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Induction of male sterility in plants by a 

chimaeric ribonuclease gene
Celestina Mariani*, Marc De Beuckeleer*. Jessie Truettnerf. Jan Leemans
& Robert B. Goldbergt t

f f

*  Pla n t  G e n e t i c  Sy s t e m s  NV, J. P l a t e a u st r a a t  2 2 , B - 9 0 0 0  Ge n t , B e lg iu m  

t  D e p a r t m e n t  o f  B io lo g y , U n iv e r si t y  o f  Ca l i f o r n ia ,  Lo s  A n g e le s,  Ca l i f o r n ia  9 0 0 2 4 - 1 6 0 6 ,  U SA

Chim aer ic r ib onuclease g en es th at  are ex p ressed  

in the an t h ers o f  t ran sfo rm ed  tob acco and o i lseed  

rape p lan ts w ere const ructed . Ch im aer ic r ibonu 

clease gene ex p ression  with in the an ther  se lec 

t ively d est ro ys the t ap etal cell layer  t h at  su rrounds 

the pollen sac, p reven ts pollen form at ion , and lead s 

to m ale ster i l i t y. Th ese nuclear  m ale st er i l i t y g en es 

should f aci l i t at e the product ion of  hybrid seed  in 

var ious crop  p lan ts.

M a l e  r e p r o d u c t i v e  p r o c e s s e s  in  f l o w e r i n g  p l a n t s  o c c u r  in  t h e  

a n t h e r 1. T h i s  o r g a n  is c o m p o s e d  o f  s e v e r a l  t i s s u e s  a n d  c e l l  t y p e s ,  

c o n t a i n s  s e v e r a l  t h o u s a n d  a n t h e r - s p e c i f i c  m e s s e n g e r  R N A s 2'3, 

a n d  is r e s p o n s i b l e  f o r  p r o d u c i n g  p o l l e n  g r a i n s  t h a t  c o n t a i n  t h e  

s p e r m  c e l l s .  A  s p e c i a l i z e d  a n t h e r  t i s s u e ,  t h e  t a p e t u m ,  p l a y s  a n  

i m p o r t a n t  p a r t  in  p o l l e n  f o r m a t i o n 1,4-6. T h e  t a p e t u m  s u r r o u n d s  

t h e  p o l l e n  s a c  e a r l y  in  a n t h e r  d e v e l o p m e n t ,  d e g e n e r a t e s  d u r i n g  

t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a n d  is n o t  p r e s e n t  a s  a n  o r g a n 

i z e d  t i s s u e  in  t h e  m a t u r e  a n t h e r 1. T h e  t a p e t u m  p r o d u c e s  a  

n u m b e r  o f  p r o t e i n s  a n d  o t h e r  s u b s t a n c e s  t h a t  e i t h e r  a i d  in  p o l l e n  

d e v e l o p m e n t  o r  b e c o m e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  p o l l e n  o u t e r  w a l l 1,4,6.

C y t o p l a s m i c  a n d  n u c l e a r  m u t a t i o n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t h a t  

p r e v e n t  n o r m a l  p o l l e n  d e v e l o p m e n t  a n d  r e s u l t  i n  m a l e  s t e r i l i t y  . 

M a n y  m a l e  s t e r i l i t y  m u t a t i o n s  i n t e r f e r e  w i t h  t a p e t a l  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n  a n d / o r  f u n c t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  t i s s u e  is 

e s s e n t i a l  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f u n c t i o n a l  p o l l e n  g r a i n s 7. M a l e  

s t e r i l i t y  m u t a t i o n s  h a v e  p r o v e d  u s e f u l  f o r  p r o d u c i n g  h y b r i d s  

b e n e f i c i a l  i n  i n c r e a s i n g  c r o p  p r o d u c t i v i t y 7. H y b r i d  p r o d u c t i o n ,  

h o w e v e r ,  h a s  b e e n  l i m i t e d  t o  t h o s e  p l a n t s  i n  w h i c h  m a l e  s t e r i l e  

l i n e s  t h a t  c a n  b e  r e s t o r e d  t o  f e r t i l i t y  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  a n d / o r  

t h o s e  in  w h i c h  m e c h a n i c a l  r e m o v a l  o f  a n t h e r s  f r o m  f l o w e r s  is 

b o t h  p o s s i b l e  a n d  p r a c t i c a l  . T h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  h y b r i d  p l a n t s  

in v a r i o u s  c r o p s  w o u l d  b e  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  a v a i l a b i l i t y  

o | - a  d o m i n a n t  m a l e  s t e r i l i t y  g e n e  t h a t  c o u l d  b e  i n t r o d u c e d  i n t o  

p a n t  c e l l s  b y  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g .

H e r e  w e  r e p o r t  t h a t  t h e  5 '  r e g i o n  o f  a  t o b a c c o  t a p e t u m - s p e c i f i c  

g e n e 8,9 c a n  a c t i v a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  / 3 - g l u c u r o n i d a s e  ( G U S )  

m a r k e r  g e n e  a n d  t w o  d i f f e r e n t  r i b o n u c l e a s e  ( R N a s e )  g e n e s  

w i t h i n  t h e  t a p e t a l  c e l l s  o f  t r a n s g e n i c  t o b a c c o  a n d  o i l s e e d  r a p e  

p a n t s .  E x p r e s s i o n  o f  t h e  c h i m a e r i c  R N a s e  g e n e s  s e l e c t i v e l y  

d e s t r o y s  t h e  t a p e t u m  d u r i n g  a n t h e r  d e v e l o p m e n t ,  p r e v e n t s  p o l 

len f o r m a t i o n ,  a n d  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a l e  s t e r i l e  p l a n t s .

Tobacco gene expression in anther tapetum
We p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t w o  t o b a c c o  a n t h e r  

c o m p l e m e n t a r y  D N A  c l o n e s ,  d e s i g n a t e d  a s  T A 2 9  a n d  T A 1 3 \  

T h e s e  c D N A  c l o n e s  a r e  8 5 %  s i m i l a r  a t  t h e  n u c l e o t i d e  l e v e l  ( J .  

S e u r i n c k ,  C . M .  a n d  R . B . G . ,  u n p u b l i s h e d  d a t a ) ,  a n d  a r e  b o t h  

c o m p l e m e n t a r y  t o  1 .1 -  a n d  1 . 2 - k i l o b a s e  ( k b )  a n t h e r  m R N A s  

th a t  a r e  u n d e t e c t a b l e  i n  o t h e r  f l o r a l  a n d  v e g e t a t i v e  o r g a n  s y s t e m s  

(Fig.  1).  In  s itu  h y b r i d i z a t i o n  s t u d i e s  w i t h  a n t h e r  s e c t i o n s

* To  w h o m  c o r r e sp o n d e n c e  sh o u ld  b e  a d d r e sse d

n a t u r e  • v o l  347 • 25 o c t o b e r  1990

s h o w e d  t h a t  t h e  T A 2 9  a n d  T A 1 3  m R N A s  a r e  b o t h  l o c a l i z e d  

w i t h i n  t a p e t a l  c e l l s 8.

D N A  g e l  b l o t  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  l e s s  t h a n  f ive  

T A 2 9 -  a n d  T A 1 3 - l i k e  g e n e s  in  t h e  t o b a c c o  g e n o m e ,  a n d  t h a t  

r e l a t e d  g e n e s  e x i s t  in  m a n y  o t h e r  p l a n t s ,  s u c h  a s  t o m a t o ,  o i l s e e d  

r a p e ,  l e t t u c e  a n d  a l f a l f a  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  W e  i s o l a t e d  a  c l o n e  

c o n t a i n i n g  t h e  TA29  g e n e  b y  s c r e e n i n g  a  t o b a c c o  g e n o m e  l i b r a r y  

w i t h  t h e  TA29  c D N A Q. D N A  s e q u e n c i n g  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  

t h e  TA29  g e n e  d o e s  n o t  c o n t a i n  i n t r o n s ,  a n d  t h a t  i t  e n c o d e s  a  

g l y c i n e - r i c h  ( 2 0 % )  p r o t e i n  o f  r e l a t i v e  m o l e c u l a r  m a s s  3 3 , 0 0 0  

( M r 3 3 K )  w i t h  p o t e n t i a l  g l y c o s y l a t i o n  s i t e s 9. T o g e t h e r ,  o u r  

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  TA29  g e n e  is  e x p r e s s e d  s p e c i f i c a l l y  in  

a n t h e r  t a p e t a l  c e l l s ,  is p r e s e n t  in  d i s t a n t l y  r e l a t e d  p l a n t  s p e c i e s ,  

a n d  e n c o d e s  a  p r o t e i n  t h a t  h a s  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  s o m e  p l a n t  

c e l l  w a l l  p r o t e i n s 10" 12.

Control of tapetal-specific expression
T r a n s c r i p t i o n  s t u d i e s  w i t h  R N A s  s y n t h e s i z e d  in  i s o l a t e d  a n t h e r  

a n d  l e a f  n u c l e i  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  TA29  g e n e  is r e g u l a t e d  

p r i m a r i l y  a t  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l  ( A .  K o l t u n o w  a n d  R . B . G . ,  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  T o  d e m o n s t r a t e  t h a t  5 '  s e q u e n c e s  c o n t r o l  

TA29  g e n e  d e v e l o p m e n t a l  s p e c i f i c i t y ,  w e  f u s e d  t h e  Escherichia 

coli GUS  g e n e 13 w i t h  a  1 . 5 - k b  TA29  g e n e  u p s t r e a m  f r a g m e n t  

( n u c l e o t i d e s  - 1 , 4 7 7  t o  + 5 1 ;  r e f .  9 )  c o n t a i n i n g  t h e  s t a r t  c o d o n ,
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FIG. 1  O r g a n - sp e c i f i c  TA29 an d  TA29-GUS g e n e  e x p r e ss i o n  p a t t e r n s.  

To b a c c o  a n t h e r  (A ), o v a r y  (0 ) ,  p e t a l  (P), l e a f  (L), s t e m  (S) ,  a n d  r o o t  (R) RN A  

g e l  b lo t s w e r e  h y b r id ize d  w i t h  e i t h e r  la b e l le d  cD N A  p l a sm i d s  ( T A 1 3  a n d  

T A 2 9 )  o r  w i t h  a la b e l le d  a n t i -m RN A  p r o b e  {GUS). T o b a c c o  p l a n t s  f r o m  w h ich  

v e g e t a t i v e  o r g a n  s y s t e m s  w e r e  co l le c t e d ,  a s  w e l l  a s  f lo w e r  d e v e lo p m e n t a l  

s t a g e s ,  w e r e  d e sc r i b e d  p r e v i o u s l y 2,3,8,21. Po ly so m a l  p o l y ( A ) + m RN A s (1  p .g) 

f r o m  u n t r a n sf o r m e d  p la n t s  w e r e  u se d  f o r  t h e  T A 1 3  a n d  T A 2 9  g e l  b lo t s.  

To t a l  RN A s ( 1 0  j j ,g) f r o m  a p la n t  t r a n sf o r m e d  w i t h  t h e  c h im a e r i c  TA29-GUS 

g e n e  w e r e  u se d  f o r  t h e  GUS g e l  b lo t . A u t o r a d io g r a m s w e r e  e x p o se d  f o r  

~ 2  h . D N A  s i z e  m a r k e r s  (k b ) t o  t h e  r igh t .

M ETH O D S. R N A s w e r e  i so l a t e d  a s  d e sc r i b e d 2,3,21. RN A  g e l  b lo t  e x p e r i m e n t s  

a n d  la b e l l i n g  o f  D N A  a n d  RN A  p r o b e s w e r e  a s  d e sc r i b e d 2 1 2 2 . T h e  TA29-GUS 

g e n e  w a s in t r o d u ce d  in t o  a  c o in t e g r a t i o n  v e c t o r  t h a t  c o n t a i n s  t h e  b i a l a p h o s 

r e s i s t a n c e  g e n e  {bar) a s  a se l e c t a b l e  m a r k e r 18,19. Th e  TA29-GUS g e n e  w a s  

t r a n sf e r r e d  t o  t o b a c c o  {Nicotiana tabacum cv . ' S R - l ’ ) u s i n g  st a n d a r d  

Agrobacterium t r a n sf o r m a t i o n  p r o c e d u r e s18,19,23,24.
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a n d  t h e n  t r a n s f o r m e d  t o b a c c o  p l a n t s  w i t h  t h e  c h i m a e r i c  TA29-  

GUS  g e n e .  W e  g e n e r a t e d  13 i n d e p e n d e n t  t r a n s f o r m a n t s  t h a t  

c o n t a i n e d  f r o m  o r i e  t o  t h r e e  u n r e a r r a n g e d  c o p i e s  o f  t h e  TA29-  

GUS  g e n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  A l t h o u g h  t h e  l e v e l s  v a r i e d ,  t h e  

a n t h e r s  o f  e a c h  t r a n s f o r m a n t  c o n t a i n e d  b o t h  GUS  m R N A  a n d  

e n z y m e  a c t i v i t y ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  c h i m a e r i c  TA29-GUS  g e n e  

w a s  r e g u l a t e d  c o r r e c t l y  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

W e  h y b r i d i z e d  a  GUS  g e n e  p r o b e  w i t h  d i f f e r e n t  R N A s  f r o m  

o n e  t r a n s f o r m a n t ,  d e s i g n a t e d  a s  N 1 0 2 -2 ,  t o  d e t e r m i n e  t h e  TA29-  

GUS  g e n e  o r g a n  s p e c i f i c i t y .  T h i s  p l a n t  e x p r e s s e d  t h e  TA29-  

GUS  g e n e  a t  a  l e v e l  t h a t  w a s  a b o u t  a v e r a g e  f o r  a l l  o u r  t r a n s f o r 

m a n t s .  GUS  m R N A  w a s  o b s e r v e d  o n l y  in  t h e  a n t h e r ,  a n d  w a s  

u n d e t e c t a b l e  in  o t h e r  o r g a n  s y s t e m s  ( F i g .  1). E x p e r i m e n t s  w i t h  

a n t h e r s  a t  d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  s h o w e d  t h a t  b o t h  GUS  

m R N A  a n d  e n z y m e  a c t i v i t y  a c c u m u l a t e d  a n d  d e c a y e d  in  p a r a l l e l  

w i t h  t a p e t a l  c e l l  a p p e a r a n c e  a n d  d i s i n t e g r a t i o n ,  a n d  w e r e  c o o r 

d i n a t e d  w i t h  c h a n g e s  in  e n d o g e n o u s  TA29 m R N A  l e v e l s  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .

W e  h y b r i d i z e d  TA29 a n d  GUS  a n t i - m R N A  p r o b e s  w i t h  a d j a 

c e n t  N 1 0 2 - 2  a n t h e r  s e c t i o n s  in situ t o  c o m p a r e  t h e  c e l l - s p e c i f i c  

e x p r e s s i o n  p a t t e r n  o f  t h e  TA29-GUS  g e n e  w i t h  t h a t  o f  t h e  

e n d o g e n o u s  TA29  g e n e .  F i g u r e  2 a a n d  b s h o w s  b r i g h t  f ie ld  

p h o t o g r a p h s  o f  a n t h e r  s e c t i o n s  a t  t w o  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s 8. 

I n t e n s e  h y b r i d i z a t i o n  g r a i n s  w e r e  p r o d u c e d  b y  t h e  GUS  a n t i -  

m R N A  p r o b e  e x c l u s i v e l y  w i t h i n  t h e  t a p e t u m  a t  s t a g e  2 ( F i g .  

2 g ) .  B y  c o n t r a s t ,  n o  GUS  h y b r i d i z a t i o n  g r a i n s  a b o v e  b a c k 

g r o u n d  w e r e  o b s e r v e d  a t  s t a g e  8 w h e n  t h e  t a p e t u m  h a d  d e g e n e r 

a t e d  ( F i g .  2 h).  T h e s e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  

t h o s e  p r o d u c e d  w i t h  t h e  TA29  a n t i - m R N A  p r o b e  ( F i g .  2 d, e ). 

GUS  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  a l s o  d e t e c t e d  w i t h i n  t h e  t a p e t u m  a t  

s t a g e  2 ( F i g .  2 / ) ,  a n d  w a s  n o t  d e t e c t a b l e  in  o t h e r  a n t h e r  t i s s u e s .  

T o g e t h e r ,  t h e s e  d a t a  s h o w  t h a t  t h e  c h i m a e r i c  TA29-GUS  g e n e  

is r e g u l a t e d  e x a c t l y  l i k e  t h e  e n d o g e n o u s  TA29  g e n e ,  a n d  t h a t  

t h e  1 .5 - k b  TA29  g e n e  5 '  f r a g m e n t  c o n t a i n s  a l l  t h e  i n f o r m a t i o n  

r e q u i r e d  t o  p r o g r a m m e  t h e  t a p e t a l - s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  p a t t e r n .

TA29-RNase gene causes male sterility
W e  f u s e d  t h e  1 .5 - k b  TA29  g e n e  r e g u l a t o r y  f r a g m e n t  w i t h  t w o  

d i f f e r e n t  r i b o n u c l e a s e  g e n e s  t o  s e l e c t i v e l y  d e s t r o y  t h e  t a p e t a l  

c e l l  l i n e a g e  d u r i n g  a n t h e r  d e v e l o p m e n t .  O n e  w a s  a  c h e m i c a l l y  

s y n t h e s i z e d  Aspergillus oryzae g e n e  e n c o d i n g  R N a s e - T l 14. T h e  

o t h e r  w a s  a  n a t u r a l  r i b o n u c l e a s e  g e n e  f r o m  Bacillus amy- 

loliquefaciens c a l l e d  barnasex5,u\  B o t h  c h i m a e r i c  TA29-RNase  

g e n e s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n d i v i d u a l l y  i n t o  t o b a c c o  p l a n t s  t h a t  w e r e  

e i t h e r  u n t r a n s f o r m e d  p r e v i o u s l y ,  o r  t h a t  c o n t a i n e d  a  c h i m a e r i c  

TA29-GUS  g e n e  ( N 1 0 2 - 2 ) .

W e  o b t a i n e d  2 0  TA29-RNase T1 a n d  115  TA29-barnase 

t r a n s f o r m a n t s .  S i x t y  p e r  c e n t  o f  t h e s e  t r a n s f o r m a n t s  c o n t a i n e d  

a  s i n g l e  TA29-RNase  g e n e .  T h e  r e s t  h a d  s e v e r a l  TA29-RNase  

i n s e r t s  r a n g i n g  f r o m  t w o  t o  s ix  c o p i e s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  t r a n s 

f o r m a n t  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  TA29-RNase T1 a n d  TA29-barnase 

t r a n s f o r m a n t s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  e a c h  o t h e r ,  a n d  t o  u n t r a n s -  

f o r m e d  c o n t r o l  p l a n t s ,  w i t h  r e s p e c t  t o  g r o w t h  r a t e ,  h e i g h t ,  m o r 

p h o l o g y  o f  v e g e t a t i v e  a n d  f l o r a l  o r g a n  s y s t e m s ,  t i m e  o f  f l o w e r i n g ,  

a n d  f l o w e r  c o l o r a t i o n  p a t t e r n .  H o w e v e r ,  1 0 %  o f  TA29-RNase  

T1 t r a n s f o r m a n t s  ( 2 / 2 0 ) ,  a n d  9 2 %  o f  TA29-barnase  t r a n s f o r 

m a n t s  ( 1 0 6 / 1 1 5 )  f a i l e d  t o  s h e d  p o l l e n  ( F i g .  3 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  

m a t u r e  u n t r a n s f o r m e d  a n t h e r s  ( F i g .  3 a),  a n t h e r s  o n  f l o w e r s  o f  

t h e s e  p l a n t s  w e r e  s h r i v e l l e d ,  g r e y i s h - b r o w n  in  c o l o u r ,  a n d  d e v o i d  

o f  p o l l e n  g r a i n s  ( F i g .  3b).

T h e  p o l l e n l e s s  TA29-RNase  p l a n t s  f a i l e d  t o  p r o d u c e  f r u i t  

c a p s u l e s  a n d  s e e d s ;  f l o w e r s  s i m p l y  s e n e s c e d  a n d  fe l l  off .  By 

c o n t r a s t ,  w h e n  t h e s e  p l a n t s  w e r e  c r o s s - p o l l i n a t e d  w i t h  p o l l e n  

f r o m  u n t r a n s f o r m e d  a n t h e r s  ( F i g .  3 a )  f r u i t  c a p s u l e s  d e v e l o p e d  

a n d  n o r m a l  s e e d  s e t  w a s  o b t a i n e d .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  p o l l e n l e s s  TA29-RNase  p l a n t s  w e r e  m a l e  s t e r i l e ,  t h a t  t h e i r  

p i s t i l s  w e r e  a b l e  t o  r e c o g n i z e  a n d  t r a n s m i t  p o l l e n  n o r m a l l y ,  a n d  

t h a t  f e m a l e  f e r t i l i t y  w a s  u n a f f e c t e d .  P r o g e n y  f r o m  c r o s s - p o l l i n 

a t e d  p l a n t s  w i t h  s i n g l e - c o p y  TA29-RNase  i n s e r t s  s e g r e g a t e d  

1 : 1  f o r  m a l e  s t e r i l i t y  a n d  m a l e  f e r t i l i t y ,  a n d  t h e s e  p h e n o t y p e s

c o r r e l a t e d  d i r e c t l y  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a  c h i m a e r i c  

TA29-RNase  g e n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T o g e t h e r ,  t h e s e  d a t a  i n d i 

c a t e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  a  c h i m a e r i c  TA29-RNase  7 /  

g e n e  o r  a  TA29-barnase  g e n e  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a l e  

s t e r i l e  t o b a c c o  p l a n t s .

W e  a n a l y s e d  t h e  m a l e  s t e r i l e  a n t h e r s  o f  TA29 -RNase l \  

p l a n t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  RNase Tl a n d  TA29  m R N A ^ .  

I n  a d d i t i o n ,  t h e  a n t h e r s  o f  m a l e  s t e r i l e  N 1 0 2 - 2  p l a n t s  ( F i g .  2 ) 

t h a t  c o n t a i n e d  b o t h  t h e  TA29-RNase Tl  a n d  TA29-GUS  g e m  s 

w e r e  a n a l y s e d  f o r  GUS  e n z y m e  a c t i v i t y .  H y b r i d i z a t i o n  o f  a 

TA29 a n t i - m R N A  p r o b e  w i t h  s t a g e  2 a n t h e r  s e c t i o n s  in situ 

r e v e a l e d  o n l y  r e s i d u a l  a m o u n t s  o f  e n d o g e n o u s  TA29  m R N  \  

( F i g .  I f ) .  T h i s  r e s u l t  c o n t r a s t e d  w i t h  t h e  i n t e n s e  t a p e t a l - s p e c i f i c  

s i g n a l s  o b t a i n e d  w i t h  a n t h e r s  c o n t a i n i n g  t h e  TA29-GUS  g e n e  

( F i g .  2 d, g ) .  H y b r i d i z a t i o n  o f  a d j a c e n t  s e c t i o n s  w i t h  a  RNa e 

Tl  a n t i - m R N A  p r o b e  f a i l e d  t o  p r o d u c e  h y b r i d i z a t i o n  g r a i n s  

a b o v e  b a c k g r o u n d  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  R N A  d o t  b l o t  e x p e r i m e n  s 

s h o w e d  t h a t  RNase Tl  m R N A  w a s  p r e s e n t  in  m a l e  s t e r i  e 

a n t h e r s ,  b u t  o n l y  a t  a  p e r i o d  b e f o r e  t h e  t i m e  o f  m a x i m u m  TA29 

m R N A  a c c u m u l a t i o n  in  u n t r a n s f o r m e d  p l a n t s  ( s t a g e  1 v e r s i  s 

s t a g e  3 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  RNase Tl  m R N A  l e v e l  w a s  a t  l e a s t  

1 0 0 - f o l d  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  e i t h e r  TA29 m R N A  o r  GUS  m R N  \  

in  a n t h e r s  c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  TA29-GUS  g e n e  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  h i g h  t a p e t a l - s p e c i f i c  G U S  e n z y m e  

a c t i v i t y  in  N 1 0 2 -2  a n t h e r s  ( F i g .  2 / ) ,  G U S  e n z y m e  a c t i v i t y  w as  

u n d e t e c t a b l e  in  m a l e  s t e r i l e  a n t h e r s  t h a t  c o n t a i n e d  b o t h  TA29- 

RNase  a n d  TA29-GUS  g e n e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T o g e t h e r  t h e s e  

d a t a  s h o w  t h a t  t h e  m a l e  s t e r i l i t y  p h e n o t y p e  is a s s o c i a t e d  w i th  

a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  in  t a p e t a l - s p e c i f i c  m R N A  l e v e l s ,  a n d  th  it 

t h i s  d e c r e a s e  is c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c h i m a e n c  

TA29-RNase  g e n e .

Selective destruction of the tapetum
W e  c o m p a r e d  a n t h e r  d e v e l o p m e n t  in  m a l e  s t e r i l e  t o b a c c o  p l a i n s  

c o n t a i n i n g  e i t h e r  t h e  TA29-RNase Tl  o r  TA29-barnase  g en es  

t o  t h a t  o f  u n t r a n s f o r m e d  c o n t r o l  p l a n t s .  N o  d i f f e r e n c e s  w e r e  

o b s e r v e d  f r o m  s t a g e  1 ( 0 .8  c m  f l o w e r  b u d )  t o  s t a g e  12 ( o p e n  

f l o w e r )  w i t h  r e s p e c t  t o  t i m i n g ,  c o l o u r ,  c h a n g e s  in  s i z e  a n d  w e i g h t ,  

e x t e r n a l  m o r p h o l o g y  a n d  f i l a m e n t  l e n g t h .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m a l e  

s t e r i l e  a n t h e r s  d e h i s c e d  c o r r e c t l y  a t  f l o w e r  o p e n i n g .  T h e  s i n g l e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  m a l e  s t e r i l e  a n d  m a l e  f e r t i l e  a n t h e r s  w a s  th e  

a p p a r e n t  a b s e n c e  o f  p o l l e n  g r a i n s  ( F i g .  3 a ,  b).

W e  p r e p a r e d  t r a n s v e r s e  t o b a c c o  a n t h e r  s e c t i o n s  a t  e a c h  s t a g e  

o f  d e v e l o p m e n t  t o  c o m p a r e  t h e  t i s s u e  d i f f e r e n t i a t i o n  p a t t e r n s  

o f  m a l e  s t e r i l e  a n d  m a l e  f e r t i l e  a n t h e r s .  F i g u r e s  2 a n d  4  s h o w  

b r i g h t  f i e ld  p h o t o g r a p h s  o f  s t a g e  2 a n t h e r s  f r o m  m a l e  f e r t i l e  

p l a n t s  ( F i g s  2 a a n d  4 a ) ,  a n d  m a l e  s t e r i l e  p l a n t s  c o n t a i n i n g  a 

TA29-RNase  g e n e  ( F i g s  2 c  a n d  4b).  M a l e  f e r t i l e  a n t h e r s  c o n 

t a i n e d  a  p r o m i n e n t  t a p e t u m  ( T )  s u r r o u n d i n g  a  w e l l - f o r m e d  

p o l l e n  s a c  ( P S )  t h a t  w a s  p a c k e d  w i t h  d e v e l o p i n g  p o l l e n  g r a i n s  

( F i g s  2 a a n d  4 a ) .  B y  c o n t r a s t ,  m a l e  s t e r i l e  a n t h e r s  l a c k e d  a 

d e t e c t a b l e  t a p e t u m ,  a n d  h a d  a  c o l l a p s e d  p o l l e n  s a c  w i t h o u t  

v i s i b l e  m i c r o s p o r e s  o r  p o l l e n  g r a i n s  ( F i g s  2c a n d  4b).  A ll  o t h e r  

t i s s u e s  a n d  c e l l  t y p e s  w e r e  i d e n t i c a l  in  m a l e  s t e r i l e  a n d  m a l e  

f e r t i l e  a n t h e r s  ( F i g .  4 ) .  T o g e t h e r  t h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  c h i m a e r i c  TA29-RNase  g e n e  s e l e c t i v e l y  d e s t r o y s  

t h e  t a p e t u m  d u r i n g  a n t h e r  d e v e l o p m e n t .

Male sterile anthers do not produce pollen
N o  p o l l e n  g r a i n s  w e r e  o b s e r v e d  in  a n y  o f  t h e  106  m a l e  s t e r i l e  

t o b a c c o  p l a n t s  c o n t a i n i n g  a  c h i m a e r i c  TA29-barnase  g e n e .  By  

c o n t r a s t ,  w e  o b t a i n e d  a  s m a l l  n u m b e r  o f  p o l l e n - l i k e  s t r u c t u r e s  

f r o m  d e h i s c e n t  m a l e  s t e r i l e  t o b a c c o  a n t h e r s  c o n t a i n i n g  th e  

TA29-RNase Tl  g e n e .  T h e s e  p o l l e n - l i k e  s t r u c t u r e s  e i t h e r  f a i l e d  

t o  g e r m i n a t e  o r  p r o d u c e d  a b n o r m a l  p o l l e n  t u b e s ,  c o u l d  n o t  

s u c c e s s f u l l y  p o l l i n a t e  t h e  p i s t i l s  o f  e i t h e r  m a l e  s t e r i l e  o r  m a l e  

f e r t i l e  p l a n t s ,  a n d  w e r e  1 0 0 - f o l d  l e s s  p r e v a l e n t  t h a n  p o l l e n  g r a i n s  

p r o d u c e d  b y  m a l e  f e r t i l e  a n t h e r s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  W e  v i s u a l i z e d  

t h e s e  p o l l e n - l i k e  s t r u c t u r e s  in  t h e  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  

T h e  a b n o r m a l  p o l l e n  ( M S )  f r o m  m a l e  s t e r i l e  a n t h e r s  is — 5 0 - f o l d
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s m a l l e r  in  s i z e  t h a n  n o r m a l  t o b a c c o  p o l l e n  g r a i n s  ( W T )  ( F i g .  

5 a ) .  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  o f  t h e s e  a b n o r m a l  p o l l e n  g r a i n s  

s h o w s  t h a t  t h e y  d o  n o t  h a v e  a  n o r m a l  e x i n e ,  l a c k  a  g r o o v e  o r  

s u l c u s ,  a n d  a r e  i r r e g u l a r  in  s h a p e  ( F i g .  5b).  T o g e t h e r ,  t h e s e  

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s e l e c t i v e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  t a p e t u m  

b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  c h i m a e r i c  TA29-RNase  T1 g e n e  o r

t h e  TA29-barnase  g e n e  b l o c k s  t o b a c c o  p o l l e n  g r a i n  d e v e l o p 

m e n t .

TA29-RNase expression in other plants
W e  t r a n s f o r m e d  o i l s e e d  r a p e  p l a n t s  ( Brassica napus  cv .  ‘D r a k 

k a r ’ ) w i t h  t h e  c h i m a e r i c  TA29-RNase  T1 a n d  TA29-barnase

FIG. 2  Lo c a l i za t i o n  o f  T A 2 9  an d  TA29-GUS g e n e  

e x p r e ssi o n  p a t t e r n s in t o b a cco  a n t h e r s,  a an d  b,

B r ig h t  f ie ld  p h o t o g r a p h s o f  a n t h e r s co n t a in in g  t h e  

TA29-GUS g e n e  a t  s t a g e  2  ( a )  an d  s t a g e  8  (£>) o f  

f lo w e r  d e v e lo p m e n t 8 . C, E, F, PS an d  T  r e f e r  t o  

co n n e c t iv e ,  e p id e r m is,  f i l a m e n t , p o l le n  sa c  an d  

t ap e t u m , r e sp e c t i v e l y ,  c, B r ig h t  f ie ld  p h o t o g r a p h  

o f  an  a n t h e r  co n t a in in g  t h e  JA29-RNase 71 g e n e  

a t  f lo w e r  d e v e lo p m e n t  s t a g e  2  ( r e f . 8 ) . d an d  e,

In situ h y b r id iza t io n  o f  a TA29 a n t i -m RN A  p r o b e  

w it h  a n t h e r s co n t a in in g  t h e  TA29-GUS g e n e  a t  

f lo w e r  d e v e lo p m e n t  s t a g e  2  (cO an d  s t a g e  8  (e ) .

Ph o t o g r a p h s t a k e n  b y  d a r k  f ie ld  m ic r o sc o p y .  W h i t e  

g r a in s r e p r e se n t  r e g io n s co n t a in in g  RN A - RN A  

n y b r id s. H y b r id iza t io n  g r a i n s p r o d u ce d  w it h  s t a g e  

3  a n t h e r s w e r e  n o t  d e t e c t a b ly  g r e a t e r  t h an  t h o se  

o r o d u ce d  w i t h  a TA29 m RN A  co n t r o l  p r o b e  (d a t a  

n o t  sh o w n ) , f, In situ h y b r id iza t io n  o f  a TA29 

a n t i -m RN A  p r o b e  w i t h  a n t h e r s co n t a in in g  a TA29- 

RNase g e n e  a t  f lo w e r  d e v e lo p m e n t  s t a g e  2  (r e f .

3). A n t h e r s f r o m  a TA29-RNase 71 t r a n sf o r m a n t  

w er e  u se d  f o r  t h i s  e x p e r im e n t .  Ph o t o g r a p h  t a k e n  

)y  d a r k  f ie ld  m ic r o sc o p y .  W h i t e  r e g io n s a lo n g  t h e  

an t h e r  w a l l  r e p r e se n t  d a r k - f ie ld  l igh t  sc a t t e r i n g  

:h r o u gh  t h e  st a in e d  a n t h e r  se c t io n .  Id e n t ica l

e su l t s  w e r e  o b t a in e d  w i t h  a TA29 m RN A  co n t r o l  p r o b e  (d a t a  n o t  sh o w n ) . 

A/ h it e g r a i n s  o u t l i n in g  t h e  r e sid u a l  t a p e t u m  r e p r e se n t  RN A - RN A  h y b r id s, 

in d  w e r e  o n ly  1 0 - f o l d  g r e a t e r  in  d e n si t y  t h an  b a ck g r o u n d  g r a i n s  in  a d j a c e n t  

' o n n e c t i v e  t i ssu e ,  g  an d  h, In situ h y b r id iza t io n  o f  a GUS a n t i -m RN A  p r o b e  

v it h  a n t h e r s co n t a in in g  t h e  TA29-GUS g e n e  a t  f lo w e r  d e v e lo p m e n t  s t a g e

2 {g) an d  s t a g e  8  (h ). Se c t i o n s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  sa m e  f ix e d  a n t h e r s 

i se d  f o r  t h e  e x p e r im e n t s sh o w n  in  Fig . 2d, e. Ph o t o g r a p h s t a k e n  w it h  d a r k  

le ld  m ic r o sc o p y .  W h i t e  g r a in s,  r e g io n s o f  RN A - RN A  h y b r id iza t io n .  G r a in s 

t r o d u ce d  w i t h  s t a g e  8  a n t h e r s {h) r e p r e se n t  b a ck g r o u n d  h y b r id iza t io n , an d  

v e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  t h a n  t h o se  p r o d u ce d  w it h  a GUS m RN A  co n t r o l  

p r o b e  (d a t a  n o t  sh o w n ) . /', Lo c a l i za t i o n  o f  GUS e n zy m e  a c t i v i t y  in  s t a g e  2  

in t h e r s c o n t a in in g  t h e  TA29-GUS ge n e . Pin k  a r e a s,  r e g io n s w i t h  e n zy m e  

a c t iv i t y .  Ph o t o g r a p h  t a k e n  w i t h  d a r k  f ie ld  m ic r o sco p y .

M ETH O D S. A n t h e r s a t  t h e  r e le v a n t  s t a g e  w e r e  co l le c t e d , an d  t h e i r  e n d s

sl i c e d  o f f  w i t h  a r a zo r  b la d e  t o  f a c i l i t a t e  f i x a t i v e  p e n e t r a t io n .  Pa r a f f in -  

e m b e d d e d  a n t h e r  se c t i o n s  w e r e  h y b r id ize d  in situ w i t h  s i n g l e - s t r a n d e d  

35S- la b e l l e d - a n t i - m RN A  an d  35S- l a b e l l e d  m RN A  (co n t r o l )  p r o b e s e x a c t l y  a s  

d e sc r i b e d 21. A u t o r a d io g r a p h y  an d  p h o t o g r a p h y  t e c h n iq u e s u se d  f o r  t h e  

h y b r id ize d  se c t i o n s  w e r e  p u b l i sh e d  p r e v io u sly 21,25. A l l  p h o t o g r a p h s w e r e  

t a k e n  w it h  t h e  sa m e  m a g n i f i ca t io n .  GUS e n zy m e  a c t i v i t y  w a s lo ca l i ze d  b y  

in cu b a t in g  u n f ixe d , t i p l e ss  a n t h e r s in  5 0  m M  p h o sp h a t e  b u f f e r ,  p H 7 c o n t a in 

in g  1  m M  X-G Iu  (r e f . 1 3 )  f o r  se v e r a l  h o u r s a t  3 7  °C. A f t e r  a v i s i b l e  h i s-  

t o ch e m ica l  r e a c t io n  o ccu r r e d , t h e  a n t h e r s w e r e  f ix e d  in  g lu t a r a ld e h y d e 21, 

e m b e d d e d  in LR-w h i t e  r e sin  ( Po l y sc ie n c e s) ,  an d  se c t io n e d  w i t h  a g l a s s  k n i f e .  

Th e  TA29-RNase 71 an d  TA29-bamase g e n e s w e r e  r e c lo n e d  in t o  c o in t e g r a 

t io n  an d  b in a r y  v e c t o r s,  r e sp e c t i v e l y 19,26, an d  in t r o d u ce d  in t o  t o b a cco  p la n t s 

a s  o u t l in e d  in  t h e  le g e n d  t o  Fig . 1 .

FIG. 3  M ale  s t e r i l e  t o b a cco  an d  o i l se e d  r a p e  f lo w e r s,  a an d  

b, To b a c c o  f l o w e r s f r o m  u n t r a n sf o r m e d  p la n t s (a ) ,  an d  p la n t s 

t r a n sf o r m e d  w i t h  TA29-RNase g e n e  (£>). A, P an d  PI, a n t h e r , 

p e t a l  an d  p ist i l ,  r e sp e c t i v e l y ,  c an d  d, O i l se e d  r a p e  f l o w e r s 

' r o m  u n t r a n sf o r m e d  p la n t s (c ) ,  an d  p la n t s t r a n sf o r m e d  w it h  

a TA29-RNase g e n e  {d). A , P, PI an d  N, an t h e r , p e t a l , p i st i l  

an d  n e c t a r , r e sp e c t i v e l y .

M ETH O D S. Th e  TA29-RNase 71 and TA29-barnase g e n e s  

I w e r e  t r a n sf e r r e d  t o  a b in a r y  v e c t o r 26 co n t a in in g  t h e  bar 

g e n e 18. O i l se e d  r a p e  h y p o c o t y l s (Brassica napus cv . ' D r a k k a r ’ ) 

w e r e  t r a n sf o r m e d  w i t h  Agrobacterium a cco r d in g  t o  t h e  p r o 

ce d u r e  o f  D e  B lo c k  et aI27 u s i n g  b ia la p h o s r e s i s t a n c e  {bar) 

a s a se l e c t a b l e  m a r k e r .
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ARTICLES

g e n e s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  t o b a c c o  TA29 g e n e  5 '  r e g u l a t o r y  

r e g i o n  c o u l d  f u n c t i o n  i n  a  d i s t a n t l y  r e l a t e d  p l a n t  a n d  l e a d  t o  

m a l e  s t e r i l i t y .  W e  o b t a i n e d  2 4  TA29-RNase T1 a n d  1 3  TA29-  

barnase t r a n s f o r m a n t s  t h a t  c o n t a i n e d  o n e  o r  t w o  i n t a c t  c o p i e s  

o f  t h e  r e l e v a n t  TA29-RNase  g e n e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  A  m a l e  

s t e r i l e  p h e n o t y p e  t h a t  c o s e g r e g a t e d  w i t h  t h e  TA29-RNase  g e n e  

w a s  o b s e r v e d  i n  7 1 %  ( 1 7 / 2 4 )  a n d  7 7 %  ( 1 0 / 1 3 )  o f  t h e  TA29-  

RNase  7 7  a n d  TA29-barnase  t r a n s f o r m a n t s ,  r e s p e c t i v e l y .  C o m 

p a r e d  w i t h  t h e  f l o w e r s  o f  u n t r a n s f o r m e d  o i l s e e d  r a p e  p l a n t s  

( F i g .  3 c ) ,  m a l e  s t e r i l e  f l o w e r s  ( F i g .  3 d )  h a d  s l i g h t l y  s m a l l e r  

p e t a l s ,  c o n t a i n e d  s t a m e n s  t h a t  d i d  n o t  e x t e n d  a b o v e  t h e  p e t a l s ,  

a n d  d i d  n o t  c o n t a i n  d e t e c t a b l e  p o l l e n  g r a i n s  a t  a n t h e r  d e h i s 

c e n c e .  I n  a l l  o t h e r  r e s p e c t s  t h e  m a l e  s t e r i l e  o i l s e e d  r a p e  p l a n t s  

w e r e  i d e n t i c a l  t o  u n t r a n s f o r m e d  c o n t r o l s ,  i n c l u d i n g  t h e  p r e s e n c e  

o f  w e l l - d e v e l o p e d  n e c t a r i e s  ( N )  w i t h i n  t h e i r  f l o w e r s  ( F i g .  3 c ,  d ).

W e  e x a m i n e d  t h e  a n a t o m y  o f  m a l e  s t e r i l e  o i l s e e d  r a p e  a n t h e r s  

p r e s e n t  i n  5 - m m - l o n g  i m m a t u r e  f l o w e r  b u d s .  F i g u r e  4 c  s h o w s  

a  b r i g h t  f i e l d  p h o t o g r a p h  o f  a  m a l e  f e r t i l e  o i l s e e d  r a p e  a n t h e r  

c o n t a i n i n g  a  w e l l - f o r m e d  t a p e t u m  ( T )  s u r r o u n d i n g  a  p o l l e n  s a c  

( P S )  w i t h  d e v e l o p i n g  p o l l e n  g r a i n s .  B y  c o n t r a s t ,  F i g .  4 d  s h o w s  

t h a t  m a l e  s t e r i l e  o i l s e e d  r a p e  a n t h e r s  c o n t a i n i n g  a  c h i m a e r i c  

TA29-RNase  g e n e  l a c k  a  d e t e c t a b l e  t a p e t u m ,  a n d  h a v e  

i r r e g u l a r l y  s h a p e d  p o l l e n  s a c s  t h a t  d o  n o t  c o n t a i n  v i s i b l e  m i c r o 

s p o r e s  o r  p o l l e n  g r a i n s .  S c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  a  r a r e  

p o l l e n - l i k e  b o d y  p r e s e n t  i n  o n l y  2  o f  t h e  2 7  d e h i s c e n t  m a l e  

s t e r i l e  a n t h e r s  ( F i g .  5 d )  s h o w e d  t h a t  t h i s  s t r u c t u r e  w a s  a b n o r m a l  

i n  s i z e ,  a n d  l a c k e d  a  r e g u l a r  e x i n e  p a t t e r n  c o m p a r e d  w i t h  a  

n o r m a l  o i l s e e d  r a p e  p o l l e n  g r a i n  ( F i g .  5 c ) .  T o g e t h e r ,  t h e s e  d a t a  

s h o w  t h a t  t h e  t o b a c c o  TA29  g e n e  5 '  r e g i o n  f u n c t i o n s  i n  o i l s e e d  

r a p e  a n t h e r s ,  t h a t  TA29-RNase  g e n e  e x p r e s s i o n  s e l e c t i v e l y

d e s t r o y s  t h e  t a p e t u m ,  a n d  t h a t  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  t a p e t u m  l e a d s  I 

t o  m a l e  s t e r i l e  o i l s e e d  r a p e  p l a n t s .

Discussion
T h e  e x p e r i m e n t s  p r e s e n t e d  h e r e  s h o w  t h a t  t h e  TA29  g e n e  5' I 

r e g i o n  p r o g r a m m e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C L / 5 ,  RNase Tl  a n d  bar- I 

nase g e n e s  s p e c i f i c a l l y  t o  a n t h e r  t a p e t a l  c e l l s ,  i n d i c a t i n g  t h  t 

t h e  TA29 g e n e  i s  r e g u l a t e d  p r i m a r i l y  a t  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l .  I 

T h i s  f i n d i n g  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  TA29  g e n e  r u n - o f f  t r a n s c r i p t i o n  

s t u d i e s  ( A .  K o l t u n o w  a n d  R . B . G . ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) ,  a i  j  I 

w i t h  e a r l i e r  p o p u l a t i o n  s t u d i e s  t h a t  s h o w e d  t h a t  m o s t  a n t h i  r- 

s p e c i f i c  g e n e s  a r e  u n d e r  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l 3 . R e c e n t  s t u d i  s I 

h a v e  s h o w n  t h a t  o n l y  0 . 3  k b  o f  5 '  s e q u e n c e  i s  r e q u i r e d  t o  p r  - I 

g r a m m e  b o t h  t h e  t e m p o r a l  a n d  c e l l - s p e c i f i c  TA29  g e n e  t r a n s c r i  - I 

t i o n  p a t t e r n s  d u r i n g  a n t h e r  d e v e l o p m e n t  ( A .  K o l t u n o w  a i  d I 

R . B . G . ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t r a  - I 

s c r i p t i o n a l  e v e n t s  o c c u r  d u r i n g  a n t h e r  d e v e l o p m e n t  t o  a c t i v a  e I 

u n i q u e  g e n e  s e t s  w i t h i n  t h e  t a p e t u m .  I

T h e  p h e n o t y p e  o f  p l a n t s  c o n t a i n i n g  t h e  c h i m a e r i c  TA2{>- I 

RNase  g e n e  s t r e n g t h e n s  o u r  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  TA29  g e n e  s I 

e x p r e s s e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  t a p e t u m  i n  b o t h  t o b a c c o  a n d  o i l s e e d  I 

r a p e  p l a n t s .  I f  t h i s  g e n e  w e r e  e x p r e s s e d  a t  o t h e r  t i m e s  o f  t h e I 

l i f e  c y c l e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  R N a s e  w o u l d  h a v e  d i s r u p t e d  t h e I 

n o r m a l  c o u r s e  o f  v e g e t a t i v e  a n d  f l o r a l  d e v e l o p m e n t .  D e s t r u c t i <  n I 

o f  t h e  t a p e t u m  b y  TA29-RNase  g e n e  e x p r e s s i o n  d o e s  n o t  i n t t  - 

f e r e  d e t e c t a b l y  w i t h  a n t h e r  d e v e l o p m e n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t e 

t a p e t a l  c e l l  l i n e a g e  c a n  b e  e l i m i n a t e d  w i t h  n o  e f f e c t  o n  s u ■>- |  

s e q u e n t  s t a g e s  o f  a n t h e r  d e v e l o p m e n t .  T h i s  r e s u l t  i n d i c a t e s  t h  it 

t a p e t a l  c e l l s  f u n c t i o n  a u t o n o m o u s l y ,  a n d  t h a t  t h e i r  c o n t i n u  d 

p r e s e n c e  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d / o r  f u n c t i o n  I

FIG. 4 T issu e ab n o r m al i t ies in m ale st er i le t ob acco  and  c 

seed  rap e an t h er s, a and b, Br ig h t  f ield  p h o t og rap h s of  

u n t ran sf o rm ed  t o b acco  an t h er  (a),  and  a m ale st er i le ant i  j 

f rom  a t o b acco  p lan t  con t ain in g  a TA29-RNase g en e (b). H 

E, F. PS and T, r ef er  to co n n ect ive, ep id erm is, f i lam en t , polk  n 

sac and t ap et u m , r esp ect ively , c and  d, Br ig h t  f ield  phot  : 

g rap h s o f  an u n t ran sf o rm ed  o i lseed  rap e an t h er  (c), and 

m ale st er i le o i lseed  rap e an t h er  f rom  a p lan t  con tain ing  

TA29-RNase g en e (d).

METHODS. St ag e  1 t o b acco  an t h er s w er e f ix ed and sect ioned 1 

' in a t r an sver se o r ien t at io n  as ou t l ined  in t he legend  to Fig ]

3. Oi lseed  rap e an t h er s w er e h ar vest ed  f rom  2.5- m m  f low r |  

buds and  f ix ed in g lu t arald eh yd e21. Fix ed  an t h ers w ere em b ec 

ded in LR- wh ite, sl i ced  into 1 .5  fxM t r an sver se sect io n s w i i ! | 

a g lass kn ife, and  st ain ed  w it h  0 .0 5 % to lu id ine blue.

FIG. 5 Scan n in g  elect ro n  m icro g rap h s o f  po l len  g rain s p rod uced  by m ale 

st er i le t o b acco  and  o i lseed  rap e an t h ers, a, To b acco  po l len  g rain s f rom  

u n t ran sf o rm ed  an t h er s (WT), and  an t h er s t r an sf o r m ed  w it h  a TA29-RNase 

g en e (M S). Wh i t e  bar, 1 0 0  f im . Mag n i f icat ion , x 7 1 0 . b, Higher  m ag n i f icat ion  

o f  m ale st er i le t o b acco  po l len  g rain s sh ow n  in (a).  Wh i t e bar, 1 0  ^ m . 

M ag n i f icat ion  f act o r  x 9 ,1 5 0 . c and  d, Oi lseed  rap e po l len  g rain s f rom  

u n t ran sf o rm ed  an t h er s (c ) and  an t h er s t r an sf o r m ed  w it h  a TA29-RNase 

g en e id). Wh i t e b ars, 1 0  ^ m . M ag n i f icat ion  f act o r s, x l , 9 3 0  and  x 2 ,9 8 0  fo r  

t he wi ld - t ype and  m ale st er i le po l len  g rains, r esp ect ively .

METHODS. Po l len  g rain s w er e co l lect ed  f rom  d eh isced  an t h er s in op en  

f lo w er s (Fig. 4 ) and  p h o t og rap h ed  in a scan n in g  elect r o n  m icr o sco p e28.
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1 o f  a n t h e r  c e l l  t y p e s  l a t e r  in  d e v e l o p m e n t .

T h e  e x p r e s s i o n  o f  e i t h e r  t h e  TA29-RNase Tl  g e n e  o r  t h e  

TA29-barnase g e n e  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a l e  s t e r i l e  

j p l a n t s .  T h e s e  p l a n t s  a r e  n o r m a l  in  a l l  r e s p e c t s  e x c e p t  f a i l u r e  t o  

I p r o d u c e  f u n c t i o n a l  p o l l e n .  T h e  t a p e t u m  is t h e r e f o r e  e s s e n t i a l  

I  f o r  n o r m a l  p o l l e n  d e v e l o p m e n t .  E x p r e s s i o n  o f  b o t h  c l a s s e s  o f  

R N a s e  s e l e c t i v e l y  d e s t r o y e d  t a p e t a l  c e l l s ,  p r e s u m a b l y  b y  h y d r o -  

y s i n g  t a p e t a l  c e l l  R N A s .  A n  a n a l o g o u s  p r o c e s s  m a y  o c c u r  

l a t u r a l l y  in  t h e  r e p r o d u c t i v e  s t r u c t u r e s  o f  s e l f - i n c o m p a t i b l e  

s l a n t s 17. B a r n a s e  s e e m s  t o  b e  m o r e  e f f e c t i v e  in  t o b a c c o  t h a n  

R N a s e  T l .  G e n e t i c  c r o s s e s  w i t h  m a l e  s t e r i l e  t o b a c c o  p l a n t s  

n d i c a t e d  t h a t  a t  l e a s t  f o u r  TA29-RNase Tl  g e n e  c o p i e s  a r e  

j e q u i r e d  t o  p r o d u c e  m a l e  s t e r i l e  a n t h e r s  ( C . M .  a n d  J . L . ,  u n p u b -  

i s h e d  r e s u l t s ) .  B y  c o n t r a s t ,  o n l y  o n e  TA29-barnase  g e n e  c o p y  

s r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  m a l e  s t e r i l e  p l a n t s  in  t o b a c c o ,  a n d  o n e  

' : o p y  o f  e i t h e r  t h e  TA29-RNase Tl  o r  TA29-barnase  g e n e  is 

s u f f i c i e n t  t o  p r o d u c e  m a l e  s t e r i l e  o i l s e e d  r a p e  p l a n t s .  B e c a u s e  

h e  s a m e  TA29  g e n e  5 '  f r a g m e n t  w a s  u s e d  in  b o t h  c h i m a e r i c
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TA29-RNase  g e n e s ,  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  R N a s e  T l  is l e s s  

a c t i v e  t h a n  b a r n a s e  in  t o b a c c o  t a p e t a l  c e l l s .

T h e  a b i l i t y  o f  t h e  TA29-RNase  g e n e  t o  i n d u c e  m a l e  s t e r i l i t y  

p r o v i d e s  a  n e w  s t r a t e g y  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  h y b r i d  c r o p  p l a n t s .  

T r a n s f e r r i n g  t h i s  d o m i n a n t  m a l e  s t e r i l i t y  g e n e  t o  p l a n t s  s u c h  a s  

c o r n  s h o u l d  e n a b l e  h y b r i d s  t o  b e  p r o d u c e d  w i t h o u t  m e c h a n i c a l  

r e m o v a l  o f  t h e  a n t h e r s .  B y  c o u p l i n g  t h e  c h i m a e r i c  TA29-RNase  

g e n e  to  a  d o m i n a n t  h e r b i c i d e  g e n e  ( f o r  e x a m p l e ,  bar\ r e f s  18 ,  1 9 ) ,  

b r e e d i n g  s y s t e m s  c a n  b e  d e v i s e d  t o  s e l e c t  f o r  u n i f o r m  

p o p u l a t i o n s  o f  m a l e  s t e r i l e  p l a n t s .  I n  c r o p  p l a n t s  w h e r e  f r u i t  is 

n o t  t h e  h a r v e s t e d  p r o d u c t  ( f o r  e x a m p l e ,  l e t t u c e ,  c a r r o t ,  c a b b a g e ) ,  
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In st i t u t e  f o r  A d v a n c e d  St u d y , Pr in ce t o n , N e w  Je r se y  0 8 5 4 0 ,  U SA

I St r o n g l y  m a g n e t i z e d  n e u t r o n  s t a r s  a r e  b e l i e v e d  t o  b e  a t  t h e  

I e a r t  o f  a  n u m b e r  o f  a s t r o p h y s i c a l  s y s t e m s ,  n o t a b l y  p u l s a r s  a n d  

X - r a y  b i n a r i e s .  A l t h o u g h  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  i s  a n  i m p o r t a n t  d e t e r -  

n i n a n t  i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  s u c h  s y s t e m s ,  t h e  o r i g i n  a n d  s t a b i l i t y  

( f  t h e  f i e l d  i s  t h e  s u b j e c t  o f  c o n f l i c t i n g  o b s e r v a t i o n a l  a n d  t h e o r e t i 

c a l  e v i d e n c e .  H e r e  I  d e s c r i b e  a  n e w  m o d e l  o f  n e u t r o n - s t a r  m a g n e t i c  

i l o m e n t s ,  b y  w h i c h  t h e  f i e l d s  a r e  g e n e r a t e d  a s  t h e  n e u t r o n  s t a r  i s  

I o r n ,  a n d  f o l l o w  t h e  e v o l u t i o n  o f  t h e  f i e l d  o v e r  a  H u b b l e  t i m e .  

'  v ' i t h  r e a l i s t i c  t h e r m a l  e v o l u t i o n  a n d  c o n d u c t i v i t i e s ,  i s o l a t e d  

i e u t r o n  s t a r s  w i l l  m a i n t a i n  l a r g e  m a g n e t i c  f i e l d s  f o r  m o r e  t h a n  

i l O 10 y e a r s .  I n  a d d i t i o n ,  I  s h o w  h o w  m a s s  a c c r e t i o n  o n  t o  n e u t r o n  

s t a r s  c a n  r e d u c e  t h e  f i e l d  s t r e n g t h 1,2. T h i s  m o d e l  o f  f i e l d  g e n e r a t i o n  

| k n d  d e c a y  c a n  e x p l a i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  o b s e r v e d  s y s t e m s .

N e w b o r n  n e u t r o n  s t a r s  a r e  t h o u g h t  t o  h a v e  l a r g e  d i p o l e  s u r 

f a c e  f i e l d s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  s p i n d o w n  t o r q u e s  o n  y o u n g  r a d i o  

a n d  X - r a y  p u l s a r s .  F o r  a  r a d i o  p u l s a r  o f  p e r i o d  P s p i n n i n g  

| d o w n  in  i s o l a t i o n ,  m a g n e t i c - d i p o l e  b r a k i n g  m o d e l s  g i v e  a n  e s t i 

m a t e  o f  t h e  f i e l d  a t  t h e  s u r f a c e

/ 3  Ic7, PP\ 1/ 2

Bs~ \ T ^ ¥ )  “ , .0 x l0 l2 (p p -.5),/2°  i 1)

•  I  r  __  I

w h e r e  P _l5 is t h e  p u l s a r  p e r i o d  d e r i v a t i v e  in  u n i t s  o f  1 0 “ ~ s s ,

I t h e  m o m e n t  o f  i n e r t i a ,  R t h e  r a d i u s  a n d  c t h e  s p e e d  o f  l i g h t .  

F o r  m o s t  k n o w n  r a d i o  p u l s a r s ,  t h e  e s t i m a t e d  s u r f a c e  f i e ld  is 

~  1 0 12 5 G ,  w i t h  a  d i s p e r s i o n 3 o f  ~  10"'3 G .  T h e  o r i g i n  o f  t h i s  f i e ld  

is a  s u b j e c t  o f  l o n g - s t a n d i n g  d e b a t e ;  a  p o p u l a r  s c e n a r i o  i n v o l v e s  

f lu x  f r e e z i n g  a n d  a m p l i f i c a t i o n  o f  i n t e r i o r  f i e l d s  o f  t h e  p r o g e n i t o r  

o b j e c t ,  w h i c h  l e a v e s  t h e  e x i s t e n c e  a n d  m a g n i t u d e  o f  t h e  c h a r a c 

t e r i s t i c  v a l u e  u n e x p l a i n e d .  A l t e r n a t i v e l y ,  it  h a s  b e e n  p r o p o s e d  

t h a t  m a g n e t i c  f i e l d s  c a n  b e  g e n e r a t e d  in  y o u n g  s t a r s  b y  t h e r m o -  

m a g n e t i c  e f f e c t s 4.

T h e  t o r q u e  a p p e a r s  t o  d e c a y  o n  a  t i m e s c a l e  o f  s e v e r a l  m i l l i o n  

y e a r s ,  l e a d i n g  t o  a  r a p i d  d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  p u l s a r s  f r o m  t h e  

r a d i o  s k y 3’". R e c e n t  o b s e r v a t i o n a l  a n d  t h e o r e t i c a l  w o r k  h a s ,  

h o w e v e r ,  c l o u d e d  t h i s  p i c t u r e  a p p r e c i a b l y .  T h e  b i n a r y  a n d  m i l l i 

s e c o n d  r a d i o  p u l s a r s ,  i n  p a r t i c u l a r ,  m a k e  it c l e a r  t h a t  t h e  f i e l d s  

o f  s o m e  n e u t r o n  s t a r s  c a n  b e  b o t h  a  f a c t o r  o f  ~ 104 l o w e r  t h a n  

t h e  c h a r a c t e r i s t i c  v a l u e  a n d  r e m a i n  s t a b l e  f o r  ^ 10  ̂ y r  ( r e f .  6). 

C o n v e r s e l y ,  s o m e  7- r a y  b u r s t  s o u r c e s ,  b e l i e v e d  t o  b e  o l d  n e u t r o n  

s t a r s ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  h i g h  s u r f a c e  f i e l d s  o f  ^ 101 : G  

( r e f .  7 ) ;  in  a d d i t i o n ,  t h e o r e t i c a l  a r g u m e n t s 8,9 i m p l y  t h a t  i t  is 

d i f f i c u l t  t o  r e d u c e  t h e  m a g n e t i c  f lu x  t h r e a d i n g  m u c h  o f  t h e  

n e u t r o n - s t a r  i n t e r i o r .

H e r e  I p r e s e n t  a  s i m p l e  p i c t u r e  o f  t h e  e v o l u t i o n  o f  t h e  m a g n e t i c  

f i e ld  t h a t  e x p l a i n s  t h e  a b o v e  b e h a v i o u r .  I a s s u m e  t h a t  t h e  f i e ld  

is g e n e r a t e d  a f t e r  t h e  b i r t h  o f  t h e  n e u t r o n  s t a r  d u r i n g  t h e  i n i t i a l  

c o o l i n g  p h a s e ,  e i t h e r  b y  t h e r m o m a g n e t i c  e f f e c t s  i n  t h e  s o l i d  

c r u s t 4 o r  b y  d y n a m o  p r o c e s s e s  i n  t h e  s t i l l - l i q u i d  e n v e l o p e  a b o v e  

t h e  s o l i d  i n t e r i o r .  T h e r m o m a g n e t i c  g e n e r a t i o n  is  m o s t  e f f e c t i v e  

w h e r e  t h e  t e m p e r a t u r e  g r a d i e n t  is s t e e p e s t ,  t h a t  is ,  a t  t h e  l o w e s t  

s o l i d  d e n s i t i e s .  S i m i l a r l y ,  d y n a m o - g e n e r a t e d  f l u x  w i l l  b e  f r o z e n  

i n t o  t h e  s t a r  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  l i q u i d  s e a .  T h u s  t h e  y i e l d  s t r e s s
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