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PLANT GENETIC SYSTEMS N.V.

"PROCESSO  PARA A PRODUGAD DE UMA PLANTA ESTERIL
MASCULINA E MATERIAL DE REPRODUCAD DA REFERIDA

PLANTA"

A presente invengdo refere-se a plantas estéreis
masculinas e ao seu material de reprodugdo (por exemplo,
sementes), cujas células se transformaram devido ao facto de
se ter integrado, de modo estavel, no seu genoma nuclear, uma
sequéncia de ADN estranho. A sequéncia de ADN estranho, de
acordo com a presente invengdo, compreende, pelo menos, um pri-
meiro ADN estranho (daqui em diante designado como "ADN de
esterilidade masculina") que: 1) codifica um ARN ou proteina
ou polipéptido primérios que, quando produzido ou produzido em
excesso numa célula do estame da planta, perturba signifi-
cativamente o metabolismo, funcionamento e/ou desenvolvimento

da célula do estame; e, 2) se encontra na mesma unidade trans-



cricional e sob o controlo de um promotor primédrio que é
capaz de comandar a expressao, de modo selectivo, do ADN da
esterilidade masculina nas células dos estames da planta.

A presenta invengdo refere-se, em especial, a uma tal planta de
esterilidade masculina nuclear e ao seu material de reproducgido,
no qual a sequéncia de ADN estranho da presenta invencdo é uma
sequéncia quimérica de ADN que também pode conter, pelo menos,
um segundo ADN estranho (o "ADN indicador") que: l)codifica um
segundo ARN ou proteina ou polipéptido que, gquando presente,
pelo menos, num tecido especifico ou em células especificas da
planta, tornam toda a planta facilmente distinguivel das outras
plantas que ndo contém segundo ARN ou proteina ou polipéptido
pelo menos num tecido especifico ou em células especfficas;

2) se encontra na mesma unidade transcricional e sob o contro-
lo de um segundo promotor que é capaz de comandar a expressido
do ADN indicador, pelo menos no tecido especifico ou nas célu-
las especificas da planta; 3) se encontra no mesmo locus gené-
tico do genoma nuclear das células da planta em que se encontra

o ADN da esterilidade masculina.

A presente 1invengdo refere-se também a uma sequéncia
quimérica de ADN que contém, pelo menos, um ADN de esterilidade
masculina sob o controlo do primeiro promotor e que também pode
conter, adjacente ao ADN da esterilidade masculina, pelo menos
um ADN indicador sob o controlo do sequndo promotor. Para além
disto, a presente invengdao refere-se a um vector que contém a
sequéncia de ADN estranho, da presente invengdo e que é adequada

para a transformagdo de células de plantas, pelo que a sequéncia



de ADN estranho é integrada no genoma nuclear das células de

um modo estéavel.

A presente invengdo refere-se ainda a células de
uma planta e a culturas de células de plantas, cujos genomas

nucleares sdo transformados com a sequéncia de ADN estranho.

Para além disto, a presentt invencgdo refere-se

ainda a um processo para a produgdo de uma planta de esterili-
dade masculina nuclear, do seu material de reprodugdo e de cultu-
ras das suas células contendo a sequéncia de ADN estranho na qual
o ADN de esterilidade masculina: 1) se encontra sob o controlo

do primeiro promotor e, opcionalmente,no mesmo locus gendmico do
ADN indicador sob o controlo do sequndo promotor; 2) se integra
de um modo estavel no genoma nuclear das células das plantas;

e, 3) pode expressar-se de modo selectivo nas células dos estames

da planta sob a forma do ARN, proteina ou polipéptido primario.

A presente invengdo refere-se ainda a um processo
para a produgdoc de sementes hibridas, que se desenvolvem no
interior de plantas hibridas por cruzamento de: 1) a planta
masculina estéril da presente invengdo que inclui, no seu genoma
nuclear, o ADN indicador, que codifica, de preferéncia, uma
proteina que confere a planta resisténcia a um herbicida; e
2) uma planta masculina fértil sem o ADN indicador no seu genoma.
A presente 1invengdo refere-se, especialmente, a um processo para
a produgdo de sementes hibridas em escala comercial, de preferén-

cia numa populagdo substancialmente aleatdéria, sem a necessidade



de um grande trabalho manual.

A presente invengdo refere-se ainda a um promotor
especifico do tapetum de um genoma de planta, Pode utilizar-se
este promotor como oPrimeiro promotor na sequéncia de ADN estranho
da presente invengdo para transformar a planta,tornando-a mascu-

lina estéril a nivel nuclear.

ANTECEDENTES DA INVENCGAO

Reconhece-se que a hibridagdo das plantas constitui
um processo importante para a produgdo de uma descendéncia que
possua uma combinagdo das caracteristicas dese jadas das plantas
progenitoras. A descendéncia hibrida resultante possui, muitas
vezes, a capacidade de exceder os seus progenitores em diferentes
aspectos, tais como rendimento, adaptabilidade as alteragdes
ambientais e resisténcia as doengas. Designa-se esta capacidade
por "heterose" ou '"vigor hibrido". Como resultado, a hibridizagdo
tem sido amplamente utilizada para melhorar as colheitas princi-
pais, tals como as de cereais, beterraba e girassol. Por numerosas
razdes, relacionadas em primeiro lugar com o facto da maioria das
plantas ser susceptivel de sofrer polinizagdo directa e poliniza-
¢do cruzada, a polinizagdo cruzada controlada das plantas sem
auto-polinizagdo significativa, para produzir uma colheita de

sementes hibridas, é dificil de se conseqguir a escala comercial.

Na Natureza, a maioria das plantas cerealiferas



produzem drgaos reprodutores masculinos e femininos, na mesma
planta, normalmente muito proximos um do outro, na mesma flor,
Isto favorece a auto-polinizagé@o. Contudo, algumas plantas
constituem excepgbBes como resultado da especial morfologia dos
seus dérgdos reprodutores,o que favorece a polinizagdo cruzada.
Estas plantas produzem uma descendéncia hibrida com vigor € adap-

tabilidade melhorados. Uma tal morfologia da Cannabis ssp

(cAnhamo) envolve dérgdos de reproducdo em plantas separadas.
Uma outra destas morfologias, na Zea mays (cereal), envolve
drgaos reprodutores masculinos e femininos em diferentes partes

da mesma planta. Uma outra destas morfologias na Elaeils guineensis

(6leo de palma) envolve gametas masculinos e gadmetas femininos
fFérteis os quais se tornam férteis em diferentes alturas do
desenvolvimento da planta. Algumas outras espécies de plantas,

tais como a Ananas Comosus (anands), favorecemna polinizagao

cruzada através da fisiologia particular dos seus drgdos repro-
dutores. Tais plantas desenvolveram um chamado "sistema de auto-
—incompatibilidade" em que O pdlen de uma planta ndo é capaz de
fertilizar o gameta feminino da mesma planta ou de outra planta

com o mesmo gendtipo.

Algumas outras espécies de plantas favorecem a
polinizagdo cruzada expressando naturalmente as chamadas ca-
racteristicas gendmicas de nesterilidade masculina". De acordo
com esta caracteristica, as anteras das plantas degeneram antes
do pdlen, produzido pelas anteras, atingir a maturidade. Ver:
"Male-Sterility in Higher Plants", M.L.H. Kaul, 1987, in

Monographs on Theoretical and Applied Genetics 10, Edit.

Springer Verlag. Cré-se que uma tal caracteristica de esterili-



dade masculina natural resulte de uma ampla variedade de muta-
g0es naturais, envolvendo,na maioria das vezes, deficiéncias
recessivas, ndo se mantendo facilmente esta caracteristica nas
espécias de plantas que,de um modo predominante, efectuam uma
polinizagdo directa, visto que em situag8es naturais ndo se

produzirdo sementes.

Existem quatro tipos principais de esterilidade
masculina observados na Natureza. Nos programas comerciais de
reprodugdo utilizam-se os quatro tipos de esterilidade mescu-
lina para assegurar a existéncia de polinizag¢do cruzada para
produzir sementes hibridas para as sementeiras tais como as de

cereals, beterraba, colza e girassol.

Um tipo de esterilidade masculina encontra-se
codificada no nlcleo e pensa-se que sejam herdados como alelos
recessivos. Para fins de reprodugdo, conserva-se uma planta pro-
genitora estéril masculina recessiva cruzando-a com uma planta
masculina fértil heterozigotica que também englobe o alelo reces-
sivo da esterilidade masculina, pelo que a descendéncia é cons-
tituida por 50% de plantas estéreis masculinas recessivas. Os
outros 50% sdo constituidos por plantas masculinas férteis que
t8m de ser eliminadas da sementeira em programas de cruzamento
que apenas se podem efectuar de modo eficaz se o alelo recessi-

vo de esterilidade masculina for segregado conjuntamente com

um marcador susceptivel de ser seleccionado ou rastreado.

Na patente de invengdo norte-americana N24727219,

encontra-se - descrito um procedimento para a utilizacdo da este-
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rilidade masculina de caréacter recessivo na produgdo de milho

hibrido.

Um sequndo tipo de esterilidade masculina codifi-
cada no nicleo, mas herdada como um alelo dominante. Uma vanta-
gem das plantas masculinas estéreis dominantes, em comparacio
com as plantas masculinas estéreis recessivas, reside no facto
de se poderem conservar as plantas masculinas estéreis dominan-
tes através de cruzamento com uma planta masculina fértil, para
produzir uma geragdo que é constituida por 50% de plantas mas-

culinas estéreis.

No entanto, a utilidade destas plantas estéreis
masculinas nucleares dominantes é limitada devido ao facto do
seu alelo dominante de esterilidade masculina ndo se encontrar,
na maioria dos casos, em firme conexdo (isto é, no mesmo locus
genético) a um marcador susceptivel de ser seleccionado ou de

ser rastreado.

Um terceiro tipo de esterilidade masculina encontra-
-se codificada no citoplasma. Na maioria dos casos o cédigo cito-
plasmatico encontra-se no genoma mitocondriaco das plantas e
apenas nalguns casos o co6digo se encontra no genoma do cloroplas-
to das plantas. A hereditariedade da esterilidade masculina
citoplasmaticamente codificada ndo segue as regras Mendelianas,
mas depende bastante de factores citopldsmicos. A geragao que se
obtém a partir de cruzamentos entre plantas citoplasmaticamente
masculinas estéreis e plantas masculinas férteis é toda ela

portadora do gene citoplésmico da esterilidade masculina e, por



esse motivo, estéril. Como resultado, a descendéncias de plan-
tas deste tipo possul apenas valor comercial se o produto eco-
némico da descendéncia ndo se destinar a ser utilizado como semen
te mas antes como plantas tais como as ornamentais e beterra-

ba.

“Um quarto tipo de esterilidade masculina é o
resultado de uma combinagd@o de esterilidade masculina codifica-
da no nicleo e da esterilidade masculina codificada no citoplas-
ma. Us alelos nucleares que induzem a esterilidade masculina
sdo, normalmente, recessivos e apenas as plantas que contém o
alelo citopldsmico da esterilidade masculina e que sdo homozi-
goticas para o alelo nuclear que induz a esterilidade masculi-
na sdo fenotipicamente masculinas estéreis. Neste tipo de planta,
os alelos dominantes correspondentes que induzem a fertilidade
masculina ou "restauradores da fertilidade" produzem um fend-
tipo masculino fértil. Como resultado, a descendéncia mascu-
lina estéril deste tipo de planta pode tornar-se masculina fértil
por polinizag8o das plantas masculinas estéreis com pdlen con-
tendo os restauradores da fertilidade. Dai resulta que a des-
cendéncia de plantas deste tipo possui valor comercial, em gque
o produto comercial & uma semente, isto é, plantas tais como

cereais, sorgo e girassol.

A produgdo de sementes hibridas realiza-se, tipi-
camente, ﬁela;ﬂaﬁaﬁo em larga escala de plantas citoplasmatica-
mente masculinas estéreis e de plantas masculinas férteis, evi-
tando, de certo modo. (por exemplo com um marcador de distin-

gdo), que as sementes hibridas resultantes se misturem com as



sementes ndo hibridas. De acordo com a patente de invencgido
norte-americana N2 3 842 538, separam-se, de um modo enfadonho,

as sementes hibridas das sementes ndo hibridas, com base na

cor. De acordo com a patente de invengdo norte-americana N2:

4 351 130, evita-se o problema da separagdo das sementes hibri-
das das sementes ndo hibridas utilizando plantas masculinas es-
téreis pequenas e plantas masculinas férteis grandes,
destruindo-se depois as plantas masculinas férteis grandes. apéds
a polinizagdo. De acordo com as patentes de invengdo norte-ame-
ricanas N9s: 4 658 085, 4 517 763 e 4 658 084, produzem-se as
plantas citoplasmaticamente masculinas estéreis com tolerdncia

a um herbicida, :oqual nd3o se encontra presente nas plantas
masculinas férteis, que se destroem com o herbicida, apds a
polinizagdo. De acordo com a patente de invengdo norte-america-
na N2 4 305 225, efectua-se a aspersdo das plantas do arroz
masculinas estéreis com uma hormona do crescimento (por exemplo,
giberelina) no sentido de originar o completo aparecimento das
paniculas que suportam as flores, a partir das bainhas das folhas
do arroz, aumentando, deste modo, a capacidade das flores para

receber o polen das plantas masculinas férteis.

Em todos estes processos para a produgdo de semen-
tes hibridas a partir de plantas masculinas estéreis investi-
garam-se procedimentos para a sua obtengdo simples e pouco
dispendiosa  a escala comercial: 1) elevada produgdo de sementes
hibridas a partir de cada planta masculina estéril; 2) uma po-
pulagdo de sementes hibridas que resulta quase exclusivamente
do polen de plantas masculinas férteis e de embrides de plantas

masculinas estéreis e, que se encontra substancialmente isenta



-10-

de sementes ndo hibridas de plantas masculinas férteis: 3)
produgdo facil das plantas masculinas estéreis e masculinas
férteis: e 4) a remogdo virtualmente completa ou destruigio

quer das plantas masculinas férteis apds terem polinizado as
plantas masculinas estéreis,quer a separagdoc selectiva das se-
mentes ndo hibridas, produzidas pelas plantas masculinas férteis,
das sementes hibridas produzidas pelas plantas masculinas esté-

reis.

RESUMO DA PRESENTE INVENCAQO

De acordo com a presente invengdo, proporciona-se
uma célula de uma planta, na qual o genoma nuclear é transforma-
do com uma sequéncia de ADN estranho, de preferéncia uma se-

quéncia quimérica de ADN, que se caracteriza por:

a) um ADN de esterilidade masculina que codifica um pri-
meiro ARN, proteina ou polipéptido que, quando produ-
zido ou produzido em excesso numa célula do estame
da planta, perturba significativamente o metabolismo,
funcionamento e/ou desenvolvimento de célula do esta-

me; e

b) um primeiro promotor capaz de comandar de modo se-
lectivo a expressdo do ADN da esterilidade masculina nas
células dos estames da planta; encontrando-se o ADN

de esterilidade masculina na mesma unidade transcricio

nal, e sob o controlo, do primeiro promotor.
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A sequéncia de ADN estranho no genoma nuclear da
célula transformada pode compreender também, de preferéncia

no mesmo locus genético do ADN da esterilidade masculina:

c) um ADN indicador que codifica um segundo ARN, pro-
teina ou polipéptido que, quando presente em, pelo
menos, um tecido especifico ou em células especifi-
cas da planta, a tornam facilmente distinguivel das
outras que ndo contém o segundo ARN, proteina ou po-
lipéptido, pelo menos no tecido especifico ou células

especificas; e

d) um segundo promotor capaaz de comandar o ADN indica-

dor, pelo menos, no tecido especifico ou nas células

especificas; encontrando-se o ADN indicador na mesma
unidade transcricional, e sob o controlo, do segundo

promotor.

Também de acordo com a presente invencio, proporcio
na-se uma sequéncia quimérica de ADN estranho que compreende o
ADN da esterilidade masculina e o primeiro promotor e que pode
compreender, também, o ADN indicador e o segundo promotor,
assim como, belo menos, um ADN adicional que codifica um péptido
transitério susceptivel de transportar a primeira proteina ou
polipéptido ou a segunda proteina ou polipéptido para o interior
de um cloropasto ou mitoc8ndria de uma célula de uma planta em

cujo citoplasma se expressa a sequéncia quimérica de ADN estranho.

Ainda de acordo com a presenta invengdo, proporciona-

-se: uma planta masculina estéril constituida pelas células
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transformadas; uma semente de plantas masculinas estéreis; se-
mentes e plantas hibridas produzidas pelo cruzamento de uma
planta masculina estéril com uma planta masculina fértil; e. um

processo para a produgdo de tais sementes hibridas.

Ainda de acordo com a presente invengdo, proporcio

nam-se primeiros promotores especificos do tapetum.

DESCRICAO DA PRESENTE INVENCAO

De acordo com a presenta invengdo, produz-se uma
planta masculina estéril a partir de uma dnica célula de uma
planta, mediante transformagdo da célula da planta segundo um
procedimento bem conhecido, que permite inserir de modo estavel,
no genoma nuclear da célula, a sequéncia de ADN estranho da
presente invengd@o. A sequéncia de ADN estranho compreende, pelo
menos, um ADN de esterilidade masculina, que estd sob o controlo
e fundida na extremidade 5', com o primeiro promotor e se encon-
tra fundida na sua extremidade 3' com mensagens de regulacgio
de transcrigdo adequadas (incluindo o sinal de poliadenilacgdo).
Deste modo, produz-se ou sobreproduz-se selectivamente o pri-
meiro ARN, proteina ou polipéptido nas células dos estames da
planta, de modo a tornar a planta masculina estéril. A sequén-
cia de ADN estranho também compreende, de preferéncia, pelo
menos um ADN indicador que se encontra sob o controlo e fundido
na sua extremidade 5' com o segundo promotor e se encontra
fundido na sua extremidade 3' com informagdes adequadas de re-
gulagdo de transcrigdo (incluindo o sinal de poliadenilagdo).

0 ADN indicador encontra-se, de preferéncia, no mesmo locus
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genético do ADN de esterilidade masculina, pelo que o segundo
ARN, proteina ou polipéptido se produzem, pelo menos, no tecido
especifico ou nas células especificas da planta, pelo que se
pode distinguir Facilmenfe a planta e/ou separa-la das outras
plantas que n3o contém o sequndo ARN, proteina ou polipéptido
no tecido especifico ou nas células especificas. Isto garan;
te, com um elevado grau de certeza, a segregagdo conjunta do

ADN de esterilidade masculina e do ADN indicador na progénie da

planta.

Transforma-se, de preferéncia, a célula de uma
planta (especialmente de uma planta susceptivel de ser infec-

tada com Agrobacterium), de acordo com a presente invengdo,

utilizando um vector que consiste num plasmido Ti desarmado
que contém a sequéncia de ADN estranho e que é transportado

pelo Agrobacterium. Pode efectuar-se esta transformagdo uti-

lizando os procedimentos descritos, por exemplo, nas publica-
¢Oes das patentes de invengdo europeias 0 116 718 e, 0 270 82Z2.
Os vectores plasmidos Ti preferidos contém a sequéncia de

ADN estranho entre as sequéncias das extremidades, ou, pelo
menos, localizadas a esquerda da sequéncia da extremidade
direita do ADN T do plasmido Ti. E evidente que se podem
utilizar outros tipos de Qectores para transformar as células da
planta, utilizando procedimentos tais como transferéncia direc-
ta do gene (conforme descrito, por exemplo, na publicagdo

da patente de invengdo europeia N2 Q0 223 274), transformagédo
medida pelo polen (conforme se descreve na publicagdo da pa-
tente de invengdo europeia N2 0 270 356, publicagdo PCT
W085/01856, e publicagdo da patente de invengdo europeia

Ne 0 275 069), transformagdo in vitro do protoplasto (con-

forme se descreve, por exemplo, na patente de invengd@o norte-
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-americana N2 4 684 611), transformagdo da planta mediada pelo
ARN de um virus (conforme descrito, por exemplo,na publicagéo
da patente de invengdao europeia N2 0 067 553 e na patente de
invengdo norte-americana N2 4 407 956) e transformacgéo

mediada pelo lipossoma (conforme se descreve, por exemplo, na

patente de invengdo norte-americana N2 4 536 475).

De preferéncia, proporciona-se uma planta nuclear-
mente masculina estéril da presente invengdo, transformando a
célula da planta com um vector plasmido Ti, desarmado, conten-
do a sequéncia de ADN estranho com o ADN de esterilidade mas-
culina sob o controlo de um primeiro promotor e o ADN indicador
sob o controlo de um segundo promotor. 0O ADN indicador pode
encontrar-se a montante ou a jusante do ADN de esterilidade
masculina no vector plasmido Ti, mas,de preferéncia, sdo adja-
centes um ao outro e localizam-se entre as sequéncias das extre-
midades ou localizam-se, pelo menos, a esquerda da sequéncia
da extremidade direita do vector plasmido Ti, pelo que sdo
conjuntamente transferidas, de um modo correcto, para o genoma
da célula da planta. Contudo, se se desejar, pode transformar-
-se inicialmente a célula com uma sequéncia de ADN estranho
contendo o ADN de esterilidade masculina e um primeiro promo-
tor e pode transformar-se, subsequentemente,com um ADN indicador
e um segundo promotor, que se inserem no mesmo locus genético
no genoma nuclear da célula como o ADN da esterilidade masculi-
na. Os vectores adequados para se atingir este objectivo sdo os
mesmos que se referiram antes para a transformagdo das células
com a sequéncia de ADN estranho. 0 vector preferencial & um plas

mido vector Ti desarmado.
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A selecgdo do ADN de esterilidade masculina nio
€ critica. Pode seleccionar-se e isolar-se um ADN de esterili-
dade masculi&a adequado segundo um procedimento bem conhecido,
uma vez gque ele codifica o primeiro ARN, proteina ou polipépti-
do que perturba significativamente o metabolismo correcto, fun-
cionamento e/ou desenvolvimento de qualquer célula do estame,
na qual se expressa o ADN de esterilidade masculina, conduzin-
do, de preferéncia, por esse meio a morte de qualquer dessas
células do estame. Os exemplos de ADN de esterilidade masculina
codificam: ARNases tais como a ARNase Tl (que degrada as molé-
culas de ARN por hidrdlise da ponte a sequir a qualquer residuo
de guanidina) e Barnase; ADNases tais como uma endonuclease
(por exemplo, EcoRI); ou protease tais como a papaina (por exemp-

lo, zimogénio de papaina e proteina activa de papaina).

Outros exemplos ADNs de esterilidade masculina
codificam enzimas que catalisam a sintese de fito-hormonas, tais
como: a 1isopentil-transferase, que € uma enzima que catalisa
o primeiro passo na biossintese da citoquinina e que é codi-

ficada pelo gene 4 do ADN T do Agrobacterium; e as enzimas

envolvidas na sintese da auxina e codificados pelo gene 1 e pelo

gene 2 do ADN T do Agrobacterium.

Outros exemplos ainda de ADNs de esterilidade
masculina codificam; glucanases; lipases tais como a fosfolipase

A2 (Verheij et. al. Rev. Biochem Pharmacol. 91, 1981, 92-203);

peroxidases lipidicas; ou inibidores de parede celular das
células das plantas. OQutros exemplos de ADNs de esterilidade

masculina codificam proteinas téxicas para as células das plan-



tas, tais como umatoxina bacteriana (por exemplo o fragmento

B da toxina diftérica ou botulina).

Ainda um outro exemplo de ADN de esterilidade
masculina é um ADN de sentido inverso que codifica um ¢ordae de
ADN complementar em relagdo a um cordido de ADN que é naturalmente
transcrito nas células dos estames das plantas sob o controlo
de um promotor endégeno conforme se descreve, por exemplo, na
publicagdo da patente de invengdo eyropeia N2 g 223 399. Pode
transcrever-se um tal ADN de sentido inverso numa sequéncia de
ARN capaz de se ligar a porgdo codificante e/ou ndo codifican-
te de um ARN, produzido naturalmente na célula do estame, de tal
modo que iniba a transferéncia do ARN naturalmente produzido.

Un exemplo de um ADN de sentido inverso &€ o ADN de sentido in-
verso do gene TA29 (descrito no Exemplo 2) que se expressa natu-
ralmente, sob o controlo do promotor TA29, nas células do tapetum

das anteras das plantas.

Un outro exemplo de um ADN de esterilidade masculi-
na codifica uma enzima especifica de ARN (isto é, a chamada
"ribozima"), capaz de uma clivagem altamente especifica contra
uma dada sequéncia alvo, conforme descrito por Haseloff e
Garlach (Nature 334, 1988, 585-591). Tal ribozima €, por exem-

plo,a ribozima langada contra o ADN codificado pelo gene TA29.

Ainda outros exemplos de ADNs de esterilidade mas-
culina codificam produtos que podem tornar as células dos esta-

mes sensiveis a doengas especificas, tais como infecgdes por
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fungos. Pode utilizar-se um tal ADN de esterilidade masculina
numa planta em que todas as outras células, nas quais ndo se
expressa o ADN da esterilidade masculina, sdo resistentes a

uma doenc¢a especifica.

Por "estranho", no que se refere a sequéncia de
ADN estranho da presente invengdo, pretende-se significar que
a sequéncia de ADN estranho contém um ADN estranho de esterili-
dade masculina e/ou um primeiro promotor estranho. Por "estranho',
no que se refere a um ADN, tal como o ADN de esterilidade mascu-
lina e um primeiro promotor, assim como um ADN indicador, um se-
gundo promotor e qualquer outro ADN, na sequéncia de ADN estfanho,
entende-se que tal ADN n&do se encontra no mesmo meio gendmico
na célula da planta transformada com esse ADN, de acordo com
a presente invengdo, tal como o estd esse ADN quando se encon-
tra naturalmente na célula da planta, bactéria, animal, fungo,
virus, ou similares, a partir das quais se origina um tal ADN.
[sto significa, por exemplo, que o ADN estranho de esterilidade
masculina ou o ADN indicador pode ser: 1) um ADN nuclear numa
planta de origem; 2)enddgeno a célula da planta transformada
(isto é,a partir de uma planta de origem com o mesmo gendtipo
que a planta a transformar); e 3) na mesma unidade transcricio-
nal que o seu proprio promotor enddgeno e informagdes de regula-
Gdo de transcrigdo na extremidade 3' (da planta de origem) na
sequéncia de ADN estranho da presente invencgdo na célula da
planta transformada; mas 4) inserido num local do genoma nu-
clear da célula da planta transformada diferente daquele em que

se encontrava na planta de origem, pelo gque n3o se encontra
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rodeado na célula da planta transformada pelos genes que o
rodeiam naturalmente na planta de origem. Um ADN estranho de
esterilidade masculina ou um ADN indicador pode, também,

por exemplo : 1) ser um ADN nuclear numa planta de origem ; e
2) ser enddgeno a célula da planta transformada ; mas, 3) en-
contrar-se na mesma unidade transcricional que um promotor
enddgeno diferente (isto é, n8o o seu proprio) e/ou informa-
¢O0es de requlacgdo de transcrigdo da extremidade 3' numa se-
quéncia quimérica de ADN estranho da presente invengdo numa
célula de uma planta transformada. Um ADN estranho de esterili-
dade masculina ou um ADN indicador pode também ser: um ADN nuc-
lear numa planta de origem; e 2) ser enddgeno a célula da
planta transformada; mas 3) encontrar-se na mesma unidade
transcricional que um promotor heterdlogo e/ou informagdes

de regulagdo de transcrigdo na extremidade 3' numa sequéncia
quimérica de ADN estranho da presente invengdo numa célula de
planta transformada um ADN de esterilidade masculina ou um

ADN estranho também pode,por exemplo, ser hetérdlogo a célula
da planta transformada e encontrar-se na mesma unidade trans-
cricional em que se encontra um promotor enddgeno e/ou informa-
¢6es de regulacgdo de transcrigdo da extremidade 3' (por exemp-
lo do genoma nuclear de uma planta com o mesmo gend6tipo que

a planta a ser transformada) numa sequéncia quimérica de ADN
estranho da presente invengdo numa célula de planta transfor-
mada. Um exemplo de um ADN estranho de esterilidade masculi-

na pode surgir a partir do genoma de uma planta com o mesmo
gendotipo que o da planta a ser transformada e codificar umg
enzima catalitica tal como uma protease ou ribonuclease, que

é endbgena as células dos estames da planta a ser transformada,
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pelo que se produz a enzima em excesso nas células transfor-
madas dos estames no sentido de perturbar significativamente
0 seu metabolismo, funcionamento e/ou desenvolvimento. De pre-
feréncia, o ADN de esterilidade masculina e o ADN indicador
sdo ambos heterdlogos para a célula da planta a ser tranforma-

da.

Por"heterélogogno que se refere ao ADN, tal como um
ADN de esterilidade masculina, um primeiro promotor, um ADN indi-
cador, um segundo promotor e qualquer outro ADN na sequéncia
de ADN estranho, pretende-se referir um ADN que ndo se encontra
naturalmente no genoma nuclear das células de uma planta com o
mesmo gendtipo da planta 3 ser transformada. Exemplos de ADNs
heter6logos incluem os ADNs dos cloroplastos e das mitocdndrias
obtidos a partir de uma planta com o mesmo genétipo da planta a
ser transformada, mas os exemplos preferidos sdo os ADNs dos clo—'
roplastos, mitocdndrias e ADNs nucleares das plantas que possuem
um gendtipo diferente das plantas a serem transformadas, ADNs

de genomas animais e bacterianos e ADNs plasmidicos e cromossd-

micos de genomas, fungos e de virus.

Por "quimérica", no que se refere a3 sequéncia de
ADN estranho, da presente invengdo, pretende-se referir que pelo
menos um dos seus ADNs de esterilidade masculina: 1) n3o se
encontra na natureza sob o controlo do seu primeiro promotor
para um ADN de esterilidade masculina; 2) n&@o se encontra na
natureza no mesmo locus genético de, pelo menos, um dos seus
ADNs indicadores. Exemplos de sequéncias quiméricas de ADN

estranho, da presente invengdo, compreendem: um ADN de esterili-
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dade masculina de origem bacteriana sob o controlo de um primei-
ro promotor da planta de origem; e um ADN de esterilidade magcu—
lina da planta de origem sob o controlo de um primeiro promotor
da planta de origem e no mesmo locus genético de um ADN indica-

dor de origem bacteriana.

Uma vez que o ADN de esterilidade masculina se ex-
pressa selectivamente nas células dos estames de uma planta, é
preferivel que o promotor primario, que controla o ADN de esteri-
lidade masculina na sequéncia de ADN estranho, seja um promotor
capaz de comandar selectivamente a expressdo do gene nas célu-
las do estame das plantas. (Por "estame" pretende-se referir o
org3o das flores que constituem o gameta masculino e que englobam
uma antera e um filete). Um promotor especifico de um estame
pode ser um promotor enddégeno ou um promotor exdgeno e pode ser
do genoma nuclear ou do genoma do cloropasto ou do genoma mitocondriaco da
célula da planta. Em qualquer dos casos, o primeiro promotor:é
estranho ao genoma nuclear da célula da planta a ser transforma-
da. De preferéncia, o primeiro promotor faz com que o ADN de
esterilidade masculina se expresse apenas nas células das ente-
ras, do pdélen ou dos filetes, especialmente no tapetum ou células
epidérmicas das anteras. Pode seleccionar-se e isolar-se o pri-
meiro promotor mediante um procedimento bem conhecido a partir de
espécies de plantas que se pretendem tornar masculinas estéreis,
uma vez que o primeiro promotor comanda, de um modo selectivo,
a expressdo do ADN de esterilidade masculina nas células dos
estames de modo a aniquilar ou a incapacitar o estame e a tor-
nar a planta incapaz de produzir gémetas masculinos férteis.
Também se selecciona e isola o primeiro promotor, de preferéncia,
uma vez que é eficaz para impedir a expressdo do ADN de esteri-

lidade masculina nas outras partes da planta que ndo estdo en-
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volvidas na produgdo de pdlen fértil, especialmente nos érgaos
femininos da planta. Pode, por exemplo, identificar-se e isolar-se
numa planta. um primeiro promotor endégeno adequado especifico

dos estames que se pretende transformar em masculina estéril,

por:

l. pesquisa de um mARN que apenas se encontra presente na
planta durante o desenvolvimento dos seus estames, de

preferéncia nas suas anteras, polén ou filetes;

2. isolamento desse mARN especifico dos estames;

3. preparagdo de um cADN a partir desse mARN especifico

dos estames;

4. utilizag3o deste cADN como uma sonda para identificar
as regifies no genoma da planta que contém ADN que co-

difica para o mARN especifico do estame; e depois

5. identificagdo da porgdo do genoma da planta que se encon-
tra a montante (isto é,5') do ADN que codifica o mARN
especifico do estame e que contém o promotor deste

ADN.

Exemplos de tais primeiros promotores sdo o promotor
TA29, o promotor TAZ6 e o promotor TAl3, descritos nos exemplos
que se apresentam adiante, que se isolaram a partir do tabaco
e sdo promotores especificos do tapetum. A partir deste genoma
pode isolar-se um outro primeiro promotor especifico do tapetum
de outras espécies de plantas, utilizando o gene TA29, TA26 ou
TA13 como uma sonda, tal como no passo 4 anterior. Sob condigdes
de hibridagdo, tal sonda hibridar-se-3a com o ADN que codifica um

mARN especifico do. tapetum numa mistura de sequéncias de ADN a
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partir do genoma de outras espécies de plantas (Mantatis et al.,

Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Ed. Cold Spring Harbour

Laboratory, 1982). Depois disto, tal como no passo 5 anterior
pode identificar-se o outro primeiro promotor especifico do

tapetum.

Se se encontrar presente mais do que unADN de esteri-
lidade masculina na sequéncia de ADN estranho, da presente inven-
¢d0, todos os ADNs de esterilidade masculina podem estar sob o
controlo de um dGnico primeiro promotor, mas, de preferéncia, cada
ADN de esterilidade masculina encontra-se sob o controlo do seu
proprio primeiro promotor. Quando se encontram presentes na sequén
cia de ADN estranho uma pluralidade de ADNs de esterilidade mas-
culina, também podem codificar o mesmo ou diferentes primeiros
ARN(s), polipéptido(s) ou proteina(s). Por exemplo, quando o
ADN de esterilidade masculina codifica um ARNase tal como a
ARNase Tl, é preferivel que, pelo menos, 3 e, especialmente de 4
a 6 copias de ADN de esterilidade masculins e o seu promotor
primario sejam proporcionadas na sequéncia de ADN estranho. Em
qualquer dos casos, todo o ADN(s) de esterilidade masculina e
os seus primeiro(s) promotor@§ devem encontrar-se, de preferén-
cia, adjacentes um ao outro na sequéncia de ADN estranho e em
qualquer vector utilizado para transformar células de plantas com

a sequéncia de ADN estranho.

A selecgdo da sequéncia de ADN indicada também ndo
€ critica. Pode seleccionar-se e isolar-se um ADN indicador ade-
quado, segundo um procedimento bem conhecido, uma vez que este
codifica um segundo mARN, proteina ou polipéptido que permite

distinguir e separar facilmente as plantas que expressam o ADN
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indicador das plantas que ndo expressam o segundo ARN, proteina
ou polipéptido. Exemplos de ADNs indicadores codificam proteinas
que podem proporcionar uma cor que permite distinguir as células
das plantas, tal como o gene Al que codifica a desidro-quercetina—

-4-redutase (Meyer et al., Nature, 330, 1987, 677-678) e o gene

da glucoronidase (Jefferson et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

("PMMAS") 83, 1988, 8447), ou que proporcionam uma caracteristi-
ca morfoldgica especifica na planta tal como nanismo ou uma forma
diferente das folhas. Outros exemplos de ADNs indicadores conferem
as plantas: toleradncia a fadiga, tal como a proporcionada pelo

gere quecodifica a super6xido-dismutase, de acordo com o descrito

no pedido de patente de invengdo europeia N2 B8B/402222,9; resis-

téncia & doenga ou a peste tal como a proporcionada pelo gene que

codifica uma endotoxina do Bacillus thuringiensis que confere

resisténcia aos insectos conforme descrito no pedido de patente
de invengd@o europeia N2 86/30029.1 ou um gene que codifica um
péptido bacteriano que confere uma resisténcia bacteriana conforme

se descreve no pedido de patente de invengdo europeia N288/401673.4.

Os ADNs indicadores preferidos codificam proteinas
secundarias ou polipéptidos que inibem ou neutralizam a accdo
de herbicidas tais como: o gene sfr e o gene sfrv que codificam
enzimas que conferem resisténcia aos inibidores da glutamino-
-sintetase tais como "Biolaphos" e fosfinotricina, conforme des-
crito no pedido de patente de invengdo europeia N287/4005440;
genes que codificam enzimas alvo modificadas para certos herbi-
cidas que possuem uma afinidade para os herbicidas menor do que
as enzimas enddgenas que se originem naturalmente, tais como a

glutamino-sintetase modificada como um alvo para a fosfinotricina,
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conforme se descreve na publicagfo da patente de invencdo euro-
peia N2 0 240 792 e uma 5-enol-piruvil-siquimato-3-fosfato-
-sintetase modificada como um alvo para o glicosato, conforme
se descreve na publicagdo da patente de invengdo europeia

Ne 0 218 571.

Também pode seleccionar-se e isolar-se o segundo
promotor que controla o ADN indicadar segundo um procedimento
bem conhecido, uma vez que o ADN indicador se expressa selecti-
vamente quer num quer em mais tecidos especificos ou células
especificas ou de modo constitutivo em toda a planta, conforme
desejado, dependendo da natureza do segundo ARN, proteina ou
polipeptido codificado pelo ADN indicador. Por exemplo, se o
ADN indicador codificar a resisténcia a um herbicida, pode ser
Gtil ter o ADN indicador expresso em todas as células da planta,
utilizando um segundo promotor constitutivo potente, tal como

um promotor 35S (0Odell et al., Nature, 313,1985, 810-812),

um promotor 355'3 (Hull e Howell,Viroloqy, 86 1987, 482-493),
o promotor do gene da nopalino-sintetase ("PNOS") do plasmido Ti

(Herrera-Estrella, Nature, 303, 1983, 209-213) ou o promotor

do gene da octopino-sintetase ["POCS" De Greve et al., J. Mol.

Appl. Genet. 1 (6), 1982, 499-511). Se o ADN indicador codificar

uma proteina que confira resisténcia a uma doencga, serd Gtil
possuir o ADN indicador expresso selectivamente no tecido lesa-
do, utilizando, por exemplo, um promotor TR, tal como os promo-
tores TRI' ou TR2' do plasmido Ti (Vemlten et al., EMBO J. 3,
1984,2723-2730). Se o ADN indicador codificar a resisténcia a um
herbicida, seréd Gtil possuir o ADN indicador expresso selecti-

vamente no tecido verde, utilizando, poe exemplo, o promotor do



gene que codifica a pequena sub-unidade de Rubisco (pedido de
patente de invengdo europeia N2 87/400 544.0). Se o ADN indica-
dor codificar um pigmento, poderad ser (til possuir o ADN indi-
cador expresso em células especificas, tais como as células das
pétalas, as células das folhas ou as células das sementes, de

preferéncia na camada exterior do revestimento da semente.

Pode-se identificar e isolar, segundo um proce-
dimento bem conhecido, um segundo promotor especifico de um tecido
para uma planta que se pretende transformar em masculina estéril

e facilmente diferenc iada das plantas ndo transformadas por:

1. pesquisa de um mARN que apenas se encontra presen-
te na planta durante o desenvolvimento de um de-
terminado tecido, tal como o das pétalas, folhas

ou sementes;

2. isolamento do mARN desse tecido especifico;

3. preparacgdo de um cADN a partir desse mARN especi-

fico do tecido;

4. utilizacdo desse cADN como uma sonda para identifi-
car as regides do genoma da planta que contém o ADN

que codifica o mARN especifico do tecido; e, depois,

5. identificacdo da porgdo do genoma da planta que
se encontra a montante do ADN gue codifica o mARN

especifico do tecido e que contém o promotor do
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referido ADN.

Se se encontrar presente mais do gque um ADN indicador,
na sequéncia de ADN estranho, de acordo com a presente invencgdo,
todos os ADNs indicadores podem encontrar-se sob o controlo de
um Unico segundo promotor, mas, de preferéncia, cada um dos ADNs
indicadores encontrar-se-a sob o controlo do seu préprio promotor.
De preferéncia, cada um dos ADNs indicadores encontrar-se-a sob o
controlo do seu proprio sequndo promotor e codificaréd um segundo
ARN, proteina ou polipéptido diferentes, proporcionando caracteris-
ticas diferentes e distintas a planta transformada. Em qualquer
dos casos, o(s) ADN(s) indicador(es) e o(s) promotor secundario(s)
serdo adjacentes um ao outro e a um ou mais ADNs de esterilidade
masculina contidos na sequéncia de ADN estranho, da presente inven-
cdo, e em qualquer um dos vectores utilizados para transformar

as células das plantas com a sequéncia de ADN estranho.

Prefere-se, geralmente, que o primeiro ARN, proteina
ou polipéptido, codificado pelo ADN de esterilidade masculina,
interfira de modo significativo com o metabolismo, funcionamento
e/ou desenvolvimento das células do estame, actuando no citoplasma
ou no nicleo das células do estame. No entanto, quando se pretende
que as primeira proteina ou polipéptido e/ou a segunda proteina
ou polipéptido sejam transportadas do citoplasma

para os cloroplastos ou mitbcondrias das células das plantas
transformadas, a sequéncia de ADN pose incluir, para além disto,
um ADN estranho, adicional, que codifica um péptido de transporte.
0 ADN adicional encontra-se entre o ADN de esterilidade masculina

e o promotor primario se a primeira proteina ou polipéptido se



-27-

2
N

Ryl

destina a ser transportada desse modo e estd entre o ADN indicador
e o promotor secundario se a segunda proteina ou polipéptido se
destina a ser transportada deste modo. Por ”péptido de transpor-
te" pretende-se referir um fragmento de polipéptido que se encontra
normalmente associado a uma proteina ou sub-unidade de proteina

de um cloroplasto ou de uma mitocOndria e que se produz na cé-
lula como a proteina precursora codificada pelo ADN nuclear da
célula. 0 péptido de transporte é responsdvel pelo processo de
translocagdo da proteina ou sub-unidade de proteina da mitocdn-
dria ou do cloroplasto, codificadas no nlcleo, para o interior

dos cloroplastos ou das mitocondrias e durante este processo o
peptido de transporte separa-se ou é proteoliticamente removido

da proteina ou sub-unidade do cloroplasto ou da mitocdndria.

Podem proporcionar-se um ou mais ADNs adicionais a sequéncia

de ADN estranho, da presente invengdo, para transportar um ou
mais primeiros ou segundos proteinas ou polipéptidos, de acordo
com o descrito, de um modo geral, nos pedidos de patente de in-
vengd@o europeias N9s: B85/402 596.2 e 88/402 222.9 e por: Van den
Broeck et al., Nature 313, 1985, 358-363; Schatz, Eur. J. of

Bioch. 165, 1987, 1-6; e Boutry et al., Nature 328, 1987, 340-

342. Um exemplo de um péptido de transporte adequado para o
transporte para o interior dos cloroplastos é o péptido de trans-
porte da pequena sub-unidade da enzima RUBP-carboxilase (pedido
de patente de invengdo europeia N2 85/402 596.2) e um exemplo de
um péptido de transporte para o transporte para o interior das
mitocdndrias é o péptido de transporte da enzima Mn-superdxido-

-dismutase (ver exemplo 16).

Na sequéncia de ADN estranho, da presente invengédo,
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podem seleccionar-se informag8es requladoras de transcricdo na
extremidade 3', entre aqueles que sdo capazes de possibilitar o
terminus de transcrigdo e poliadenilagdo correctos do mARN nas
células das plantas. Os sinais reguladores de transcrigdo podem

ser os sinais naturais do gene a ser transcrito, mas, também, podem
ser estranhos ou heterdlogos. Exemplos de sinais de transcricgdo
heterdlogos s&do os do gene da octopino-sintetase (Gielen et al.,
EMBO J. 3 , 1984, 835-845) e o gene 7 do ADN T (Veltten e Schell

Nucleic Acids Research ("NAR") 13, 1985, 6981-6998).

Também de acordo com a presente invengdo, podem
utilizar-se culturas de células de plantas, tais como culturas de
células de anteras, contendo a sequéncia de ADN estranho da presen-
te invengdo, na qual o primeiro promotor efectua a expressao do
ADN de esterilidade masculina, numa dada fase de desenvolvimento
do pdolen, de um modo mais especifico, apds a meliose, para regene-
rar plantas masculinas estéreis homozigdticas dominantes ("Efficient
isolation of microspores and the production of microspore-derived

embryos from Brassica napus", E.B. Swanson, M.P. Coumans, S.C. Wu,

T.L. Barby e W.D. Beversdorf, Plant Cell Reports, 6, 1987, 94-97).

Ainda de acordo com a presente invencido, proporcionam-
-se processos para a producdo de sementes hibridas que se podem
desenvolver para darem plantas hibridas. Um processo envolve o cru-
zamento de uma planta masculina estéril a nivel do nicleo, que
inclua, pelo menos, um ADN indicador, com uma planta masculina fér-
til sem o ADN indicador. Plantaram-se as plantas masculinas esté-
reis e masculinas férteis em filas separadas, prdximas uma da outra.

Um outro processo envolve o cruzamento de uma planta nuclearmente
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masculina estéril, incluindo, pelo menos, dois ADNs indicadores
diferentes com wuma planta masculina fértil, que possui em co-

mum com a primeira apenas um dos dois ADNs indicadores diferentes
numa forma homozigdtica. Podem desenvolver-se os progenitores das
plantas masculinas estéreis e das plantas masculinas férteis,

numa populagdo substancialmente aleatéria, aumentando as hipdteses
de polinizag8o cruzada, sem necessidade de padrdes precisos de
plantagdo. Em seqguida, pode remover-se facilmente, de entre a popu
lagdo, a planta progenitora masculina fértil, utilizando caracte-
risticas distintas codificadas pelo ADN indicador ndo comum

que a planta progenitora masculina fértil ndo possuia. Neste pro-
cesso, de preferéncia, o ADN indicador ndo comum, na planta
masculina estéril, encontra-se sob o controlo de um promotor
constitutivo e codifica uma proteina ou polipéptido que torna a
planta masculina estéril resistente a um dado herbicida. Pode des-
truir-se a planta masculina fértil, apds polinizacdo cruzada, uti-

lizando o referido herbicida.

As plantas que se transforriarancom o ADN de esteri-
lidade masculina, de preferéncia com o ADN de esterilidade mas-
culina e o ADN indicador codificando a resisténcia ao herbici-
da, integradas de um modo estdvel e transmissiveis através das
geragOes como alelos dominantes de acordo com a presente invencio
sdo alternativas e proporcionam diversas vantagens sobre os sis-
temas de esterilidade masculina citoplédsmica que se utilizam
presentemente na reprodugdo e produgdo de colheitas hibridas.

Tais vantagens englobam:

1. Para cereais de polinizagdo cruzada a estratégia

de reprodugdo é mais simples, devido ao facto de



ndo ser necessario introduzir um gene restaura-
dor na linha progenitora masculina fértil, no cru-
zamento que produzira a semente hibrida comercial-
mente vendida. Na realidade, uma linha progenitora
nuclearmente masculina estéril heterozigética cru-
zada com uma outra linha progenitora masculina
fértil, para produgdo comercial de sementes, pro-
duzird (ng descendéncia hibrida masculina estéril
de 50% e uma descendéncia hibrida masculina fér-
til de 50%, dai resultando que a sementeira comer-
cial produza pdlen suficiente para garantir a fe-
cundagdo completa das sementes e proporcionar assim
uma produgdo normal.

Constituem exemplos de tais colheitas os cereais

e a colza.

2. Para as colheitas para as quais as sementes nio representam

0 produto comercial, a estratégia de reprodugd@o também é simples,
sem necessidade de um gene restaurador expresspg na linha progeni-
tora masculina fértil, E claro que para estas colheitas ndo tem im-
portdncia que 50% das sementes hibridas comercialmente vendidas
sejam masculinas estéreis. Exemplos dessas colheitas s3o a beterra-

ba e a alfafa.

3. Este sistema permite, numa operacgdo, a produgdo de linhas
nucleares masculinas estéreis e de linhas de manutencdo a partir

de linhas existentes, da mesma familia, eliminando a necessidade de
un cruzamento de reforgo. Isto reduz o intervalo de tempo entre

a concepgdo e a comercializagdo de um hibrido, ao longo de, pelo
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menos, 6 a B8 geragdes. Um exemplo de uma estratégia tipica para a
produgdo de plantas hibridas, utilizando como plantas progenito-
ras as plantas que possuem inserido e expresso o ADN de esterilidade

masculina, pode consistir nos seguintes passos:

1) efectuar manualmente hibridos de ensaio cruzando linhas
naturais e ensaiando a capacidade de combinagdo e as

caracteristicas seleccionadas (2 anos).

2) produzir uma linha progenitora de cada um dos hibridos
nuclearmente masculinos estéreis, de acordo com o proces-

so que constitui o objecto da presente invengdo (1 ano).

3) Multiplicar as plantas progenitoras nuclearmente masculi-
nas estéreis obtidas pelo referido processoc, daqui em
diante designadas por ”NS”, e a sua linha de manutengio,
daqui em diante designada por "A", e a planta progenitora
masculina fértil polinizadora, daqui em diante designada
por "B", da futura colheita comercial (3 anos). Introdu-
zindo durante o mesma periodo o0s hibridos seleccionados

em experiéncias oficiais de produgdo (3 anos).

4) produzir e vender as sementes hibridas aprovadas (1 ano).

4. Combinado com um ADN indicador que codifica a resisténcia a um

herbicida, um tal sistema de esterilidade masculina permite a pro-
dugdo de 2, 3 e 4 estados hibridos em qualquer combinagdo necesséa-
ria. Cré-se ser suficiente introduzir o ADN de esterilidade mascu-

lina e adjacente a este, o ADN indicador, no interior do genoma
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nuclear de uma planta que se utilizarda como uma das linhas

de reprodugdo avds (”grand parent'") para se obterem 2 ou 3 estados
hibridos e, no genoma nuclear de duas linhas avés para 4 esta-

dos hibridos. Pode manter-se cada uma das linhas de reprodu-

gdo de acordo com os dois cruzamentos seguintes e que aqui que

se fornecem, a titulo de exemplo, e em que "SH" representa, res-
pectivamente, os alelos dominantes de esterilidade masculina

(S) e da resisténcia a um herbicida (H) e sh representa os

alelos recessivos, respectivamente, de fertilidade masculina (s)

e da sensibilidade a um herbicida (h):

a. SH/sh x sh/sh proporciona uma descendéncia constitui-
da por 50% de SH e de 50% de sh e, apds aspersao
com o herbicida para o qual H confere resisténcia,

obtiveram-se plantas 100% estéreis.

b. sh/sh x sh/sh proporciona uma progénie 100% fértil.

5. Proporciona uma protecgdo para o possuidor do ADN indicador
que se integrou no sistema de esterilidade masculina tornando
mais dificil aos competidores reproduzir este ADN indicador nas

suas proprias linhas de producio.

Fornecem-se a seguir, a titulo de esclareci-
mento, dois exemplos de reprodugdo de sementes, de acordo com

a presente invengdo:
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ESQUEMA 1: Reproducdo de uma planta contendo um ADN de esteri-

lidade masculina adjacente a um ADN indicador que codifica a

resisténcia ao herbicida

1A) Conservando a linha AS de esterilidade masculina:

Linha ASH/sh y 1inha ash/sh

Proporciona-se

50% ASH/sh (fendtipo: masculino-estéril
resistente ao herbicida
50% ssh/sh (fendtipo: masculino-fértil,

sensivel ao herbicida)

1B Produgdo de colheitas de semente hibridas:

a) plantagdo de sementes de BSh/Sh (plantas masculinas e das
sementes obtidas pelo cruzamento 1A) que consistem em
aSH/sh ¢ 4e ash/sh ("plantas femininas") em filas sepa-

radas.

b) eliminagdo do gendtipo ash/sh por aspersdo as filas de

plantas femininas com o herbicida.

c) ocorréncia de polinizagdo cruzada:

aSH/sh  gsh/sh o gsh/sh y gsh/sh

proporciona nas filas femininas:

50% ABSH/Sh (fencgtipo: hibrido, masculino estéril,
resistente ao herbicida)

50% agsh/sh (fendtipo: hibrido, masculino fértil,
sensivel ao herbicida)

e nas filas de plantas masculinas 100% gsh/sh
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d) eliminagdo do gendtipo gsh/sh que ocorre nas
filas de plantas masculinas por aspersdo com

o herbicida ou por meios mecdnicos.
e) recolha das sementes hibridas das filas femininas

em que ocorreu a polinizacdo cruzada de c).

Fsta é a semente comercialmente vendida.

ESQUEMA 2: Reproduc3o de uma planta que contém um ADN de esteri-

lidade masculina adjacente de dois ADNs indicadores, codifi-

cando cada um deles uma resisténcia a herbicida diferente

(HI e H2).

2A) Conservagdo da linha AS de esterilidade masculina:

AS.ASHLH2/shlh2 , ashlh2/shlh2

Proporcionam-se

50% ASH1H2/shlh2 (fendtipo: masculino estéril,

resistente a ambos os herbicidas).
50% AShlh2/shlh2 (fendtipo: masculino fértil, sensivel

a ambos os herbicidas).

2B) Conservagdo a linha de polinizacdo B:

gshlH2/shlH2 y gshlH2/shlH2

proporciona

100% BshlH2/shlH2 (fendtipo: masculino fértil,

sensivel ao herbicida 1 e resistente aoc herbicida 2).

2C) Produgdo de colheitas de sementes hibridas:
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a) Plantag3do das sementes obtidas a partir de 2A)
e das sementes obtidas a partir de 2B, alea-
toriamente.

b) eliminacdo do gendtipo AShlh2/shlh2 por aspersao

do campo com o herbicida 2.

c) ocorréncia da polinizagdo cruzada:

ASH1H2/shlh2 y gshlH2/shlH2

Proporciona

50% ABSHlHZ/SthZ
50% ABShth/SthZ
e

ocorréncia da auto-polinizagédo:

gsh1H2/sh1H2 y gshlH2/shlH2

Proporciona

100% BSthZ/SthZ

d) eliminagdo das plantas com o gendtipo gshlH2/shlH2

obtidas a partir da linha progenitora B, para os
quails ocorreria a polinizagdo directa, por

aspersdaoc do campo com o herbicida 1.

e) recolha das sementes hibridas das plantas
ASHIH2/sh1H2 restantes obtidas pela polinizacgido

cruzada de c).

Os Exemplos que adiante se fornecem tém como objectivo tor-
nar mals esclarecedora a presente invengdo. As figuras refe-

ridas nos Exemplos sdo as seqguintes:
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1 apresenta os mapas de restrigdo do cADN de TA29

e do seu fragmento Clal no pTA2953, do Exemplo 1.

2 representa a sequéncia de cADN do fragmento Pstl do

gene TA29, do Exemplo 2.

3 A representa a sequéncia de ADN e a sequéncia amino-
dcida do gene TA29, desde o sitio Clal até ao si-
tio Hind III. Por cima das sequéncias indicam-se
os locais de restrigdo importantes e por debaixo
das sequéncias indica-se a sequéncia de aminoacidos

codificada por ORF. Também se indicam:

-do nucledtido ("nt") 1446 ao 1452:

compartimento TATA (asteriscos),

-no nt 1477: sitio de inficio de transcrigdo do

mARN de TA29 (asteriscos),

-do nt 1514 ao 1537: a sequéncia 3'-5' de oligdmero

de sintese, conforme descrito no Exemplo 2 e

- do nt 1940 ao 2296 (entre setas): a sequéncia de

alinhamento do cADN de TA29.

3B apresenta o alinhamento de cADN de TAl3 (linha do
topo) e do cADN de TA29 (linha ao fundo), conforme
discutido no Exemplo 4. Indicam-se os nucledtidos

hom6logos por linhas verticais.
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3C representa a sequéncia do ADN de TA26, conforme
discutido no Exemplo 4; o ORF encontra-se sublinha-

do.

4A indica de um modo esquemdtico. a construgdo do vector

pMB2 do Exemplo 3.

4B representa o mapa do vector pMB3 do Exemplo 3.

5 representa um mapa do vector pTTM3 do Exemplo 5.

6 representa um mapa do vector pTTM4 do Exemplo 7.

7A representa o mapa do vector pTTM6 do Exemplo 9.

7B representa um mapa do vector pTTM6A do Exemplo 11.

8 representa um mapa do vector pTTMB do Exemplo 12.

9A representa um mapa do vector pTVEPl do Exemplo 14.

9B representa um mapa do vector pTVEP2 do Exemplo l4.

10 A representa um mapa do vector pTVEP63 do Exemplo 16.

10 B representa um mapa do vector pTVEP62 do Exemplo 16.

11 representa uma fotografia de flores de plantas do

tabaco normais comparadas com flores de plantas do
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tabaco transformadas com o ADN de esterilidade masculina do

exemplo 9.

A fig. 12 representa uma fotografia de um corte transversal
de uma antera de uma planta do tabaco normal compara-
da com uma antera da planta do tabaco transforma-
da com o ADN de esterilidade masculina do Exemplo 9

(amplificacdo: 250 x).

Salvo indicagd@o em contradrio, todos os procedimentos para se
efectuarem as manipulagdes de ADN recombinante realizam-se de
acordo com métodos normalizados descritos por Maniatis et al.,

Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, 1982. Depositaram-se no Deutsche Sammlung Fdr

Mikroorganismen und Zellculturen ("DSM"), Mascheroder Weg 1B,
D-3300 Braunschweig, Replblica Federal da Alemanha ao abrigo
do Tratado de Budapeste: os plasmidgs e vectores seqguintes,

utilizados nos Exemplos:

i 1 1 ]
| Plasmido | No de Depdsito I |
| ou l no DSM ' Data l
| vector | | I
| } % {
| pMB3 | 4470 | 21 Marco 1988 |
| pGsc1600 | 4467 | 21 Margo 1988 I
| pccci700 | 4469 | 21 Marco 1988 I
| pGV2260 | 2799 | Dezembro 1983 I
| pGsc1701A | 4286 | 22 our. 1987 [
| pTTM4 | 4471 | 21 Marco 1988 |
| pMACS -8 | 4566 | 25 Abril 1988 l
| pTTMSE | 4468 | 21 Marco 1988 l

1 i i |

L
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EXEMPLO 1 - Subclonagem de um gene especifico de uma antera

(o "gene TA29")

Obteve-se do Professor Robert Goldberg da University
of California, Los Angeles (UCLA) : um cADN (cADNde "TA29")

especifico das anteras da Nicotiana tabacum clonada como um

fragmento Pstl no pBR329 (Covarrubias e Bolivar, Gene 17, 1982,

79), por prolongamento GC; e o clone gendmico correspondente
("lambda TA29"), que se isolou a partir da biblioteca gendmica
de N. tabacum "Samsun" utilizando o cADN TA29 como uma sonda e

que se inseriu no sitio EcoRI do fago vector lambda cH32 (Loenen

e Blattner, Gene 26, 1983, 171). 0 cADN TA29 possuia uma exten-

sdo de 365 pares de bases (+ 0,4 Kb) e hibridou-se com um
mARN especifico do tapetum de 1 100 nucledtidos que representa
0,24% do mARN de poli A" das anteras de N. tabacum. Conforme se

mostra na Fig. 1, TA29 lambda contém dois fragmentos EcoRI,

medindo a insercgdo total 13,2 Kb.

Subceanou-se um fragmento interno de Clal de
7,5 Kb, conforme se indica na fig. 1, contendo o gene TA29,
a partir de TA29 lambda, no pLK31 (Botterman e Zabeau
DNA 6, 1987, 6) que produziu um plasmido denominado"pTA29S3".

Fragmentos de lambda TA29 ligados a nitrocelulose e digeridos

com a combinagdo de EcoRI/Clal/HindIII-EcoRI e a combinagio

de Clal-EcoRI e hibridados contra cADN de TA29, indicaram a

presenga de sequéncias homélogas do cADN de TA29.
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EXEMPLO Z - Determinagdo da sequéncia de nucledtidos do cADN

de TAZ?9 e da sua sequéncia homdloga a partir do pTA29S3:

Cartografia do gene TA29 & do seu promotor.

Efectuou-se a sequenciagdo completa da insercao

PstI de cADN de TA29 no pBR329 (Maxam e Gilbert, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA ("PNAS"), 74 | 1977, 560). Na Fig. 2 apresen-
ta-se a sequéncia do cADN. Revela a presenga de uma sequéncia
de transcrigdo aberta sobre toda a sequéncia do cADN (conforme

se indica).

Em sequida, determinou-se a sequéncia da insergdo

Clal no pTA2953 desde o sitio Clal ao sitio HindIII (3261

pares de bases a parte). A comparagdo da sequéncia de cADN de
TA29 e da sequéncia de pTA2953 revelou a presenca de uma se-
quéncia no pTA2953 que era inteiramente homdloga da sequéncia

de cADN de TA29.

A Fig. 3 apresenta a sequéncia do gene TA29
no pTA2953. A sequéncia do pTA29S3 que é idéntica a sequéncia
de cADN de TA29 encontra-se entre as setas na Fig. 3. Reve-
la-se na Fig. 3 wuma suposta sequéncia de transcrigdo aberta
pela sequéncia de aminoadcidos correspondente. Isto indica que
0 gene TA29 codifica uma proteina de 321 residuos aminoacidos
e que ndo se encontram presentes intrdes na regido de cddigo.
A extensdo da sequéncia de transcricgdo aberta de 964 nucledsi-
dos (principais) assemelha-se ao tamanho de uma transcrigao
presente no mARN das anteras do tabaco, que se isolou a partir de botdes

novos ( 12-20 mm de comprimento) das flores do tabaco e ausente
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no mARN que se 1isolou a partir das folhas das flores mais velhas
(qguando os bot8es se encontram abertos e surgem as pétalas).

A extensd@o deste mARN é de, aproximadamente, 1 100 nucledtidos.

Existem dois coddes ATG, um no nucledtido
("nt") 1527 e outro no nt 1560, que podem funcionar como
codGes de iniciagdo para a sequéncia de transcrigdo aberta,
33 nucledtidos a parte. Existe uma sequéncia de consenso TATA
no nt 1446 presente 8l nucledtidos a montante da extremidade
5' do primeiro coddo ATG (indicado pelos asteriscos na Fig.3).
Para confirmar que este compartimento "TATA" faz pafte do pro-
motor do gene TA29, determinou-se a extremidade 5' do mARN de
TA29. Isto efectuou-se por desdobramento do promotor (Mc Knight
et al., Cell 25, 1981, 385). Com este objectivo, utilizou-se um
oligémero de 24 nucledétidos, possuindo a sequéncia; 5' GGA GCT
ACC ATT TTA GCT AAT TTC 3', uma vez que é complementar do gene

TA29 desde o nt 1514 ao nt 1537, conforme se indica na Fig. 3.

Marcou-se radioactiwamente este nucledtido com
32p por tratamento com quinina da extremidade 5'. Depois de se
ter hibridado com mARN das anteras, desdobrou-se o oligonucled-
tido por transcritase inversa. Analisou-se o oligonucleédtido
desdobrado resultante, num gel de sequenciagdo, a segulr a uma
progressao de sequencliagdo para determinar o seu tamanho exacto.
Verificou-se que o fragmento possuia 61 nucledtidos de exten-
sdo. Isto indica gque a iniciagdo de transcrigdo do mARN de TA29
teve lugar no nt 1477 (indicado por asteriscos na Fig. 3). Por
este motivo, o gene TA29 possui um compartimento "TATA" locali-

zadg 31 nucledtidos a montante do sitio de iniciagdo de trans-

crigd@o. 0 mARN contém uma sequéncia principal de 51 nucledti-



dos de extens&do desde o nt 1477 ao nt 1527, uma reqido de
cédigo de 964 nucledtidos desde o nt 1527 ao nt 2491 e uma
regido ndo codificante 3' de aproximadamente 100 nucledtidos
desde o nt 2492 ao nt 2590. Neste caso, pensa-se que, em apro-
ximadamente 92% dos genes das plantas presentemente caracteri-

zados [ Joshin, Nucleic Acids Research ("NAR") 15 (16), 1981,

6643 /7 se utiliza o primeiro coddo AUG do mARN para iniciar a
transferéncia. 0 promotor TA29 parece, por isso, encontrar-se

localizado entre o sitio de restrigdo Clal e o nt 1477.

EXEMPLO 3 - Construgdo de uma sequéncia promotora ("PTA29")

derivada do gene TA29

Para se construirem sequéncias quiméricas de ADN
contendo as sequéncias reqguladoras da extremidade 5', incluin-
do o promotor, do gene TA29 na mesma unidade transcricional
e, sob o controlo de um primeiro ADN heterdlogo de esterilida-
de masculina, construiu-se uma sequéncia conforme se indica
na Fig. 4, efectuando a subclonagem, de um fragmento Clal/Accl
de 2,5 Kb de pTA2953 no sitio de ligagdo mlltipla de AcclI de
PMAC 5-8 (pedido de patente de invengdo europeia N287/402348.4).
Produziu-se um vector denominado "pMB2", que se apresenta na
Fig. 4, gque se pode utilizar para isolar um ADN de cord3o simples,

para se utilizar em mutagénese comandada de um sitio.

Depois, modificou-se a sequéncia em redor do
primeiro codao ATG, AAAATGGTA para ACCATGGTA, substituindo

dois residuos de adenina por residuos de citosina. Esta mutagao
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criou a sequéncia CCATGG que constitui o sitio de reconheci-

mento para a enzima de restrigdo Ncol. Esta mutagénese comanda-

da de um sitio efectuou-se no pMB2 utilizando um oligonucled-

tido de sintese de 24 nuclebétidos com a sequéncia sequinte:

3'GTT TAA TCG ATG GTA CCA TCG AGG 5'

0 plasmido resultante,contendo o sitio Ncol re-
centemente criado, designou-se por "pMB3" e apresenta-se na
Fig. 4B. Determinou-se a sequéncia precisa do nucledtido que
abrange o sitio Ncol com o objectivo de se confirmar que esta

apenas diferia da sequéncia 5' do gene TA29 na substituigdo AA--

CC, originando o sitio Ncol. Designou-se por "PTA29" o fragmento
Clal--Ncol de 1507 nucledtidos de extensido.

EXEMPLO 4 - Identificacdo de clones de cADN obtidos a partir

de outros mARNs especificos dos estames

Para demonstrar que se podiam identificar outros
mARNs especificos das anteras e serem depois utilizados para se
isolarem clones de cADN com propriedades andlogas as do gene
TA29, obtiveram-se através do Professor Goldberg da UCLA dois
outros cADNs especificos das anteras do N. tabacum ("cADN de

TA13" e "cADN de TA26").

0 cADN de TAl3 é um clone de 1 100 pares de
bases que se hibridou com duas espécies de mARN de, respectiva-
mente, cerca de 1100 e 1200 nucledtidos, os quais s&o especifi-

cos das células do tapetum e que abundam num estddio muito preco-
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ce do desenvolvimento das anteras. Efectuou-se a sequenciagdo
do. cADN de TAl3 wutilizando o procedimento do Exemplo 2 e de-
pois comparou-se com a sequéncia de cADN de TA29, conforme indi-
cado na Fig. 3B. Esta comparagdo de sequéncias revelou que o
cADN de TAl3 e o cADN de TA29 partilhavam uma homologia de

92% e que ORF era muito rico em glicina.

Efectuou-se a clonagem do cADN de TA26 com um
Pstl inserido no pBR329 por miltiplo prolongamento GC. E um
clone de 519 pares de bases que se hibridou com um esnécie de
mARN de tabaco de 580 nucledotidos, sendo este mARN - especi-
fico para as células do tapetum e abundante em determinados
estadios do desenvolvimento das anteras. Efectuou-ée a sequen-
ciagdo de todo o cADN e TA26. utilizando o procedimento do
Exeﬁplo 2,e quando se comparou com a sequéncia do cADN de TA29,
verificou-se ndo existir homologia. Na Fig. 3C proporciona-se

a sequéncia do cADN de TA26.

EXEMPLO 5 - Construcdo de uma sequéncia quimérica de ADN de

PTA29 e de um gene de glucoronidase

Construiu-se um plasmido designado por "pTTM3'",
que se apresenta na Fig. 5, por asscclagdo dos seguintes frag-

mentos de ADN, bem conhecldos:

1. um fragmento vector, que inclui as sequéncias

extremas, derivado do pGSC1600;

2. uma sequéncia quimérica contendo a sequéncia
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promotora de PTA29 do Exemplo 3, fundida estrutu-
ralmente com um fragmento Ncol/EcoRI de pMB3,
contendo um gene de E. coli que codifica a beta-
-glucoronidase /"GUS (Jefferson et al., PMNAS 83,
1986, 8447; Jefferson et al., EMBO J. 6 , 1987,
3901 7 e os sinais da extremidade 3' de um gene de
octopino-sintetase /"0CS" (Dhaese et al., EMBO J.

2, 1983, 419 J;

3. uma sequéncia quimérica contendo um promotor de
Arabidosis SSU ("PSSU" ou "PSSUARA"), um gene de
resisténcia a um herbicida sfr (pedido de patente
de invengdo europeia N2 87/400 544.0) e as infor-
magdes da extremidade 3' de um gene 7 de ADN T

[Velten e Schell, NAR 13, 1985, 6981 7; e

4. uma sequéncia quimérica contendo o fragmento
EcoRI/Sacl de pGSFR401 que contém um promotor da
nopalino-sintetase ("PNOS"), um gene neo que co-

difica a resisténcia a canamicina e os sinai: da

extremidade 3' de um gene de octopino-sintetase
(pedido de patente de invengdo europeia N2:

87/400 544.0), em que pGSFR401 se designa por "pGSR4".

0 pTTM3 é um vector de ADN T contendo, nas sequén-
cias das extremidades de ADN T, duas sequéncias quiméricas:
PSSU-sfr, na qual sfr é um ADN indicador (pedido de patente de
invengdo europeia N2 B87/400 544.0) sob o controlo de PSSU como
um segundo promotor; e PTA29-GUS é um gene de transmissdo cuja

expressdo nas plantas e nas células das plantas sob o controlo
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do promotor TAZ9 pode ser facilmente localizada e quantificada.

EXEMPLO 6 - Introdugdo de uma sequéncia de ADN quimérica do

Exemplo 5 no Tabaco

Construiu-se uma estirpe recombinante do

Agrobacterium por deslocagdo do pTTM3 (do Exemplo 5) a partir

da E. coli para o interior do Agrobacterium C58Cl Riﬁ que

contém o pGV2260 (De Blaere et al., NAR 13 , 1985, 4777).

Efectuou-se a deslocagdo utilizando a E.coli HB1l0l contendo
pRK2013 (Figurski et al., PNAS 76, 1979, 1648) como um auxiliar,

conforme descrito na publicagdo do pedido de patente de invencgdo

europeia N2 0 116 718. A estirpe de Agrobacterium resultante

continha um plasmido hibrido Ti, que compreendia pGV2260 e

pTTM3.

Utilizou-se esta estirpe para transformar os
discos das folhas do tabaco (N.tabacum Petite Havane SR1)
utilizando procedimentos normalizados, conforme descrito, por
exemplo, no pedido de patente de invengdo europeia N287/400544.0.
Seleccionaram-se os caules e os rebentos transformados utilizan-
do, no meio, 5 mg/l do herbicida fosfinotricina (De Block et
al., EMBO J. 6,1987, 2513). Ndo se detectou actividade enzima-
tica da beta-glucoronidase nos rebentos e caules transformados

resistente ao herbicida.

Depois, deixaram-se os rebentos transformados

criarem raizes, transferiram-se para o solo da estufa e desenvol-
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7
veram-se até florescerem. Examinaram-se as flores e descobriu-
-se que apenas as células do tapetum nas anteras dos estames
continham actividade de beta-glucoronidase. Este facto demonstra
que o propotor TA29 é capaz de comandar, selectivamente, a ex-

pressdo de um gene heterdlogo, tal como o gene da beta-gluco-

ronidase, nas células do tapetum das plantas.

EXEMPLO 7 - Construcdo de uma sequéncia quimérica de ADN de

PTA29 e de um gene 4

Construiu-se um plasmido que se designou por
"pTTM4", apresentado na Fig. 6, pela associagdo dos seguintes

fragmentos, bem conhecidos, de ADN:

1. um fragmento vector, incluindo as sequéncias extremas
de ADN T, derivado de pGSC1l700 [/ Cornellisen e Vandewise, NAR,

17 (1), 1989, 19-29 7;

2. a sequéncia quimérica (N2 3) do Exemplo 5, contendo
o promotor PSSU que controla a express3o do gene sfr e da extre-

midade 3' do gene 7 de um ADN T.

3. a sequéncia quimérica (N24) do Exemplo 5, contendo

o promotor PNOS que controla a expressao do gene neo e da extre-

midade 3' do gene da octopino-sintetase; e

4. a sequéncia quimérica que contém a sequéncia pro-
motora de PTA29, do Exemplo 3, estruturalmente fundida com um

ADN T do gene 4 do Agrobacterium que codifica o isopentil-

-transferase (Akiyoshi et al., PNAS 76, 1984, 5994; Barry et al.,

PNAS 81, 1984, 4776) que contém os seus prdprios sinais regu-
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ladores de transcrigdo da extremidade 3'.

0 pTTM4 é um vector binario de tipo ADN T contendo, nas extre-
midades das sequéncias de ADN T, as sequintes sequéncias qui-
méricas: PSSU-sfr e PNOS-peo nos quais os genes sfr e neo sao
ADNs indicadores que codificam indicadores seleccionaveis de
caracter dominante para as plantas que se encontram sob o con-
trolo de PSSU e de PNOS comp promotores secunddrios, respecti-
vamente; e o gene 4 de PTA29, no qual o gene 4 existe um ADN

de esterilidade masculina que se encontra sob o controlo de
PTA29 como um primeiro promotor e que codifica o enzima isopen-
til-transferase que poderad originar um aumento na produgdo de
citoquinina. Um acréscimo na produgdo de citoquinina nas células

do tapetum, sob o controlo do promotor TA29, pertrbard o metabo-

lismo e a organogénese das células do tapetum.

EXEMPLO 8 - Introdugdo da sequéncia quimérica do Exemplo 7 no

Tabaco

Conforme se descreveu no Exemplo 6, introduziu-se
o pTMM4 (do Exemplo 7) com deslocagdo da E. coli para o

Agrobacterium C58C1 RifR. E estirpe de Agrobacterium resultante

continha um plasmido Ti de tipo binario que compreendia

pGV2260 e pTTM4.

Ainda de acordo com o descrito no Exemplo 6,
utilizou-se esta estirpe para transformar os discos das folhas
do tabaco e seleccionaram-se os caules e os rebentos transfor-

mados utilizando 5 mg/ml de fosfinotricina. Os rebentos resisten-
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tes ao herbicida criaram raizes, o que demonstra que o0 gene &4

ainda ndo se expressava nas plantas transformadas.

Transferiram-se, depois, as plantas para o solo.
numa estufa e deixaram-se crescer até florirem. Examinaram-se
as flores e ndo se encontraram células funcionais do tapetum
nas anteras dos seus estames. Isto demonstra que o promotor
TA29 é capaz de comandar, selectivamente, a expressaoc do gene 4

heterdlogo, nas células do tapetum das plantas.

EXEMPLO 9 - Construgdo de uma sequéncia quimérica de ADN de

PTA29 e de um gene T1 de ARNase

Construiu-se um plasmido que se designou por
"pTTM6", que se apresenta na Fig. 7A, pela associag3o dos bem

conhecidos fragmentos de ADN, que se seguem:

1. um fragmento vector, que inclui as sequéncias das

extremidade do ADN T, de pGSC1l600;

2. a sequéncia quimérica (N23) do Exemplo S5, que con-
tém o promotor PSSU, o gene sfr de resisténcia a

um herbicida e a extremidade 3' do ADN T do gene 7;e

3. uma sequéncia quimérica que contém a sequéncia pro-
motora de PTA29, do Exemplo 3, fundida estruturalmente
com um gene de sintese que codifica a ARNase Tl de

A. orrthyzae,

(Quaas et al., Biophosphates and their Analogues-

-Synthese, Structure, Metabolism and Activity,
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Amesterddo, Elsevier Science Publicher B.V.,
1987; Quaas et al., Eur. J. Biochem., 173,
1988, 617-622) e os sinais da extremidade 3' de
um gene de nopalina-sintese ("NOS") (An et al.,

EMBO J., & (2), 1985, 277).

0 PTTM6 é um vector de ADN T que contém, nas
sequéncias das extremidades do ADN T, duas sequéncias quiméri-
cas; PSSU-sfr que é um ADN indicador sob o controlo de PSSU como
um segundo promotor; e o gene T1 de PTA29-ARNase, que é um ADN
de esterilidade masculina sob o controlo de PTA29 como um pri-
meiro promotor. A expressd@o nas células do tapetum do ADN de
esterilidade masculina sob o controlo do promotor TA29 produzi-
rd ARNase Tl que serd letal para as células, uma vez que a
ARNase Tl degradaréd as moléculas de ARN que sdo indispensdveis

para o metabolismo dessas células.

EXEMPLO 10 - Introdugdo de uma sequéncia quimérica de ADN do

Exemplo 9 no Tabaco

Conforme se descreveu no Exemplo 6, construiu-se

uma estirpe de Agrobacterium recombinante por deslocagdo de

pTTMé (do Exemplo 9) da E. coli para o Agrobacterium C58C1l

RifR. Utilizou-se a estirpe de Agrobacterium resultante, portadora

de um plasmido Ti conjuntamente integrado, e que compreendia o
pGvV2260 e o pTTM6, para transfgrmar 05 discos das folhas do
tabaco. Seleccionaram-se os caules e os rebentos transformados

utilizando 5 mg/l de fosfinotricina. 0 seu crescimento demonstrou
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que o gene Tl de ARNase ndo se expressava nos caules e reben-

tos resistentes ao herbicida.

Os rebentos transformados criaram raizes,
transferiram-se para o solo, numa estufa e desenvolveram-se
até florescerem. As plantas do tabaco transformadas desenvol-
veram as suas flores normais excepto no que diz respeito as
suas anteras. As anteras, apesar de possuirem configurag¢do nor-
mal, abriram, espontaneamente, mais tarde, em comparagdo com
as anteras das plantas do tabaco ndo transformadas (ver Fig.ll).
Apos a discéncia, pouco ou nenhum pdlen se libertou das plantas
transformadas, e os grdos de pdlen formados pelas plantas
transformadas foi cerca de 50 a 100 vezes inferior em volume,
aos grdos de pdlen normais e eram de confiquragdo irreqular. Para
além disto, a maioria dos grdos de pdlen das plantas transforma-
das nd@o conseguiu germinar e a eficdcia de germinagdo do pdlen
das plantas transformadas foi cerca de 0 a 2% da eficacia de
germinagdo dos grdos de pdlen normais. Para além disto, as
plantas transformadas ndo produzem quaisquer sementes por auto-
-polinizagdo, nem por auto-polinizagdo natural nem por auto-

polinizagdo efectuada manualmente.

A avaliagd@o microscoOpica de uma secgdo trans-
versal de camada fina de uma planta transformada demonstrou
que ndo se havia formado uma camada de tapetum normal e que o
saco polinico se encontrava vazio (ver Fig. 12). Isto demonstra
que o promotor TA29 é capaz de comandar selectivamente a ex-
pressd@o do gene Tl heterdlogo de ARNase nas células do tapetum

das plantas transformadas e, que a ARNase é capaz de perturbar
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modo a tornar as plantas masculinas estéreis.

EXEMPLO 11 - Introducgdo de um derivado de uma sequéncia quimé-

rica de ADN do Exemplo 12 na colza

Construiu-se uma estirpe recombinante do

Agrobacterium por deslocagdo do pTTM6A~ da E.coli para o

Agrobacterium (58 Ria, que contém pMP90 (Konts e Schell,

Mol. Gen. Genetics, 204, 1986, 383-369). 0 plasnido pM90 pro-

porciona fungdes vir e trans e ndo é portador de um gene que
codifica a resisténcia a ampicilina. Conforme se indica na
Fig. 7B, o pTTM6A" é um derivado de pTTMé6 (do Exemplo 9), no
qual se inactivou o gene da ﬁ—lactamase que codifica a re-
sisténcia a ampicilina, por insergdoc de uma sequéncia de ADN

no sitio Scal do gene da ﬂ—lactamase.

Utilizou-se a estirpe recombinante de Agro-
bacterium (que se designou por "A3144"), e que engloba pMP90

e pTTM6A~, para a transformag@o de Brassica napus, de acor-

do com o procediemnto de Lloyd et al., Science, 234, 1986,

464-466,e de Klimaszewska et al., Plant Cell Tissue Organ Cul-

ture, 4, 1985, 183-197. Utilizou-se a carbenicilina para ani-
quilar A3144 apds se ter efectuado a cultura simultdnea. Se-
leccionaram-se os caules transformados com 5 mg/l de fosfino-
tricina e lUD'/@/ml de canamicina, e regeneraram-se nas plantas
os caules resistentes. Apds indugdo dos rebentos e das raizes,

transferiram-se as plantas transformadas para uma estufa e



deixaram-se desenvolver até florirem. Examinaram-se as flores
que apresentaram essencialmente o mesmo gendtipo que se havia
observado nas plantas do tabaco transformadas, que se descre-
veu no bExemplo 10. Isto demonstra que o promotor TA29 §é capaz
de comandar, selectivamente, a expressio de um gene heterdlogo
de ARNase Tl nas células do tapetum das plantas que ndo sejam

tabaco,de modo a tornar essas outras plantas masculinas estéreis.

EXEMPLO 12 - Construgdo de uma sequéncia quimérica de ADN de

pPTA29 e de um gene Barnase

Construiu-se um plasmido que se denominou "pTTM8"
€ que se representa na Fig. 8, pela associagdo dos fragmentos

de ADN, bem conhecidos, que se sequem:

1. um fragmento vector, incluindo as sequéncias
das extremidades de ADN T, derivado de pGSC1700
(Cornelissen e Vandewiele, NAR, 17(1), 1989,
19-29) e no qual se inactivou o gene da B-lacta-
mase (1' da Fig. 8) por inserg3do de uma sequéncia

de ADN no sitio Scal;

2. a sequéncia quimérica (n23) do Exemplo 5, conten-
do o promotor PSSU, o gene sfr de resisténcia ao

herbicida e a extremidade 3' do gene 7 do ADN T;

3. a sequéncia quimérica (n%4) do Exemplo 5, e que
contém o promotor PNOS, o gene neo e a extremida-

de 3' do gene da oactopino-sintetase; e
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4. uma sequéncia quimérica de ADN, contendo a
sequéncia do promotor PTA29 do Exemplo 3,
fundida estruturalmente com o gene Barnase

do Bacillus amiloliquefacens (Hartley e

Rogerson, Preparative Biochemistry, 2

(3), 1972, 243-250) e a extremidade 3' do gene

da nopalino-sintetase do Exemplo 9.

0 pTTM8 é um vector de ADN T de tipo binério
que contém nas sequéncias das extremidades do ADN T, trés se-
quéncias quiméricas: PSSU-sfr e PNOS-neo que sdo ADNs indicado-
res com PSSU e PNOS, respectivamente, como segundos promotores,
e o gene Barnase de PTA29,que é um ADN de esterilidade masculina
sob o controlo de PTA29, como um promotor primario. A expressao
nas células do tapetum de ADN de esterilidade masculina sob
o controlo do promotor TA29 produzirda, de um modo selectivo,
Barnase, nas células do tapetum, pelo que esta Barnase inter-

ferird no metabolismo dessas células.

EXEMPLO 13 - Introducdo de uma sequéncia quimérica de ADN

do Exemplo 12 no Tabaco e na colza

Conforme descrito no Exemplo 11, construiu-se

uma estirpe recombinante de Agrobacterium CS58C1 RifR contendo

pMP90 (Koncz e Schell, Mol. Gen. Genetics, 204, 1986,383-396).

Utilizou-se a estirpe resultante (denominada "A3135"), englo-
bando pMP90 e pTTM8, para a transformagdo dos discos das folhas

do tabaco e para a transformagdo da colza. Seleccionaram-se



-55-

os caules e raizes utilizando 5 mg/l de fosfinotricina e lUQ/ﬁle
de canamicina. Verificou-se, pelo seu desenvolvimento, que o
gene Barnase nd3o se encontrava expresso nos caules e nas raizes

transformadas resistentes ao herbicida.

Deixaram-se desenvolver as raizes dos cau-
les, transferiram-se para o solo numa estufa e deixaram-se de-
senvolver até florirem. Examinaram-se as flores do tabaco e da
colza e observou-se um fend6tipo para as plantas transformadas
que é essencialmente o mesmo fendtipo das plantas do tabaco
transformadas que se descreveu no Exemplo 10. Isto demonstra
que o promotor TA29 é capaz de comandar, selectivamente a ex-
pressdo do gene heterdlogo de Barnase nas células do tapetum
da planta, tornando-a, por esse motivo,numa planta masculina

estéril.

EXEMPLO 14 - Construcdo de uma sequéncia quimérica de ADN

de pTA29 e de um gene que codifica a papaina

Construiu-se um plasmido designado por "pTVEPL",
e que se representa na Fig. 9A, pela associagdo dos seguintes

fragmentos de ADN bem conhecidos:

1. um fragmento vector que inclui as sequéncias
das extremidades do ADN T derivado do pGSC1700,
na qual se inactivou o gene da B-lactamase
(1' da Fig. 9A) por insergdo de uma sequéncia

de ADN no sitio Scalj;

2. a sequéncia quimérica (n23) do Exemplo 5, con-
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tendo o promotor PSSU, o gene de resisténcia ao herbicida,sfr

e a extremidade 3' do ADN T do gene 7.

3. a sequéncia quimérica (n24) do Exemplo 5, que
contém o promotor PNOS, o gene neo e a extremidade

3' do gene da octopino-sintetase; e

4. uma sequéncia quimérica que contém a sequéncia do

promotor PTA29, fundida estruturalmente com:

a) um gene de pamina do fruto Carica pgaya, que
codifica o zimogénio da pamina que é uma endo-
peptidase das plantas (Cohen et al., Gene,48,
1986, 219-227) capaz de atacar o péptido,
assim como pontes de €steres; efectuaram-se
as sequintes modificagdes na sequéncia de ADN
de Cohen et al. (1986) utilizando a mutagé-
nese comandada de um sitio, conforme descri-

to no Exemplo 3;

i. efectuou-se a mutagdo do nucledtido A, na
posigdo 1, a montante do primeiro codido
ATG, no nucledtido C, no sentidode seobter um
sitio de clonagem Ncol adequado:
e

ii. efectuou-se a mutagcido dos coddes GAA res-
pectivamente nas posigdes 47, 118, 135, para

codGes CAA que codificam a glutamina; e

b) a extremidade 3' da nopalino-sintetase do

Exemplo 9.



~57-

0 plasmido pTVEPLl €& um vector de ADN T de tipo
bindrio, que contém nas sequéncias das extremidades do ADN T trés
sequéncias quiméricas: PSSU-sfr e PNOS-neo que s3o ADNs indica-
dores que codificam indicadores dominantes selecciondveis para
as transformagdes das plantas, sob o controlo de, respectivamen-
te, PS55U e PNOS como segundos promotores; e o gene da papdina de
PTA29 que é um ADN de esterilidade masculina sob o controlo de
PTA29, como um promotor primadrio. A expressdo nas células do
tapetum do ADN da esterilidade masculina sob o controlo do pro-
motor TA29 produzira uma endopeptidase (o zimogénio da pamina)
que clivara as proteinas das células do tapetum, levando, assim,

ao aniquilamento dessas células.

Também se construiu um plasmido que se designou
por "pTVEP2", apresentado na Fig. 9B, pela associagdo dos fragmen

tos bem conhecidos:

l. um fragmento vector, que inclui as sequéncias
das extremidades do ADN T derivado do
pGSC1700 e no qual se inactivou o gene da

p-lactamase (1' de Fig. 9B), por inser-

gao de uma sequéncia de ADN no sitio Scal;

2. a sequéncia quimérica (n23) do Exemplo 5,
contendo o promotor PSSU, o gene sfr da
resisténcia ao herbicida e a extremidade

3' do ADN T do gene 7;

3. a sequéncia quimérica (n%4) do Exemplo 5,
que contém o promotor PNOS, o gene neg e

a extremidade 3' do gene da octopino-sinte-
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tase; e

uma sequéncia quimérica, contendo a sequéncia
do promotor PTA29, do Exemplo 3, fundida es-

truturalmente com:

a) um gene de papana do fruto Carica papaya

que codifica a proteina activa do zimogénio da
pamina; efectuaram-se as sequintes modificacdes
na sequéncia de ADN de Cohen et al.. (1986)
utilizando a mutagénese comandada de um sitio,

conforme descrito no Exemplo 3:

1. efectuou-se a mutagdo do coddo AAT que co-
difica Asn, a montante do primeiro residuo
de Ile da proteina activa, no coddo GAT, o

que proporciona um sitio EcoRV de clonagem
adequado (GAT ATC). Fundiu-se, directamen-
te o sitio EcoRV produzido com a sequéncia
de pTA29, no sentido de se obter uma orien-
tagdo na fusdo estrutural, do promotor com
a sequéncia que codifica a proteina activa
do zimogénio da papanaje

ii.efectuou-se a mutagdo dos codBes GAA que
codificam o glutamato, respectivamente nas
posigdes 47, 118, 135, em coddes CAA que

codificam a glutaminaj; e

b) a extremidade 3' do gene da nopalino-sinte-

tase do Exemplo 9.

0 plasmido pTVEP2, tal como o pTVEP1l, & um vector
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de ADNTde tipo binario, que contém as sequéncias das extremi-
dades do ADN T, trés genes quiméricos: PSSU-sfr e PNOS-neo
que codificam indicadores dominantes seleccionaveis para as
transformagdes das plantas; e o gene da papgina de PTA29 que
codifica uma endopeptidase que clivarad proteinas nas c€lulas

do tapetum, conduzindo assim a morte destas células.

EXEMPLO 15 - Introducdo de sequéncias quiméricas de ADN

do Exemplo 14 . no tabaco e na colza

Conforme descrito no Exemplo 11, deslocaram-se

o pTVEPLl e o pTVEP2 da E. coli para Agrobacterium C58Cl

RiFR, separados, portadores de pMP90.

Utilizaram-se as estirpes resultantes, porta-
doras de pMP90 com pTVEPLl e pMP90 com pTVEP2, para transformar
o tabaco e a colza, sequindo os procedimentos descritas nos
Exemplos 11 e 13. Verificou-se, pelo seu desenvolvimento, que
os genes de pamina ndo se expressavam nos caules, rebentos e
as raizes transformadas resistentes ao herbicida e a canami-

cina.

Transferiram-se as plantas transformadas para
uma estufa e desenvolveram-se no solo até florirem. Examina-
ram-se as flores do tabaco e da colza e observaram-se os fenoti-
pos das plantas transformadas que eram essencialmente os mesmos
que os fendtipos das plantas do tabaco transformadas que se

descreveram no Exemplo 10. Isto demonstra que o promotor TA29
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€ capaz de comandar a expressdo dos genes heterdlogos da papai-
na no pTVEPLl e no pTVEP2, selectivamente, nas células do tape-

tum das plantas, tornando-as, deste modo, masculinas estéreis.

EXEMPLO 16 - Construcdo de uma sequéncia quimérica de ADN

de pTA29 e de um gene gue codifica EcoRI

Construiu-se, conforme se indica na Fig. 10A,
um plasmido que se designou por "pTVE63", pela associagdo

dos seguintes fragmentos ja bem conhecidos:

1. um fragmento vector, incluindo as sequéncias
do ADN T derivadas de pGCSCl1701A2 (pedido de

patente de inveng3o europeia n2 87/115985.1);

2. a sequéncia quimérica (n23) do Exemplo 5, que
contém o promotor PSSU, o gene sfr de resis-
téncia ao herbicida e a extremidade 3' do ADN

T do gene 7;

3. a sequéncia quimérica (n2%4) do Exemplo 5, que
contém o promotor PNOS, o gene neo e a extre-

midade 3' do gene da octopino-sintetase;

4. uma sequéncia quimérica contendo a sequéncia
do promotor de pTAZ29, do Exemplo 3, fundida

estruturalmente com:

a)um gene que codifica a endonuclease de restri-

Gdo EcoRI de uma E.coli (Green et al., J.
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Biol. Chem., 256, ., 1981, 2143-2153; Botterman e Zabeau, Gene,

37, 1985, 229-239) e capaz de reconhecer e clivar a sequéncia
alvo GAATTC num ADN de corddo duplo; efectuaram-se as muta-

GOes que se seguem, na sequéncia de ADN de Green et al. (1981),
utilizando a mutagénese comandada de um sitio, conforme se

descreveu no Exemplo 3:

i. substituiram-se os nucledtidos do coddo de inicia-
¢80 ATG por ATGCA, criando um sitio Nsil no codido
de iniciagdo e dando origem 4s seguintes sequén-

cias de nucledtidos:

ATGCA, TCT, AAT ...; e

ii. clonou-se o fragmento HindII - HindIII do gene

EcoRI clonado no pEcoRl12 (Botterman e Zabeau,

1985) no vector de mutagénese dirigida de um si-

tio de pMACS; e

b) a extremidade 3' do gene da nopalino-sintetase do

Exemplo 9; e

>. um gene que codifica uma metilase _EcoRI sob o contro-
lo do seu promotor natural (Botterman e Zabeau,
Gene 37, 1985, 229-239) que é susceptivel de ini-
bir a actividade de EcoRI na E. coli ou no Agrobacte-
rium, no sentido de subjugar a potencial fuga de

expressdo do gene de EcoRI nos microrganismos.

O plasmido pTVE63 é um vector de ADN T de tipo
binario que contém nas sequéncias das extremidades do ADN T.

trés sequéncias quiméricas: PSSU-sfr e PNOS-neo que sdo ADNs
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indicadores sob o controlo de PSSU e de PNOS, respectivamente,
como segundos promotores; e de um gene PTA29-EcoRI, que é um
ADN de esterilidade masculina sob o controlo de PTA29 como

um primeiro promotor. A expressdo do ADN de esterilidade mas-
culina sob o controlo do promotor TA29 nas células do tapetum
produzird a endonuclease de restricdo Ecofl que clivara o ADN

de corddo duplo nos sitios GAATTC (ver para andlise dos siste-
mas de modificagdo de restrigdo de tipo II: Wilson, TIG 4 (11),
1988, 314-318) das células do tapetum, conduzindo, deste modo,

a morte destas células.

Construiu-se, também, um plasmido, denominado
pTVE62, que se representa na Fig. 10B, pela associagdo dos

seguintes fragmentos bem conhecidos:

1. um fragmento vector que inclui as sequéncias das

extremidades de ADN T, derivado do pGSC1701A2;

2. a sequéncia quimérica (n23), do Exemplo 5, contendo
o promotor PSSU, o gene sfr de resisténcia ao her-

bicida e a extremidade 3' do ADN T do gene 7;

3. a sequéncia quimérica (n%4) do Exemplo 5, que con-
tém o promotor PNOS, o gene neo e a extremidade

3'" neo do gene da octopino-sintetase;

4. uma sequéncia quimérica que contém a sequéncia
do promotor pTA29, do Exemplo 3, fundida estrutu-
ralmente com um fragmento de um gene que codifica
o pé€ptido de transporte da Mn-superdxido-dismutase
("Mn-S0OD") que é um fragmento Ncol-Pstl de um frag-

mento Hpal-HindIII de pS0ODl (Bowler et al., Embo J.,




8, 1989, 31-38); efectuaram-se as modificagdes seqguintes na
sequéncia de ADN, de Bowler et al., utilizando uma mutagénese

comandada de um sitio, conforme se descreveu no Exemplo 3:

i. substituiram-se os nucledtidos AA localiza-
dos a montante nas posigdes -1 e -2 do codao

de iniciagdo ATG, por nucledtidos CC, crian-

do um sitio Ncol no cod3o de iniciacgdo e
proporcionando as seguintes sequéncias de

nucledtidos:

- CCATGGCACTAC

Ncol

ii. modificaram-se os nucledtidos T, TCG’CTC, lo-
calizados imediatamente a jusante do sitio de
processamento do péptido de transporte, para
C,TGC,AGC, criando um sitio Pstl atras do

sitio de processamento e proporcionando as

sequéncias de nucledtidos seguintes:

L q T F S L
crc,CGC,GGC, T16,CAG,ACC,TTT,TCG,CTC

cic,cGee,Gee, T176,CAG,ACC,TTC,TGC,AGC. ..

Pstl
nas quais a seta indica o sitio de processa-
mento da sequéncia do péptido de transporte
e a linha superior indica a sequéncia de
aminoacidos que corresponde a sequéncia de
codigo de Mn-S0D; também se fundiu estrutu-
ralmente o fragmento Ncol-PstI com um gene
que codifica a endonuclease de restrigdo EcoRI

de E.coli (Greene et al., -~ J. Biol.Chem.
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256, 1981, 2143-2153 ; Botterman e Zabeau, Gene, 37, 1985,
229-239) e capaz de reconhecer e de clivar a sequéncia alvo

GAATTC num ADN de corddo duplo, como se observa no pTVE63; e

b) a extremidade 3' do gene da nopalino-sinte-

tase do Exemplo 9; e

5. um gene que codifica a EcoRI metilase sob o
controlo do seu promotor natural (Botterman
e Zabeau, 1985) que é capaz de inibir a activi-

dade de EcoRI na E.coli ou no Agrobacterium,

no sentido se se superar a potencial fuga de
expressdo do gene de EcoRI nos microrganismos,
sendo este gene inserido no fragmento vector

foradas sequéncias das extremidades.

0 plasmido pTVE62 é um vector de ADN T de tipo
bindrio que contém, nas sequéncias das extremidades, trés se-
quéncias quiméricas: PS5SU-sfr e PNOS-NPTII que s3do ADNs indica-
dores sob o controlo, respectivamente,de PSSU e de PNOS, como
segundos promotores; e o gene da endonuclease EcoRI do péptido
de transporte pTA29 que & um ADN de esterilidade masculina que
possuli pTA29 como um primeiro promotor e uma sequéncia que co-
difica o péptido de transporte entre elas. A expressdo do ADN
de esterilidade masculina, sob o controlo do promotor T71A29,
nas células do tapetum produzird uma endonuclease de restricio
que serd projectada para o interior das mitocdndrias das célu-
las do tapetum e clivarad o ADN de corddo duplo nos sitios

GAATTC nessas células. Isto conduzird 3 morte destas células.
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EXEMPLO 17 - Introdugdo de sequéncias quiméricas do ADN do

Exemplo 16 no tabaco e na colza

Conforme se descreveu nos Exemplos 11 e 15, des-

locou-se o pTVE62 e o pTVEE3. da E.coli para o Agrobacterium

csscl RifR portador de pMP90. Utilizaram-se as estirpes re-
sultantes, portadoras de pTVE62 com pMP90 e pTVE62 com pMP30
para transformar o tabaco e para transformar a colza,_de acordo
com os procedimentos descritos nos Exemplos 11 e 13. Verificou-
-se, através do crescimento das plantas, que os genes da endo-
nuclease EcoRI n3o se encontravan expresse nos caules, rebentos e

raizes resistentes aos herbicidas e a canamicina.

Transferiram-se as plantas transformadas para
uma estufa e deixaram-se desenvolver no solo até florirem.
Examinaram-se as flores do tabaco e da colza e observaram-se
os fendtipos das plantas transformadas, que eram essencialmente
0s mesmos das plantas transformadas do tabaco e da colza, des-
critos no Exemplo 10. Isto demonstra que o promotor TA29 é capaz
de comandar, de um modo selectivo, a exprésséo do gene heterd-
logo da endonuclease EcoRI nas células do tapetum das plantas
transformadas com pTVE62 e com pTVE63, tornando-as, deste modo,

masculinas estéreis.

Escusado serad dizer que a presente invencgio ndo
se limita a transformagdo de qualquer (quaisquer) planta(s)
especifica(s). A presente invengd@o refere-se a qualquer planta
cujo genoma nuclear pode ser transformado com um ADN de esterili-
dade masculina sob o controlo de um primeiro promotor que pode

comandar, de um modo especifico, a expressdo das células dos
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estames das plantas, pelo que a planta pode ser polinizadapor autopo-
linizagdo e polinizacdo cruzada . A presente invengdo refere-se, por
exemplo, a plantas como as plantas da batata, do tomate, da

colza, da alfafa, do girassol, do algoddo, do aipo, da cebola,

dos cereais, da soja, do tabacao, das couves e da beterraba.

A presente invengdo também ndo se limita aos vecto-
res e plasmidos especificos descritos nos Exemplos anteriores,
mas abrange antes quaisquer plasmidos e vectores que contenham
ADN de esterilidade masculina sob o controlo do primeiro promo-

tor.

Além disso, a presente invengdo ndo se limita aos pro-
motores especificos descritos nos Exemplos anteriores, tal
como o promotor TA29, abrange mais precisamente qualquer sequén-
cia de ADN que codifique um promotor capaz de comandar, de um
modo selectivo, a expressdo do ADN de esterilidade masculina
nas células dos estames. Nesta situagfo, a presente invencao
abrange a sequéncia de ADN do promotor TA29 da Fig. 3A, assim
como quaiquer sequéncias de ADN equivalentes, tais como a do
promotor TAl3 da Fig. 3B e de TA26 da Fig. 3C, que se podem
utilizar para controlar, de um modo selectivo, a expressdo do
ADN de esterilidade masculina. nas células do tapetum das plan-
tas. No entanto, pensa-se que as sequéncias de ADN de TA29,

TA26 e TA13 podem ser modificadas por:

1) substituigdo de alguns caddes por outros que codi-
ficam os mesmos aminodcidos ou por outros aminoacidos; e/ou
2) eliminagdo ou adig3o de alguns coddes; desde que

tais modificagBes ndo alterem substancialmente as propriedades
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do promotor codificado para o controlo da expressdo de uma este-

rilidade masculina especifica do tapetum.

Para além disto, a presente invengdo ndo se limi-
ta aos ADNs de esterilidade masculina descritos nos Exemplos
antecedentes, mas abrange, de um modo mais preciso, qualquer
sequéncia de ADN que codifique um primeiro ARN, proteina ou
polipéptido que perturbem significativamente o metabolismo,
funcionamento e/ou desenvolvimento de uma célula do estame na

qual é produzida, sob o controlo de um primeiro promotor.

A presente invengdo nao se limita ainda aos
ADNs indicadores especificos descritos nos Exemplos precedentes,
mas abrange, de um modo mais preciso, qualquer sequéncia de
ADN que codifique um segundo ARN, proteina ou polipéptido que
confere, pelo menos, a um tecido especifico de uma planta ou a
células especificas das plantas, nas quais se expressa essa se-
quéncia de ADN, caracteristicas distintas quando comparadas com
um tecido especifico da planta ou com células especificas

da planta, nas quais esta sequéncia ndo se encontra expressa.
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REIVINDICAGCOES

l.- Célula de uma planta, cujo genoma nuclear € transfor-
nado com uma sequencia de DNA estranha, de preferéncia uma sequén-
cia de DNA quimérica estranha, caracterizada pelo facto de incor-
porar:

a) um DNA de esterilidade masculina que codifica um primeiro

RNA, proteina ou polipeptido o gual, guando produzido ou sobre-

produzido numa célula de estame da planta referida, perturba signi
ficativamente o metabolismo, o funcionamento e/ou o desenvolvimen-

to da referida célula de estame; e

b) um primeiro promotor susceptivel de orientar a expressaoc do
referido DNA de esterilidade masculina nas células dos estames da
planta referida, de preferéncia em células de antera, pdlen e/ou

filamento, particularmente em células de tapetum e/ou epidérmicas

de antera; estando o referido DNA de esterilidade masculina na

mesma unidade transcricional, e sob o controlo, do referido primei
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ro promotor.

2.- Célula de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo facto de a referida sequéncia de DNA estranha incluir também,
de preferéncia no mesmo sitio genético que o referido DNA de este-

rilidade masculina:

c) um DNA marcador que codéifica um segundo RNA, proteina ou
polipeptidoo qual, quando presente pelo menos num tecido especifico
ou pelo menos em células especificas da referida planta, torna a
referida planta facilmente separavel de outras plantas que nao
contém o segundo RNA, proteina ou polipeptido pelo menos nas refe-
ridas células ou tecido especifico; e

d) um segundo promotor susceptivel de orientar a expressao do

referido DNA marcador pelo menos no referidec tecido ou células
especificas; estando o referido DNA marcador na mesma unidade

transcricional, e sob o controlo, do referido promotor.

3.- Ceélula de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracte-
rizada pelo facto de a referida sequéncia de DNA estranha incor-
porar adicionalmente:

e) um primeiro DNA que codifica um péptido de transicao susce-
ptivel de transportar a primeira proteina ou polipeptido para um
cloroplasto ou mitocondria da referida célula de estame; estando
o referido primeiro DNA na mesma unidade transcricional que o refe

rido DNA de esterilidade masculina e referido o primeiro promo-

tor e entre o referido DNA de esterilidade masculina e o referido



primeiro promotor;
e/ou

f) um segundo DNA que codifica um péptido de transigao susce-
ptivel de transportar a referida segunda proteina ou polipeptido
para um cloroplasto ou mitocondria de pelo menos o referido tecido

especifico ou células especificas; estando o segundo DNA na mesma

unidade transcricional que o referido DNA marcador e o referido
segundo promotor e entre o referido DNA marcador e o referido

segundo promotor.

4.- Célula de acordo com uma gualguer das reivindicagoes
1l a 3, caracterizada pelo facto de o referido DNA de esterilidade
masculina codificar: uma RNase, particularmente RNase T1 ou
Barnase; uma DNase, especialmente uma endonuclease,particularmente
Ecory uma protease, especialmente uma papaina, particularmente
Zimogeno de papaina ou proteina activa de papaina; uma glucanase;
uma lipase, particularmente fosfolipase A2; uma peroxidase lipi-

dica; um inibidor de parede da célula; uma toxina bacteriana;

ou um ribozimo, particularmente o ribozimo contra mRNA codificado
pelo gene TA29,0 gene TA26 ou o gene TAl3; ou & um DNA anti-senti-

do, particularmente o DNA anti-sentido do gene TA29, do gene TA26

ou do gene TAl3.

5.- Célula de acordo com uma gqualquer das reivindicacgoes

1l a 4, caracterizada pelo facto de o DNA de esterilidade masculina
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codificar um enzima que catalisa a sintese de uma fito-hormona,
particularmente um enzima codificado pelo gene 1, gene 2 ou gene

4 do DNA de Agrobacterium T.

6.- Célula de acordo com uma qualguer das reivindicagoes
2 a 5, caracterizada pelo facto de o referido DNA marcador ser:

um gene de resisténcia herbicida, particularmente um gene sfr ou

sfrv; um gene gne codifica um enzima alvo modificado para um herbi
cida com uma afinidade menor para o herbicida, particularmente

uma 5-enol-piruvilshiquimato-3-fosfato-sintase como um alvo para
glifosato ou uma glutamina-sintetase modificada como um alvo para

um inibidor de glutamina-sintetase tal como fosfinotricina; um

gene que codifica uma proteina ou um polipeptido que confere uma
cor pelo menos ao referido tecido especifico ou as células especi-
ficas, particularmente o gene Al ou o gene GUS; um gene que codifi

ca uma proteina ou um polipentido que confere uma tolerancia de

tensao a planta referida, particularmente o gene que codifica
Mn-superoxido-dismutase; ou um gene que codifica uma proteina ou
polipeptido que confere uma resisténcia as doengas ou pestes,

particularmente um gene gue codifica uma endotoxina de Bacillus

thuringiensis que confere resisténcia aos insectos ou um gene gue

codifica um peptido bacteriano gque confere uma resisténcia bacte-

riana.

7.- Ceélulas de acordo com uma gualquer das reivindica-
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¢oes 1 a 6, caracterizada pelo facto de o referido primeiro promo-
tor ser PTA29, PTA26, PTAl3 ou um promotor de um DNA que codifica

um mRNA especifico de tapetum hibridizavel em TA29, TA26 ou TAl3.

8.- Célula de acordo com uma qualquer das reivindicagoes

2 a 7, caracterizada pelo facto de o referido segundo promotor ser:

um promotor fundamental, particularmente um promotor 35S, um pro-
motor 35S'3, um promotor PNOS ou um promotor POCS; um promotor in-
dutivel nos tecidos feridos, particularmente um promotor TR1l' ou
TR2'; um promotor que orienta a expressao de gene selectivamente
num tecidd»de plantas possuindo actividade fotossintética, parti-

cularmente um promotor SSU; ou um promotor que orienta a expres-—

sao de gene selectivamente nas células das folhas, pétalas ou

sementes, particularmente células de revestimento de sementes.

9 .- Vector adequado para transformar uma célula de uma
planta,particularmente uma planta susceptivel de ser infectada

com Agrobacterium, caracterizado pelo facto de ser constituido

por a referida sequencia de DNA estranha de acordo com uma gual-

guer das reivindicag6es 1l a 8, particularmente PTTM4, PTTMS6,

PTTM6A , PTTM8, PTVEPl, PTVFP2, PTVE62 ou PTVE63.

10.~- Processo para a produgao de uma planta estéril mas-
culina e material de reproducao da planta referida, tendo a re-

ferida sequencia de DNA estranho de acordo com uma gualguer das
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reivindicagoes 2 a B estavelmente integrada no genoma nuclear das
suas células, pelo que o referido DNA de esterilidade masculina &
susceptivel de ser expresso selectivamente nas células de estame
da referida planta para produzir o referido primeiro RNA, proteina
ou polipeptido nas células de estame e podendo assim o referido
DNA marcador ser expresso em pelo menos o referido tecido especi-

fico ou células especificas da referida planta para a tornar se-

paravel das plantas nao transformadas, caracterizado pelo facto
de possuir os seguintes passos nao bioldgicos: a) transformacio
de uma célula da referida planta por introdugao da sequéncia de
DNA estranho no genoma nuclear da referida célula; e depois b)

regeneracgao da referida planta e dos materiais de reproducao a

partir da célula referida.

11.- Cultura de células de planta, caracterizado pelo
facto de conter a célula de planta de acordo com uma gualquer das
reivindicacoes 1 a 8.

12.- Planta, particularmente milho, batata, tomate, colza,
alfafa, girassol, algodao, aipo, cebola, trevo, soja, tabaco,
vegetais do tipo brassicaceas ou beterraba sacarina, caracteri-

zada por incluir a celula da planta de acordo com uma gualquer

das reivindicacoes 1 a 8.

13.- Semente, caracterizada pelo facto de pertencer a uma
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planta de acordo com a reivindicagao 12.

14.- Processo para produzir uma semente hibrida, caracte-

rizado pelo facto de incluir os seguintes passos:

a) polinizacao cruzada i) de uma planta estéril masculina
que contém a sequéncia de DNA estranho de acordo com uma gualguer
das reivindicagoes 2 a 8,incluindo tanto o referido segundo promo-
tor com6 o referido DNA marcador, especialmente o DNA marcador
gue confere uma resisténcia ao herbicida, particularmente um gene
sfr ou sfrv, estavelmente integrado no genoma nuclear das cé€lulas
da referida planta estéril masculina, com ii) uma planta fértil

masculina hcmozigdtica sem o referido DNA marcador, especialmente

sem o referido DNA marcador que confere a referida resistencia

herbicida; e depois b) separagao da referida planta fértil mas-

culina da referida planta estéril masculina tirando vantagem da

ausencia de expressao do referido DNA marcador pelo menos no re-
ferido tecido especifico ou células especificas da referida plan-

ta fértil masculina.

15.- Processo para produzir uma semente hibrida de acordo
com a reivindicagéo 14, caracterizado pelo facto de a referida
planta estéril masculina conter pelo menos dois DNAs marcadores
diferentes estavelmente integrados no genoma nuclear das suas cé-
lulas e por a referida planta fértil masculina conter um, mas nao

o outro, dos dois referidos DNAs marcadores; e por a referida
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planta fertil masculina ser separada da referida planta esteril
masculina tirando vantagem da auséncia de expressiao do outro DNA
marcador pelo menos no referido tecido especifico ou células es-

pecificas da referida planta fértil masculina; conferindo de prefe-

rencia o outro DNA marcador uma resisténcia a um herbicida.

16.- Semente hibrida, caracterizada pelo facto de ser

obtida pelo processo de acordo com a reivindicacao 14 ou 15.

17.- Planta hibrida, caracterizada pelo facto de ser obti-
da pelo desenvolvimento da semente hibrida de acordo com a reivin

dicacao 16.

18.- Primeiro promotor de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizado pelo facto de ser um PTA29, PTA26, PTAl3 ou um pro-
motor de um DNA que codifica para um mRNA especifico de tapetum

hibridizavel para TA29, TA26 ou TAl3.

19.- Sequencia de DNA quimérica estranha de acordo com uma
qualquer das reivindicagoes 1 a 8, caracterizada pelo facto de o
referido DNA de esterilidade masculina nao estar naturalmente sob o
controlo do primeiro promotor e/ou nao estar naturalmente no mesmo

sitio genético que o referido DNA marcador.

20.- Processo para produzir plantas e material de reprodu-
¢ao, tal como sementes, das referidas plantas incluindo um mate-

rial genetico estranho estavelmente integrado num seu genoma nuclear



e susceptivel de ser expresso como um RNA, proteina ou polipe-

ptido, incluindo os seguintes passos nao bioldgicos: a) produgio
de células de plantas transformadas ou tecidos de plantas inclu-
indo o referido material genético estranho de células de plantas
de partida ou tecidos de plantas que nao exprimem o referido RNA,

proteina ou polipeptido, b) producao de plantas regeneradas e/ou

material de reprodugao das referidas plantas a partir de ceélulas
de plantas transformadas ou tecidos de plantas que incluem o re-
ferido material genético estranho, e c) eventualmente, replicagao
biologica das referidas plantas regeneradas e/ou material de re-
produgao; em que o referido passo de produgao de células de plan-
tas transformadas ou tecidos de plantas incluindo o referido ma-
terial genético estranho é caracterizado pelo facto: de se trans-

formar o genoma nuclear das referidas células de planta de partida

ou tecidos de plantas com uma sequéncia de DNA estranha de acordo
com uma qualquer das reivindicagaes 1l a 8, bem como elementos
reguladores que sao susceptiveis de permitir a expressao da sequén-

cia de.DNA estranho nas referidas células de plantas ou tecidos de

plantas, para proporcionar a integracao estavel da sequencia de
DNA estranho em células de planta transformadas ou tecidos de
plantas, bem como em plantas e material de reproducao produzido

através de geracoes subsequentes,

Lisboa, 28 de Abril de 1989
O Agente Ofizic! da Propriedade Industrial !

z///’\\\f*\/ LﬂCfLAiﬂ\



RESUMDO

"Processo para a producao de uma planta estéril masculina

e material de reproducao da referida planta"

Planta, cujo genoma nuclear € transformado com uma sequéncia de
DNA estranho que codifica um produto que perturba selectivamente

o metabolismo, o funcionamento e/ou desenvolvimento de ceélulas

de estames da planta. A sequéncia de DNA estranho também codifica

eventualmente um marcador.

Lisboa, 28 de Abril de 1989
O Agente Oficial da Propriedade Industrial
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Tigura 3 A Clal
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Figura 3 A (continuvagio) "
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Figura 3 B (,/
1 aaagtctttacttaaagaaattagctaaaatggtagctccaaaatggtetttcatttcttttatgattttge

73 taagcttageaatatgetctggecagectgttacctttgatgeaatt aaggetaaggaagetgat catgaca

143 acctcaaagctcacactctaagtaatatcgacaccaaaggctttggaggaggcggtggatttggcattggtg

2:7 gr_gtttgggccggagqtggtggtggtggtggttctgadgcocctaactad;gttataaccc:ggctgcagta

288 tccgtggttgcactgtccctggctttggtttcctacctaatcctggttttggtgttccagtctattcccctg

36l gttgtggctatgtgtgtccagcqatatttctgctgaaggaatgactgaatccaaaatcacaggaatatd-\g

I
1 Ac

433 AATCOGCTAGACCATATCGaTGCAGGCCE GGGgCAAATATGTGTGGCAGTAAAGAL TGTAATGAGCTTCTCC
B N R e R R NN R R R R R R I R RN R R R RN R RN RN RN RN RN RR R
8 AATCCGCTAGACTATACCG TGCAAGCCaGEGCCAAATATG TG TGaCAGTAAAGACTGTAA TCAGCTTCTCL

505 TACACTTTGTTTTOOCCATGCAAGACAAACATGAGAATAAACAAGAAT ATCTAAGATATGGAGCACGT CCAG
FEPREVREREEE T VPRV R FEEL R e LRV e vy i
75 TACACTTIGTTTTCOCaATGCAAGACAAACATGACAATAAACAAGAACATCT AAGA TATGGAGGACGACGAS

577 GTATAGGTCTCAGTGTGAGE Gakt cTaGt GG T T T TAGAAT GG TTTIGE TGC T egggG GETGETGETGRSG
R NN O e A e PR RN RN AR AR RN RN RN R
147 GTATAGGTCTCACTGTGIGaGaAgE TgGCGGTTTTGGAATTGGTTTTGGTGCT tGOGETGETGETGGLEG

639 GOGRAGGAGGIGGETGaTTCTaATGOOCCTGGETE Tga TAL CocaGha Tt TaACCC cGGCTTIGGCTGTO L
PEVLLTEURL FI0E PEEE beriereen b b vy PEE T L T g
216 GOGGAGRAGGT GETGITTCTGATGOOCCTGGE TgTagTA2Cgat GaeTgTgACOCt Got TTTGGECTGTCC e

721 CEGECTGTGETTATGCATGTCC TGO CARCAA TOCTAG TGGAGGAATAACTGAATTCCATATCTCAGGATTaT
RN RN R R RN RN R R RN AR R R R R RN NN R R NN RN A NN NN AN NN
238mmmcmm~mmmsummgr

753 cachaacaatggaccttacagatgtaggccagatatgtgtgagagtgaagattgtaatgaacttctactac
!

360 toucAg

g<5 actiteolrictccaaagcaacacaaacacgagaaccgacatgatcatacagtagaaagaast gaagaggagy

©37 aagctcatcatcagtcaaagcatcataaagacgaagacatcataaactag



SEQUENCIA DE c¢ADN DE

10
CGCAGGGGGG

80
GGARCTAATAG

20
GGGGGGGGGG

30
TTTTTACCAC

TA26

30
GGGGGGCAAA

100
ATTTTCACTT

40
GATGTCAATA

50
ACTTCCAAGT

60
TCTTGCTAGT

-

70
TATGTCCCTA

110
GCTGATCAAC

120
ACTACCAATC

130
TACCAAACAT

140
GAGCTTGGAC

150
GTTCTGATAC

160
TAATCAGCTA

170
AACATGAATG

180
GTTACTTAGC

190
CATGGAACCA

200
GCACCACCAG

210
ACCTTGAGCA

220
AGAAGGGCAT

230
ATGTGGCGCT

240
TGAACGACGA

250
CTCGATCGCC

260
ATGGAACCAG

270
CACCACCAGA

280
CCTTGAGCAA

290
GAAGTGCATA

300
TCTGGCGCTT

310
GAACGACGAC

320
TCGATCGCCA

330
TGGAACCAGC

340
ACCAAGGTTT

350
GAGCTAGAAG

360
GGCAGAAGCA

370
ACATGAGCAT

380
GAGTCACACT

390
TGAGGCTAGT

400
AACTTAGAAR

410
ACATGATTAG

430
GAATTAACTT

500
CTCCATTGTC

440
GGAAGATGGT

510
CTAAATTTCC

450
GCATTATTGT

520
RTCTGAGTTA

460
ACTATAGTCC

530
AATTATCACC

FIGURA 3C

470
CTTATTCTAA

540
TTATAATTAA

480
GTTGTGGATC

550
GTACCCCCCC

420
CACCAGAATA

490
AATAATAAAG

560
gceeeccecce
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Dt CONTROLO

SR

SR1 TRANSFORMADC
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SR1 _FASE 1
SECCAO TRANSVERSAL DE UMA

ANTENA EM QUE SE OBSERYA
UM ESPESSO TAPETUM EM REDOR
DO SACO POLINICO

FASE DO POLEN: FORMA TETRAEDRICA
X 250 d.f.

2 N104-108 FASE!
SECCAO TRANSVERSAL DE UBA
ANTENA EN QUE SE OBSERVA
UMA FINA CAMADA DE TAPETUM,
NKO EXISTINGO SACO POLINICO
NEM PO'LEN VISIVEL
X 250 d.f.

© e T
s Lﬁa.j-’_n\i.‘ "95.*-9@.

Fig. 12
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