebétas su
transgeniniu augalu 40-8 - A9-ORF translormantu (Fig. 2E ir Fig. 2F): Siuose

Zieduose keturi vidiniai kuokeliai buvo konvertuoti j vaislapéliy tipo struktiras;
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dulkinés, kurios susiformavo ant dviejy iSoriniy kuokeliy, liko blySkiai gelsvos ir
paskleidé tik labai mazai Ziedadulkiy.

Mes vertinome atskiry augaly pajéguma uZmegzti seklas po vidinio
apsidulkinimo kaip praktinj jy vyriskojo/moteriskojo vaisingumo matg. Vidiniam
apsidulkinimui atlikti, mes paprastai uzmauname kryZzminimo maiselj ant Ziedyno ir
svelniai pastuksename jj apsidulkinimui paskatinti. Normaliai vyriSkai vaisingy augaly
atveju visos ank3telés maiSelyje bus pilnai uzpildytos; po/ CMS augalai duoda labai
mazai ar jokiy sékly $iose salygose. Kai mes pabandéme $iuo budu vidiniai apdulkinti
AP3/A9-ORF ar AP3/C4-ORF konstrukcijas ekspresuojancius transgeninius augalus,
mes aptikome, kad vienu atveju nebuvo gauta jokiy sekly (transgeninis augalas 40-8,
Fig. 2), o keliais kitais atvejais buvo gauta tik keletas sekly. Tie augalai, kurie parode
7ymy sékly uZmezgimo sumaz¢jimg, taciau iSsaugojo sugebejimg gaminti Siek tiek
7iedadulkiy, buvo paZyméti kaip “pusiau sterilis” (Lentelé 2). Viso pagal §j testg
pusiau sterillis buvo 3 i$ 22 patvirtinty ORF transgeniniy augaly.

Neredaguotos atp6 geno (A6u) formos, prijungtos prie ATP9 pre-sekos
ekspresija, kai paleista AP3 promoterio, taip pat pasirode galinti sumazinti Westar
(nap) augaly vaisinguma (Lentele 1). Truputj maziau kaip pusé¢ gauty, 3ig
konstrukcijg ekpresuojanciy transgeniniy augaly parode wvyriSkojo vaisingumo
sumazéjima (Lentelé 2). Taciau apskritai, vyriskojo sterilumo sumazejimas, pagal
sugebéjima uzmegzti séklas, buvo daugiau-iSreikStas, nei su ORF konstrukcijomis; visi
§i fenotipg parode transgeniniai augalai buvo klasitikuoti kaip pusiau sterills.
Dauguma augaly su sumazintu vaisingumu taip pat turejo mazus, blySkiai gelsvus
vainiklapius. Pusiau sterilus fenotipas, kurj parode vienas iS AP3/A9-A6u augaly,
parodytas Fig. 2B ir Fig. 2D. Mes taip pat aptikome, kad $io tipo konstrukcijos, kaip
ir ORF konstrukcijos bei treCias AP3/A9-A6 konstrukcijy tipas - AP3/A9-Aéep,
kuriame ATP6 koduojanti seka yra pertraukta maza peptidg koduojancios sekos, gali
padidinti po/ CMS augaly seriluma. Paprastai po/ CMS augalai gamina nedaug
ziedadulkiy; AP3/A9-A6u ekspresuojantys pol CMS augalai neskleidzia jokiy
ziedadulkiy.
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Kaip parodyta Fig. 2I ir Fig. 2J, AP3 paleista redaguotos atp6 konstrukcijos
ckspresija po/ CMS augaluose sukéle fenotipo pokytj, nepriestaraujantj prognozei,
kad ji veikia kaip sintetinis atstatytojo genas. Siy transgeniniy augaly Ziedai turéjo
vainiklapius ir kuokeles tarpinio dydzio tarp pol CMS ir vaisingy Westar (nap) augaly.
Ty ziedy dulkinés buvo mazos, geltonos, kurios gamino daug ziedadulkiy, nors ne
tiek daug, kaip vyriSkai vaisingi Westar (nap) augalai (Lentelé 1). Visi Sie
transgeniniai augalai rode pakeistg fenotipg (Lentelé 2), nors gaminamy Ziedadulkiy
kickis nedaug skiriasi tarp augaly. Sie augalai visi buvo pajégiis duoti séklas po
Ziedyno apriS$imo maiSeliu; du i$ augaly dave tik nedaug sékly, o penki lik¢ augalai
dave pilnas ankSteles be jokio maiselio ar kitokio jsikiSimo. Todél Sie 5 paskutinieji
augalai gali bati laikomi atstatyto vaisingumo augalais pilna tunkcine $io termino
prasme. |

Mes taip pat vertinome A9-Abe Kkonstrukcijos pajégumg isSaukti vyriskajj
vaisingumg po! CMS augaluose, kai ji ekspresuojama, naudojant nuolat veikiantj
promotoriy mas2’. Sedi i$ misy regeneruoty transgeniniy augaly turéjo Ziedus, kurie
virtualiai buvo identiski AP3/A9-A6e augaly ziedams (Fig. 1A ir Fig. 1C). Like
augalai gamino mazesnius kiekius ar virtualiai jokiy Ziedadulkiy. Tik vienas i§
Ziedadulkes gaminusiy augaly buvo pajégus uZzmegzti Zymy sékly kiekj be rankinio
apdulkinimo, kas perSa mintj, jog apskritai, moteri3kasis mas2’/A9-Abe augaly
vaisingumas yra sumaZintas. Tai neprieitarauja ankstesniams rezultatams su &io tipo
konstrukcijomis, kai mes gavome augalus su vaisingais Ziedais, nesugebanéiais
uzmegzti sekly. Antras misy gauty augaly ypatumas yra taip pat nepriestaraujantis
musy preliminariniams rezultatams: visi augalai, ekspresuojantys A9-A6e i§ mas2’
promotoriaus, rode vegetatyvinio augimo pokycius. Konkre¢iai, abu - vegetatyviniai ir
Ziedyniniai tarpmazgiai buvo ilgesni nei Westar (nap) ar pol CMS Westar augaly (3
pav.); kai kuriuose transgeniniuose augaluose buvo paveikta ir lapy morfologija.
Panasiy pokyCiy nebuvo matyti jokiame i3 augaly, kuriuose ekspresijai buvo
naudojamas AP3 promotorius. Taip, tiek moteriskojo vaisingumo sumazéjimas, tiek
kiti nenormalumai atsiranda del sujungto proteino bendros ekspresijos i§ mas2’

promotoriaus.
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Panasiy tipy sterilumo modifikacijy steb¢jimas daugelyje nepriklausomai
transformuoty augaly labai stipriai palaiko miisy pirmines hipotezes, batent: (i) kad
konstrukcijos, kurios leidzia nutaikyti ORF224 ar neredaguotus ATP6 polipeptidus |
mitochondrijas, gali sukelti vyriSkai vaisingy augaly sterilumg ir tuo tarnauti kaip
sintetiniai palaikytojo genai; ir (ii), kad konstrukcijos, kurios leidZia nutaikyti
redaguota ATP6 polipeptidg | mitochondrijas, gali tarnauti kaip sintetinis atstatytojo
genas. Duomenys taip pat rodo, kad kenksmingoms jtakoms vegetatyviniam augimui
ir moteriskam vaisingumui iSvengti, reikalinga Sias konstrukcijas ekspresuoti,
naudojant specitinj audiniams ar indukuojamg promotoriy. RO augalo, C4-ORF
ekspresuojantis augalas 40-8 (Zr. aukiciau), R1 palikuonio (i§ transformavimo -
regeneravimo protokolo gautas augalas) analize pateiké nenugincijamg jrodyma, kad
stebéti fenotipai yra paveldimi, ir tai yra del transgeno. Mes 1Sauginome 20 Siy augaly
iki subrendimo. Buvo aiskiai matyti visa Ziediniy fenotipy gama - nuo ekstremaliy
pirminio augalo nenormalumy, kai susiformuoja tik dvi labai sterilios dulkines, o
likusios keturios dulkinés yra konvertuojamos j piestelés tipo organus, iki dalinio
vyriskojo sterilumo, stebéto daugelyje RO augaly, kurie ekspresuoja Sig konstrukcija.
Visi R1 palikuoniai augalai turejo transgeng, tuo pirSdami mintj, jog pirminis 40-8 R0
augalas galéjo turéti daugiau nei viena Sio geno kopija. Tai galety toliau rodyti, kad
isreiksto sterilumo laipsnis priklauso nuo geny dozés. Sis geny dozavimo efektas
duoda papildomas priemones transgeniniuose augaluose isreiksto sterilumo laipsniui
modifikuoti.

Susumuojant, misy eksperimentai atspindi pirmg atveja, kuriame vyriskasis
sterilumas buvo sukeltas mitochondriniy ORF (orf224 ir neredaguotas atp6)
nutaikyma homologiniame augale-Seimininke, ir pirma karta, kai Siam tikslui buvo
naudojami Brassica genal. Misy rezultatai taip pat stipriai per$a mintj, kad AP3
paleista A9-Ab6e konstrukcijos ekspresija gali tarnauti kaip pol CMS vaisingumo
atstatytojo genas. Ir tai pirmas kartas, kurj mes Zinome, kuriame nattirali CMS forma
buvo nuslopinta sintetinés geno konstrukcijos.

Misy rezultatai neprieStarauja kity tyrinetojy atliktiems rezultatams, kurie

nustaté, kad pupy su CMS susijusio ORF (He, S. ir kiti (1996). Proc. Natl. Acad. Sci.
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U.S.A. 93, 11763-11768) ar neredaguoto kvieciy ATP9 geno (Hernould, M. ir kiti
(1993). Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90, 2370-2374) proteiny produkty
ekspresija/nutaikymas heterologiniame priimanciame augale - tabake gali sukelti
vyriskajj steriluma. Jdomu, kad panaSaus tipo eksperimentai su su CMS susijusiais
ORFais i§ kukuriizy ir petunijy nedave vyriSkai steriliy augaly (Chaumont, F. ir kiti
(1993). Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92, 1167-1171; Wintz H. ir kiti (1995). Plant Mol
Biol 28, 83-92). DaZnis, kuriuo mes regeneravome vyriSkai sterilius augalus, buvo
didesnis, nei stebétas del pupy ORF, ir sunkial lyginamas su rezultatais, gautais
naudojant neredaguota kvieciy ATP9 gena.

Sis isradimas bus geriau suprantamas, perskaidius toliau pateiktus pavyzdzius,

kurie pateikti daugiau iSradimui pailiustruoti, o ne jo apimdiai apriboti.

PAVYZDYS 1
AP3/A9-A6e konstrukcijos kaip dominuojancio vaisingumo
atstatytojo geno naudojimas B. napus augaluose

Siame pavyzdyje, kuris bendrai parodytas Fig. 4, A9/A6e konstrukcija genetinés
transformacijos budu yra jterpiama | genomg tokios rasies, kaip Westar, kuri
normaliai yra sterilizuota (pol) citoplazma. Genas jterpiamas j po/ citoplazming linijg,
ir tikimasi, kad gautas transgeninis augalas bus dalinai vyriskai sterilus. Tada $i linija
yra vidinai apdulkinama dalinai vyriSkai steriliai linijai, kuri yra homozigotiné A9/A6e
transgenui, gauti. Tada 3i linija gali bati kryZminama su jvairiomis po/ CMS linijomis

atstatyto vaisingumo hibridams F1 gauti.

‘ PAVYZDYS I
AP3/C4-Abe konstrukcijos naudojimas pol citoplazminio vyriskojo
sterilumo padidinimui B. napus augaluose

Daugelyje B. napus genotipy pol citoplazmos sukeltas sterilumas yra nepilnas,
ypac aukstesnése temperatiirose. Si liekamoji Ziedadulkiy gamyba duoda jvairy CMS
linijos vidinio apsidulkinimo lygj hibridiniy sékly auginimo operacijoje. I§ §iy sékly
iSauginti augalai nebus hibridai ir turés sumazintg pajéguma patys uZmegzti séklas.
Sie faktoriai kartu gali Zymiai sumazinti “hibridiniy” sékly partijos derliy. Siame

pavyzdyje, kuris bendrai parodytas Fig. 5, C4-ORF dominuojanéios sterilumo



18 LT 4667 B

sukélimo savybés naudojamos liekamajai Ziedadulkiy gamybai CMS linijoje sumazinti
ir tuo padidinti gauty hibridiniy s€kly procentg, o tuo paciu ir hibrido s€kly partijos
derliy. C4-ORF konstrukcija genetinés transformacijos bidu yra jvedama | pilnai
vyriskai vaisinga Westar (nap) linijg dalinai vyriSkai vaisingai linijai, kuri turi C4-ORF
transgeng, gauti. Tada $§i linija vidiniai apdulkinama dalinai vyriskai vaisingai
palaikytojo linijai gauti, ir talp pat sukryZzminama su netransformuota to paties
branduolinio genotipo, taiau turincio pol citoplazma, linija visiSkai steriliai po/ CMS
linijai, kuri yra heterozigotine d¢l C4-ORF, gauti.

Si linija yra atgal sukryZminama su C4-ORF dalinai vyriskai vaisinga palaikytojo
linija visiSkai vyriSkai steriliai po/ CMS linijai, kuri yra homozigotine del C4-ORF,
gauti. Si CMS linija, kai sukryZminta su po/ atstatytojo linija, duos vaisinga hibrida F1.
Visiskai sterili po/ CMS linija yra dauginama, kryZminant jg, kaip moteriskaja, su nap
citoplazmine dalinai vyriSkai vaisinga transgenine C4-OREF palaikytojo linija.

Nors mes apraséme metoda, kaip padidinti po/ CMS augalo steriluma,
naudojant AP3-C4-ORF konstrukcijg, AP3/A9-Aba ir AP3/A9-A6ep konstrukcijos
taip pat galéty biti naudojamos Siam tikslui, nes visy §iy konstrukcijy ekspresija
duoda visiSkai vyriSkai sterilius po/ CMS transgeninius augalus.

Nors $is iSradimas buvo apraSytas rySium su jo specifiniais realizavimais, turi
biiti suprasta, jog ji imanoma toliau mddifikuoti, ir 3i paraiSka yra skirta apimti bet
kokias $io i§radimo variacijas, naudojimus ar adaptavimus, kurie seka, apskritai,
iSradimo principais, ir jskaitant tokius nukrypimus nuo $io aprasymo, kokie atsiranda
i$ Zinomos ar jprastos praktikos toje srityje, kuriai priklauso iSradimas, ir kokie gali
biti pritaikyti esminiams aukS¢iau iSdéstytiems ypatumams, ir kurie yra pridétos

apibréZties apimtyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Nataraliai atsirandanio po/ sukelto citoplazminio syri$kojo sterilumo
augaluose padidinimo metodas, besiskiriantis tuo, kad apima tokius
Zingsnius:

a) genu konstrukcijos, i esmes susidedancios 1§ sekos, kuri koduoja
mitochondrin} perejimo peptidg, sulietos su bent viena 1§ B, napus
mitochondrijy atp6 geno ir ort224 geno neredaguoty formy prie§ srove jos
atzvilgiu ir viename rémelyje, jvedimas | augalo lgstelés branduolj;

b) augalo Iasteliy, kurios jgijo geny konstrukcijg a) Zingsnyie, atrinkimas; ir

c) atrinktu augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui

gauti.

2. Metodas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad augalas yra Brassicu

napus.

3. Metodas pagal 1 punktg. besiskiriantis tuo, kad a) Zingsnis vra

realizuojamas naudojant augalo transtormacijos vektoriy.

4. pol-citoplazmisSkai vyriSkai steriliy augaly vyriskojo vaisingumo atstatymo
metodas,besiskiriantis tuo, kad apima tokius Zingsnius:

a) geny konstrukcijos, 1§ esmés susidedancios IS sekos, kuri koduoja
mitochondrin] perejimo peptida, sulietos su normalaus mitochondrijy geno,
kuris kotranskribuotas kartu su nejprastu su CMS susijusiu mitochondrijy
genu, redaguota forma pries srove jos atzvilgiu ir viename rémelyje, jvedimas
] augalo [asteles branduolj;
b) augalo lasteliy, kurios jgijo genu konstrukeljg a) Zingsnyje, atrinkimas; ir
c) atrinkty augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui

gautl.
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5. Metodas pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad augalas yra Brassica

napus.

6. Metodas pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad a) Zingsnis

realizuojamas naudojant augalo transtormacijos vektoriy.

7. Vyriskojo vaisingumo atstatymo polima citoplazmiSkai vyriskai sterilivose B.
napus augaluose metodas, besiskiriantis tuo, kad apima tokius Zingsnius:
a) geny konstrukcijos, i§ esmeés susidedancios iS sekos, kuri koduoja
mitochondrinj peréjimo peptida, sulietos su B. napus mitochondrijy atp6 geno
redaguota forma prie§ srove jos atZvilgiu ir viename rémelyje, ivedimas | B,
napus augalo lastelés branduolj,
b) augalo lasteliy, kurios jgijo geny konstrukcijg a) Zingsnyje, atrinkimas; ir
c) atrinkty augalo lasteliy regeneracijos indukavimas subrendusiam augalui

gauti.
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B. napus (pof) CMS,
genotipas A
vyriskai sterilus

/ A9-A6e konstrukcija

Vyriskai vaisingas augalas,
heterozigotinis A9-Abe

re

Homozigotiné A9-A6e B. napus (pol) CMS,
atstatytojo linija, genotipas B
vyriskai vaisinga vyriskai sterilus

v

Vaisingas genotipu A ir B hibridas F1

Fig. 4
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B. napus genotipas A,
nap citoplazma,
vyriskai vaisingas

/ C4-ORF konstrukcija

B. napus ge'notipas A, B. napus genotipas A,

nap citoplazma, pol citoplazma
heterozigotinis C4-ORF, nevisiskai vyriskai
dalinai vyriSkai vaisingas sterilus

B. napus genotipas A,

nap citoplazma, B. napus genotipas A,
homozigotinis C4-ORF, pol citoplazma
dalinai vyriskai vaisinga heterozigotinis C4-ORF
palaikytojo linija visiSkai vyriskai sterilus

B. napus génotipas A,

pol citoplazma, 'B. napus genotipas B
homozigotinis C4-ORF ' pol citoplazma,
visiSkai vyriskai sterili branduolinis vaisingumas atstatytas
CMS linija (Rfp/Rip)

Vaisingas genotipy A ir B hibridas F1

Fig. 5
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