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DescrigZo da patente de inven-

} ¢¥%0 de Nichirei Corporation,

i japonesa, industrial e comercial,
com sede em 6-19-20 Tsukiji,
Chuo-ku, Tokyo 104, Jap3o,
(inventores: Georg #elchers
residente na Alemanha Ocidental,
Yoshiharau tiohri, Kazuo Watanabe,
Susumu wakabayashi, Kazuhiko '
Harada, Miho Sakai e Eko Sato,
residentes no Jap3do), para
"PROCESSO PARA A PRODUGAO DE
TOMATEIROS CUJOS ORGAOS MASCULI-
NOS SAO ESTERILIZADOS"

Descricdo

Antecedentes da invencdo

A presente inveng3o refere-se 3 produ-

| ¢d3o0 de tomateiros cujos drgfios masculinos s¥o esterilizados.

i No presente contexto considera-se uma planta de "Org¥os
masculinos esterilizados® se n¥o produzir pdlen ou pelo menos
pblen germindvel e for desse modo virtualmente incapaz de
auto-fecundagd0, mas pode ser uma planta-mde feminina num
cruzamento com uma planta de drgSos masculinos férteis.

Os tomateiros de polinizag3o aberta gue
s%0 vulgarmente cultivados foram ultrapassados por diversas

-
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variedades de tomates hibridos F

em alguns aspectos como

1
o rendimento, uniformidade ou produgdo de frutos e a pro-

dutividade liguida. Mas por gue o tomate é uma produg3o em
cultura, a poliniza¢3o e eastragdo manual laboriosa foram

antigamente pre-requisitos ao aproveitamento da vitalidade do

hibrido na produg3o comercial de frutos hibridos.

Una alternativa a manipulag3o da planta-
-m3e feminina, impedindo deste modo a autopolinizac3o, é
a utilizag3o de mutantes de érg¥os masculinos esterilizados
ou outros mutantes esterilizados como plantas-m3e femininas.
Conhecem-se 55 genes que afectam a esterilidade (esterili-

dade masculina genética ou g-mst) no tomate Lvcopersicon

gsculentum Miller e tem-se¢ utilizado as linhas de tomate
g-mst numa base limitada para a produgdo comercial de semen-
tes e frutos hibridos em Israel, na Bulgdria, em Franga

e nos Egtados Unidos.

Entretanteo, dificuldades encontradas

na produgdo de uma populacdo de ¢ ampo composta primeira-
mente de plantas-m3e de sementes g-mst ("grupos homogéneos")

restardaram a utilizagdo mais ampla da esterilidade masculi-
na genética na hibridizag3c do tomate. Além disso, a
intragressdc de determinantes g-mst (ms) num contexto deseja-
do vincula geralmente vlrios geragdes de cruzamento e selec-
g3c antes de se obter plantas de érg3os masculinos esteri-

lizados que sdo por outro lado identicas as da variedade
desejada. Por estas razdes, a produg3oc de sementesde

tomade Fl tem sido até agora de trabalho intensivo, de um

consumir de tempo e de custos de produgdo elevados.

Uma outra alternativa, pelo menos em
teoria, seria o aproveitamento da esterilidade masculina

genético-citopldsmica no contexto da produc3c de tomate
hibrido. Em termos gerais, os genes ms nucleares sdo

insendiveis ao citoplasma, enguanto gque a acgdo de determi-

nantes nucleares (genes fr) gque afectam a fertilidade mas-
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culina é sensivel ao citoplasma. Assim, os genes fr actuam
apenas num certo tipo de citoplasma (o citoplasma S), que
contém genes c especificos, a fim de produzir uma esterili-

dade “"genetico-citoplésmica" masculina (gc-mst).

De acordo com o pedido de patente
japonesa n? 63-500001, por exemplo, as caracteristicas dos
érgdos masculinos esterilizados podem ser transferidos
para uma variedade protectora de cenoura (Daucus carota)
por combinagdc do ndcleo de uma variedade protectora com
um citoplasma enucleado de uma variedade de cenoura
gc-mst. Nem esta estratégia nem nenhuma outra baseada na
esterilidade masculina genético-cito plésmica é praticével
no tomate, contudo, devido a ndc se ter encontrado nenhum
citoplasma utilizado no L. esculentum.

Resumo da invencdo

E assim objecto da presente invengdo
proporcionar um método para produzir tomateiros de érg3os

masculinos esterilizados gue seja pratico de realizar a
nivel comercial e que possa ser efectuado de modo eficaz

num dnico passo, i.e, dentro de um espago de tempo relati-

vamente curto sem cruzamento ou cruzamentos anterilores.

E também objecto da presente inveng3o

proporcionar meios para realizar a produg3o & escala comer-

cial de semente ou fruto de tomate hibrido sem recursoc a técn

cas dispendiosas e de intenso trabalho até agora disponiveis.

Na realizagdo destes objectos, propor-
cfonou-se, de acordo com um &epecto da presente inveng3o,
um método para a producg3io de tomateiros de érg3os masculi-

nos esterilizados constituido pelos seguintes passos

A) fus3o de protoplastos de tomate que contém elemen-
tos cicoplésmicos inactivados com protoplastos de
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Splanum que contém elementos nucleares inactivados,
para obter uma pluralidade de produtos de fusdo;

e

(B) Regeneragdc de pelo menos um produto de fus3o da
referida pluralidade num tomateiro completo, de érgdo

masculinos esterilizados.

De acordo com um outro aspecto da
presente inveng¢3o, proporciona-se um tomateiro de drgdos
masculinos esterilizados que € o produto do método acima
descrito. Também se proporciona um grupo homogéneo de tomatei
ros de érg3os masculinos esterilizados gque era anteriormente

: £ 4 .
inacessivel na pratica.

A partir da descrig3do pormenorizada
gue se segue tornar-se-& evidentes outros objectivos, ca-

racteristicas e vantagens da presente invengao. Deve, no
eatanto, entender-se que a descrig3o pormenorizada e os
exemplos especificos, embora indicando realizagdes preferidas
da presente inven¢do, s3o dadas apenas como meio de ilustra-
c3o, visto que virias alteragBes e modificag®es no espirito

e &mbito da presente inveng3o se tornardo evidentes para os
peritos na técnica a partir desta descri¢3o detalhada.

Descrigdo pormenorizada das Formas de Realizagcdo preferidas

Concluiu-se gue uma incompatibilidade
entre os genes nucleares e os genes citopldsmicos pode ser
utilizada com vantagem num método para proporcionar e produ-
zir tomateiros de 6rg%os masculinosesterilizados, em
que o método envolve a introdug3o de citoplasma estranho
mas ndo genes nucleares estranhos, nas celulas de uma varie-
dade cultivada de tomate desejada. Em particular, os proto-
plastos de uma variedade cultivada de tomate cujos drg3os
masculinos estd3o para ser esterilizados, de acordo com

a presente inveng¢do, s3o tratados com um inibidor citoplas-

- 4 -
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mico, a fim de inactivar desse modo os factores citoplésmicos4
e s3oc ent3o fundidos com fotoplastos, obtidos a partir de

uma planta de uma eSpécie Sobanum , em gue OS genes

nucleares foram inactivados. Evita-se deste modo a esterili-
Jade total, tal como foi descrita a partir de hibridos somd-
ticos regenerados a partir de heterocariBes produzidos via
fus3o de protoplastos de tomate e de batata ndo-tratados
(Solanum tuberosum), ver Melchers et al., Carlsberg Res. Co-
mmon. 43:203-18 (1978); shepard et al., Science 219:683-89

(1983), enquanto se alcanga uma forma de esteritilidade parcig

desejével (esterilidade dos 4rg3os masculinos).

Egta distincdo entre as duas origens
dos protoplastos utilizados na presente invengdo é bem
aceite taxonomicamente. Conforme anteriormente referido
o tomate comercial pertence a uma eSpécie, da familia
Solanaceae, que € muito frequentemente referido como

Iiycopersicon esculentum Miller, embora tenham surgido

nomes alternativos (Lycopersicon lycopersicum e

Splanum lycopersicul L., por exemplo ). A familia Solaceae

, . 1 . . . .

e principalmente dividida em duas sub-familias, a Solanoi-
deas e a Cestroideae, a primeira das quais se encontra ainda
subdividida em tribos, A Lycopersicon pertence a maior des-

tas, a tribo Solaneae, que também inclui o género Solanum.

Os membros da familia Solanaceae parti-
lham uma estrutura floral geral, caracterizada por pétalas
qgue estdo fundidas juntamente, pelo menos na base, e peios
filamentos Jos estames que est3o fundidos as pétalas de
modo que os estames parecem surgir da corola. Os dois géne-

ros, Lycopensicon e Sglanum s3do tradicionalmente separados na

base da morfologia de antera Gnica normalmente encontrada

na espécie Lycopersicon, gque inclui o tomate comercial. A

ffor de Lycopersicon possul normalmente cinco anteras

(algumas variedades das espécies de cultura L. esculentum
possuem seis), e os estames est¥o unidos juntamente para

formar um cone de antera em forma de frasco que é caracteris-

-5 -
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tica do género. O gargalo do cone é formado pela extremidade
estéril alongada de cada antena, e é esta caracteristica
que tem sido largamente utilizada para distinguir o Lycoper-

. o P4
sicon do Solanum . Também associado a esta caracteristica esti

o aspecto invulgar de antena deiscente encontrado nas espé-
cies Lycopersicon em que as anteras pendem lateralmente em con
traste com as anteras deiscentes terminais encontradas na

Solanum.

A dist@ncia bio-sistemdtica entre as es-
pécies L. esculentum e Sglanum empregues como fontes de
protoplasto, de acordo com a presente inveng3o, n3o é decisiva
isto é a esterilidade dos 4rg3os masculinos desejada pode
ser alcangada, com razodvel reproducibilidade, enguanto os
protoplastos de tomate de citoplasma inactivado s3o fundidos
com protoplastos de nucleares inactivados derivados de uma
planta Solanum. Ag fontes preferidas de protoplastos utili-
zados na presente inveag%o s3o as batateiras (S. tuberosum)
e plantas de uma espécie Solanum que é considerada
"analoga da batata) devido a possuir um pedinculo ou tubéo-
culo subterrdneo (Rizoma de armazenamento) com intermddulos
encurtados. De acordo com este critério muitas espécies
Solanum, tais como S. berthaultiHawkes, S. chacoense, S.
tarijense Hawkes, S. kurtzianum, S. demissum Lindl. e

S. poliadenium Greenm., qualificam-se como andlogo da batata.

Exemplar da série Solanum andlogo da batata
é a espécie tetrepldide S. acaule cresce como um invdlucro
a baixas temperaturas, alonga-se a temperaturas entre 20°
e 30°C, e possul frutos gue s3o redondos e de cor verde.
Ag espécies podem propagar-se a partir de tubérculos e,
a este respeito, assemelham-se a S. Tuberosum. Ag pétalas
de S. acaule s3o brancas ou plOrpura e as suas flores, embora
muito maiores, tem uma morfologia que se assemelha a da
batata. A marcante resisténcia a congelag3o da S. acaule
indentifica a espécie como uma atrativa fonte potencial de

resisténcia ao frio no programa de produg3o de tomate. Veja-
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-se Melchres, "Tgpatoes and Pomatoes, Spomatic Hybrids Between
Tomatoes" and Potatoes", in TISSUE CULTURE AND RES

499,505 (Akademiai kiado, Budapest 1984). A Sglanum acaule

é auto-fertilizdvel mas n3o se cruza sexualmente com tomate,

um facto gque tornou impossivel até alora a produgd3o de

hibridos de S. acaule / L. esculentum.

A solanum acaule Hawkes é oriunda das

altitudes mais elevadas dos Apdes onde as plantas desta
espécie s%o facilmente obtidas. Além disso, a S. acaule

é cultivada hd muitos anos no Max-Planek Institut fur
Zuechtusgsforschung (Cologne) FGR) e, mais recentemente no
Max-Planck Institut fur Biologie (Tuebingen, FGR), Material
para propagag3o destas espécies estd disponivel nestas duas

fontes (P.0.Box5969, 100 LIMA, Peru), uma instituic¢3o pibli-
ca e um centro internacional de pesquisa de batata.

Os protoplastos para utilizag3o na
presente inveng3o podem ser produzidos por técnicas enzima-
ticas convencionais. Existem inGmeras enzimas disponiveis
comerclalmente, tais como a "Celulase Opozuka R-10" e a pec-
tinase "Macerosyme R-10", ambas produtos da Yakult
Honsha Co. (Tokyo) que s3o apropriadas para utilizag3o

neste contexto.

Conforme descrito, por exemplo, por
Eriksson, Protoplast Isolation and Culture" in PLANT PROTO-
PLASTS 1-20 (CRC Press 1983) (aqui “"Eriksson"), cujo con-
telddo é aqui incluido por referé&ncia, o isolamento enzimi-
tico de protoplastos pode ser realizado de dois modos dife-
rentes:
o método em dois passos (ou método sequencial) e o método de
passo Gnico. No método de dois passos, o tecido é primeiro
tratado com uma macerozima ou pectinase gue separa as célu-
las por degradag3o da lamela média. As células libertas sZo
entdo tratadas com celulose, que liberta os protoplastos.

’ -~ a ]
Em geral, as celulas s3o expostas a diferentes enzimas por
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periodos mais curtos do que os utilizados no método de
passo fnico. No método de passo Gnico o tecido é sujeito a
uma mistura de enzimas, incluindo a macerozima e a celulose.
Este método resulta geralmente em rendimentos mais elevados
a partir de tecidos da folha, visto que as duas células

do meséfilo (estacada ou esponjosa) libertam protopldstos,

e é também de trabalho menos intensivo.

Visto que os protoplastos sdo de
carga negativa e ndo se fundirdo de modo exponténeo a
frequéncias utilizdveis, a fus3o dos protoplastos tem de
ser induzida. Realizag®es preferidas a este respeito vinculam
a utilizag3o de um agente de fus3o gquimico tais como
cdlcio elevado e pH elevado, veja-se Keller and Melchers,
7. Naturforsch. 28c: 737-41 (1973), e polietileno glicol
(PEG), que é vulgarmente utilizado, como uma redugdo de
PEG 1540, 4000 ou 6000. Também se podem utilizar métodos
eléctricos para induzir a fus3o de protoplastos, por exem-
plo, por meio da técnica de vibrag3o do campo eléctrico

descrita por Vienken et al., Physiol. Pjant. 53:64 (1981).

A fus3o das células entre protoplastos
de Solanum e tomate pode, assim, ser efectuada de modo
convencional. A partir das calosidades desenvolvidas a par-
tir dos produtos de fus3o resultantes, podem regenerar-se
plantas completas de acordo com a metodologia disponivel
conforme descrito, por exemplo, por Shahin, Theor. Appl.
Genet. 69:235-40 (1985) (agui "o artigo de Shahin"), Mel-
chers and Labib, Mplec. Gen. Genet. 135:277-94 (1974), e
Kao et al., Pjanta 120:215-27 (1974), cujos respectivos

conte(dos est¥o aqui incluidos por referéncia. Eq geral,
cerca de 2% a 30% das calosidades obtidas deste modo s3do
regeneriveis em plantas. Ag calosidades a partir das
gquais se podem regenerar tomateiros de érg3os masculinos
estereis na presente invencdo s3o obtidos a uma frequéncia,

1

tipicamente na variag3o entre 10 ~ e 10—3, que & facilmen-

te fornecida com as tecnicas de selecgd3o / regeneracgdo da

- 8 =
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calosidade disponiveis.

De acordo com a presente invengdo,
tratam-se os protoplastos de tomate de modo a inactivar o
material genético contido no citoplasma. De preferéncia,
isto & realizado por exposici3o dos protoplastos de tomate a
um composto (aqui "inactivador citoplédsmico") como o &cido
iodo-acético ou Rhodamine 6-G, que blogueia a replicag3o,
ou rompe o DNA da nitoc8ndria. Um inactivador citoplésmico
preferido neste contexto é o iodo-acetato ou um dos seus
derivados, tal como iodo-acetamida. A inactivag3o citoplés-
mica pode ser realizada, de acordo com a presente invengdo,
por suspens3o temporaria, de protoplastos de tomate numa
solucdo aquosa contendo uma quantidade do inactivador cito-
plidsmico que tenha sido determinado empiricamente como
sendo eficaz no rompimento do material genético citoplds-
mico.

Assim. a concentragdo especifica do
inactivador citoplidsmico que € muito favordvel pode ser
facilmente determinada em relagdo, por exemplo, a condigdo
fisioldgica e de grupo da origem a partir da gual s3o
obtidos os protoplastos de tomate. Para as protoplastos
de tomate utilizados nos exemplos a seguir, as concentra-
¢Bes apropriadas do inactivador citopldsmico seleccionado
(iodo-acetamida) localizavam—-sSe na variag3o entre 5 e 30

mM.

Os protoplastos de Solanum a ser
fundidos com os protoplastos de tomate, de acordo com a
presente invencdo, devem ser tratados para que a transmis-

sdo dos genes nucleares para os produtos de fus3o seja
impedida.

Esta inactivag3o nuclear &, de prefe-
réncia, realizada por irradiag3o da planta dadora (antes

do isolamento de protoplastos) ou dos proprios protoplastos,
- 9 -
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apés isolamento, com uma dose apropriada de raios x ou - .
Tal como com o inactivador citoplésmico, a dosagem de ra-
diagdo mais favordvel para uma dada situagdo pode ser de-
terminada por experimentag3o de rotina. Para a S._ acaule
concluiu-se ser apropriada uma dose de raios-x ou -

na variag¢do de 10 a 200 krad.

Na presente invencdo, os protoplastos
de tomate de citoplasma inactivado e os protoplastos de
Solanum que contém um complemento nuclear-genético inactiva-
do s3o submetidos a fus3o de células a fim de dar origem
a uma cooperagd3o modificada entre o nlicleo e o citoplasma,
sem produgdo de e feitos mutagénicos significantemente
adversos nos genes nucheares dos tomateiros, produzindo
deste modo tomateiros de Srg3os masculinos esterilizados.
As anteras e o pdlen dos tomateiros de érgdos masculinos
estéreis da presente inveng3o diferem tipicamente na mor-
fologia da planta original ("m3e") masculina fértil do

seguinte modo:

A) A planta de 6rg3os masculinos esterilizados pode
ter antenas normais, contendo gr3os de pdlen
todos coloridos com aceto carmina (uma indicagdo de

viabilidade) mas n3¥o germinam.

B) A planta de drg3os masculinos esterilizados possuem

antepas normais mas muitos dos seus grdos de

pélen s3c diminuidos e n3o germinam.

c) A planta de drg3ocs masculinos esterilizados pode

ter antepmas diminuidas e n3o ter pdlen.

D) A planta de org3os masculinos esterilizados pode
ter antemnas normais mas ou (i) significantemente

poucos dos 100% dos seus grdos de pbélen se colaram
de acetocarmina ou (ii) alguns dos seus gr3os de

Id . . . s Ny
polen germinam guando colocados num meio artificial
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de germinacd3o de pdlen.

As plantas do tipo (D) s3o fontes po-
tenciais de um genotipo (B-linha) conservador apropriado
para utilizar na susteng¥o de uma linha de tomate identi-
ca mas de 6rgdos masculinos esterilizados produzida de
acordc com a presente invengdo. De qualgquer modo, tais
plantas sXo facilmente diferenciadas desde o tipo (A),
tipo (B) e tipo (D), com base nos critérios de aparéncia

e colorag3o de pdlen anteriormente discutida.

Excepto no que se refere as antenas
e ao pélen, ndo se detectam facilmente diferengas
mor foldgicas entre os tipos acima referidos de plantas de
érg¥os masculinos esterilizados da presente invengdo e as
plantas-m3e. As plantas regeneradas a partir de produtos
de fusdo, de acordo com a presente inven¢do, diferem assim
das plantas-m3de férteis em que a polen do primeiro n3o
germina nas estirpes docs tomateiros férteis sob condigdes
normais de cultura de tomate.

A presente invenc3o é ainda descrita
por refergncia aos exemplos ilustrativos gue se seguem.

Os exemplos mostram como se obtem novas variedades de to-
mate hibrido, conforme anteriormente descrito, utilizando
plantas que repres:z=ntam cinco variedades de tomate, respec-

. 14
tivamente, e um exemplo de especie Splanum.

Exemplo 1

Seleccionou~-se a variedade de tomate
congénita "Sekai-ichi" por convers3o a esterilizag3do dos
érg3os masculinos. De acordo com a ENCYCLOPEDIA OF HOR-
TICULTURE, Vol. 6 (Seibundo Shinkosha), 1970, o Prof.
Taniguchi do Tokyo Higher Agricultural College caracterizou
a "Sekai-ichi" em 1933 como uma selecgdo da variedade
"pondercsa" ou um habrido obtido por meio de um cruzamento

- 11 -
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envolvendo a variedade "Beefheart". A "Sekai-ichi" cresce
vigorosa e abundantemente, e é uma planta de crescimento
médio ou lento. Cresce bem em locais onde a “Ponderosa"
também cresce bem mas é colhida ligeiramente mais cedo. O
fruto da "Sekai-ichi" é comde-rosa, achatado, e maior do
que a média, com topos pontudos, cavidades profundas e fim-

brias que se prolongam para tras,

As sementes de tomate da "Sekai-ichi"
foram germinadas assepticamente e os cotiledones disseca-
dos das mudas e colocados numa versdo modificada da redugdo
de enzimas TSE-2 descrita por Shahin, CELL CULTURE AND SOMA-
TIC CELL GENETICS OF PLANTS, Vol. 1, pag. 375 (vasil ed.
Academic Press, 1984) para obter protoplastos. Mpodificou-

-se a composigéo da solugdo de enzimas de modo a conter 2%
de celulose Onozuka R-10 e O, 2% Macerozyme R-10.

Isolaran-se os protoplastos assim produ-
zidos e suspenderam-se numa solugdo contendo 10 mM de iodo-
—acetamida, e levaram-se ent3o a descansar a 4°C durante 15
minutos para inactivar os factores citoplasmicos docs proto-

plastos.

Separadamente, propagaramse assepticamen-

te, por corte, plantas Solanum acaule. Dissecaram-se as fo-

lhas e irradiaram-se com raios-x e - ﬁ’ para inactivar os
seus genes nucleares. Subseguentemente, trataram-se as
folhas com a solug3o de enzimas TSE-2 modificada anteriormen-

te descrita, produzindo assim protoplastos.

Misturaram-se juntamente numeros iguais
de protoplastos de tomate tratados com iodo-acetamida e
protoplastos de S. acaule irradados e submeteram-se a fus3do
das células de acordo com o método de Kao et al,. Planta
120: 215-27 (1974). Mpdificaram-se as solucdes para tratamen-

to da fusd3o como a seguir se indica:

-12 -
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Adicionaram-se cinco gotas da solugdo
de suspensdo de protoplastos, por meio da pipeta de Pasteur,
a um prato Petri de plastico; doze minutos mais tarde, adi-
cionaram~se de igual modo doze gotas de solugdo de PEG
/ 25 % (p/p) de polietileno glicol 1540, 10,5 mM de CaCl
e 0,7 mM de KHZ

te vinte minutos,.

2
PO4_7 e levou-se a solugdo a descansar duran-

Adicionaram-se entdc vinte gotas de
uma solugcdo de elevado pd/elevado Ca constituida por 50,0
mM de solugdo tampdo glicina-NaOH (pH 10,5), 50,0 mM de
CaCl2 e 0,2M de manitol, conforme descrito em Keller e
Melchers, Z. Naturforsch 28: 737-41 (1973); vinte minutos
depois, adicionaram-se mais vinte gotas da mesma solugdo
de elevado pH/elevado Ca apds um volume de liguido compari-
vel ter sido primeiro retirado da solug3o de suspensdo.
Retirou~se ent¥o um volume aproximadamente de vinte gotas e
adicionou-se de lavagem contendo 0,75 mM CaCl2 e 0,4 M de
manitol. Quinze minutos mais tarde, apds se ter retirado
um volume de vinte gotas da solugdo de suspensdo, adicio-
naram-se vinte gotas da solugdo de lavagem. Depois retirou-
-se a solugdo de lavagem, adicionaram-se vinte gotas da solu-

¢3o TM2 descrita por Shahin. Theor. Appl. Genet 69:235-40

(1985) (agui "o artigo de Shahin") e, guinze minutos depois.
substituiu-se a solugdo de suspens3o pelo mesmo volume do
meio TM2,

Realizou-se a cultura e a regenerag3o
dos produtos de fus3o dos protoplastos de acordo com o mé-
todo descrito no artigo de Shahin. Mais especificamente,
duas semanas apdés a fusdo, transferiram-se as mini-calosi-
dades obtidas do meio liguido para um meio sbélido para uma
cultura de seis dias a 24°C, sob desasseis horas de luz
(500 lux). As calosidades que cresceram transferiram—ce
para um meio de regeneragdo, descrito no artigo de Shahin,
para uma cultura de dois meses a 24°C sob desasseis horas de
luz (4500-5C00 lux). Transplantaram-ce cs rebentos gue. ge-
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TM~5 (veja-se o artigo de Shahin) para uma cultura de dois
meses. Epnraizaram-se os rebentos e propagaram-se assepticamen-—

te por corte.

Cerca de guatro meses apds a fusdo

transferiram-se para o solo de uma estufa para plantas.

Duas plantas regeneradas a partir da
calosidade ("calosidade A") obtida por meio da fus3o de pro-
toplastos de tomate tratados com icdo-acetamida e protoplas-
tos de S. acaule irradiades com raios - 1/ (100 krad), pos-
suiam vinte e guatro cromossomas; As caracteristicas destas

plantas incluindo caracteristicas das pétalas das antenas,
ndo diferem das da “"Sekai-ichi" m3e. Além disso, o pdlen

destas plantas, tal como o pélen da "Sekai-ichi", colora-se

quase 100% com acetocarmina.

,
No entanto o polen destas plantas n3o
germina num meio de germinagdo de pdlen artificial descrito

por Brewbaker and Kwack, Amer. J. Botany 50: 859-65 (1963).
Istr estava em surpreendente contraste com o pélen da

"Sekai-ichi", 80% do gual germinou neste meio. As duas plan-
tas regeneradas fracassaram na produgdo de quaisquer semen-
tes por auto-polinizag3o e formaram sementes apenas quando

foram polinizadas com pdlen de variedades de tomate comuns

e Sobanum pennellii, respectivamente. Quando polinizadas

com pdlen de “Sekai-ichi", obtiveram-se cerca de 190 sementes
por fruto (média de sete frutos).

Quancdo as sementes hibridas obtidas por
polinizag¢3o com pdlen de "Sekai-ichi" foram semeadas, as
plantas resultantes n3o diferiam das “Sekai-ichi" nas carac-
teristicas morfoldgicas ou em crescimento. As plantas rege-
neradas de modo semelhante de uma outra calosidade ("calosi-
dade B") gue havia sido obtida do mesmo modo da calosidade A,
excepto por se terem usado raios-x em vez de raios - Y/u
também possuiam vinte e guatro cromossomas. Entre 7% e 44%

- 14 -
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do pdlen destas plantas coloriu-se com acetocarwmina; o

N N . ’ N
resto dos gr3os de pdlen eram diminuidos. O pdlen colorido
n3do germinou no meio artificial de germinag3o de pdlen an-

teriormente referido.

N3o se obtiveram sementes a partir
das plantas da calosidade-E sob auto-poliniza¢3o, mas obti-
veram-se sementes a partir de todas as plantas gquando foram
polinizadas com outras variedades de tomate férteis, com

o "Segkai-ichi".

Exemplo 2

Seguiram-se os processos do Exemplo 1,
excepto por se utilizar cada uma das variedades de tomate
"Red Cherry", "VF-36", "D;licious" e “"Kuribara" como fonte
de protoplastos e folhas ge S. acaule irradiadas com raios-
- Y a 100 krad.

Ag caracteristicas salientes de

cada uma das variedades atrés referidas resumem-se a seguir:

(1) Red cherry - Egta é uma variedade de tomate verme-
lho-cereja, e utilizou-se como um tomate vermelho-
-cereja tipo nests experiéncia. Ag caracteristicas
do "Red cherry" s¥o identicas as do tomate amarelo-
-cereja, excepto na cor do fruto. O "Red cherry" é
conhecido desde hd muito tempo e foi cultivado na
Europa durante muitos anos. Embora popular, de
inicio, na jardinagem caseira, as plantas "Red
cherry" tem sido recentemente utilizadas de modo
extensivo para a produg3o de tomates vermelho-cereja
no Jap3o. A sua maturidade é intermédia entre as
variedades de maturidade precoce e maturidade tardia.
Ag plantas desta variedade crescem alto, largas e
direitas. Os pedinculos e folhas s3o verde médio e

crescem densamente. O0s frutos crescem em cachos de
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(2)

(3)

(4)

7 a 9, e cada fruto é pequeno, redondo e vermelho,
com didmetros de cerca de 28 mm e pesos de cerca
de 9 gramas. O fruto divide-se em duas camaras, con-

tendo cada cadmara polpa e pequenas sementes. O gos-
to do fruto do "Red cherry" é suave.

VF-36 - uma espécie desenvolvida na Upiversidade
da Cglifornia em 1959 a partir de um cruzamento de
VC255 com VR1l, a VF-36 amadurece cedo e € resisten-

te ao murchar da Fusarium e Verticillium. A VF=-36

possul padr3o de crescimento determinado (auto-
elevag3do) com frutos gue s3o grandes e pontudos de

forma e pessam entre 160 e 200 gramas.

D _licjous - Esta variedade é também conhecida hé&
muito tempo € existem muitas familias. Amadurece
cedo e é apropriada para cultura rdpida. "Delicious"
adapta-se a qualquer género de solo bem drenado,

E resistente & superfertilizag3o. Os frutos s3o
graades, redondos e vermelhos, e tem uma forma

muito agraddvel. Visto que o periodo de colheita &
muito curto, & pouco razoivel esperar que as co-

lheitas sejam grandes.

Kurihara - uma linha de uma espécie de longa dura-
¢3o, "Kurihara" possuil trepadeiras vigorosas, cresce

grande e desenvolve grandes folhas. £ apropriada
para cultivo tardio e campo aberto, e por isso adap-

ta-se bem a cultivo em estufa no Oytuno. £ apro-
priado quer para tomate em fatias quer para uma
grande variedade de aplicacdes. E uma planta de
elevado rendimento que possui frutos de tamanho gran-
de a médio. O fruto é alto arredondado mas, quando

ndo se adiciona fertilizante suficiente, tende a
tornar-se angular. Ppgde resistir a uma grande

guantidade de fettilizante, mas podem esperar-se

regularmente grandes colheitas com apenas uma pequena
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quantidade de fertilizante. Devido & sua pele macia
o fruto de "Kurihara" ndo se adapta bem ao trans-
porte. O nicleo é pequeno. A pele muito fina e a
polpa macia do fruto da "Kurihara" significam que o
fruto racha quando amadurece demais. Assim, & impor-
tante ter cuidado com a regulag3o do tempo das co-
lheitas.

Os rebentos enraiados obtidos a partir
destas variedades foram testados pela capacidade de ger-
minagdo do pblen conforme representado no Quadro l. De
acordo com o critério de germinag3o do pdlen anteriormente
referido, todas as plantas testadas eram de 6rg§os masculi-~
nos esterilizados, com a excepgdo de duas plantas, RC. A-a e
VF B-a (veja-se o Quadro 1).

Uma das plantas obtidas a partir de
"Red cherry (RC B-b no Quadro 1) n3o seria diferente da
"Red cherry" em termos de morfologia da flor. Além disso,
o pdlen da planta de brglos masculinos esterilizados
coloriu-se com acetocarmina do mesmo modo como o pdlen da
"Red cherry"-m3e. Mas o pdlen da RC B-b, a n3o ser o pdlen
da "Red Cherry", n3o germinou em meio artificial de germina-
¢3c de pdlen. Além disso, n3o foram obtidas sementes a par-
tir da planta de RC B-b apds a auto-polinizagdo. A planta
da frutos de cerca de 24 mm de didmetro (média de 9 frutos)
e obtiveram-se cerca de 82 sementes por fruto sob poxinizag3o

com pélen de "Red cherry" (média de 4 frutos)

Quadro 1. Resultados da coloragdc com acetocarmina e germi-
na¢3o de pdlen em meio artificial de germinag3o

de pdlen.
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1. RC: "Red cherry" VF: "VF-36" De: Deliciocus"

Ku: Kurihara

2. As designacBes alfabéticas em maiGsculas referem-se
a calosidades diferentes das varias variedades.
As designacB®es em minisculas referem-se a diferen-
tes plantas derivadas a partir de varias calosidades.

Obtiveram-se também plantas de drg3dos
masculinos esterilizados quando, em vez de S. acaule,se uti-
lizou S. tuberosum comoc fonte de protoplastos Solarum, de

acordocom a presente invengdo.

A presente inveng3o torna possivel a
conversdo eficaz de gualguer variedade de tomate a este-
rilidade masculina num curto periodo de tempo, sem produzir
guaisquer efeitos adversos, ndo-desejados, nas plantas resul-
tantes. A presente inveng3oc proporciona os meios para pro-
duzir um grupo homogéneo de tomateiros de brg3os masculi-
nos esterilizados, gue é de grande utilidade na obtengdo
de hibridos de tomate de base comercial. Além disso, os to-
mateiros de érg3os masculinos esterilizados produzidos pelo
método da presente invengdo possuem uma capacidade produ-
tora de sementes que é praticamente igual a das plantas-mée
€, especialmente, s3o capazes de produzir sementes sem gquais-
guer alteragBes nas caracteristicas da planta como resul-
tado da polinizag3c com o pdlen do tomateiro utilizado para
fus3o. Assim, um tomateiro de 8rgdos masculinos esteriliza-
dos da presente invengdo € bastante diferente das plantas
de 6rg3os masculinos esterilizados produzidos até agora
utilizando métodos convencionais e, ainda, representa uma
significag3do contribuig¢do para a produgdo de sementes e

fruto de tomate Fl.
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REIVINDICACOES

2]

Frccessc para a produgdo de tomateiros
cujos érg3os masculinos s3o esterilizados, caracterizado

por

a) se fundir protoplastos de tomate os gquais contém
material genético citopldsmico inactivado com proto-
plastos Solanum gue contém material genético nuclear
inactivo, para se obter uma diversidade de produtos
de fus3o.

B) se regenerar pelo mznos um produto de fus3o dos

obtidos em A) dentro de um tomateiro completo

cujos drgdos masculinos s3¥o esterilizados.

Processo de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado por, antes do passo A), se tratar os pro-

toplastos de tomateiro com iodoacetato du um seu derivado pa-
ra produzir os referidos protoplastos de tomate que contém

elementos cicopldsmicos inactivados.

- 32 _

Processo de acordo com a reivindicag3o
1, caracterizado por, antes doc passo A), se produzir os re-

feridos protoplastos Solanum que contém elementos nucleares
inactivados, por se irradiar ou uma planta Solanum ou proto-
plastos Solanum com uma dose de esterilizag3o de radiagdo de

raios ‘( ou raios X.
{ ] e
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Proccessoc de acordc com a reivindicagdo

l, caracterizado por os referidos protoplastos Solanum gque
contém elementos nucleares inactivados s%o protoplastos

de uma batateira ou de uma planta da espécie Solanum seme-

lhantes & batateira.

Processo de acordo com a reivindicacgdo
4, caracterizado por os referidos protoplastos serem proto-

plastos S. acaule.

- 58 _

Processo de acordo com a reivindicagdo
4, caracterizado por os referidos protoplastos serem proto-

plastos S. acaule.

A requerente reivindica a prioridade
do pedido japonés apresentado em 8 de Oytubro de 1988, sob
0 n®? Sho-63-254297.

Lisboa, 6 de Ojtubro de 1989
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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RES UMO

"PROCESSO PARA A PRODUCAO D TOMATEIROS CUJOS ORGAOS MASCU-
LINOS SAO ESTERILIZADOS"

A invencdo refere-se a um processo
para a produgdo de tomateiros cujos érg3os masculinos s3o

esterilizados, gue compreende:

A) fundir-se protoplastos de tomate os gquais contém

material genético citoplasmico inactivade com proto-
pldstos Sclanum gue contém material genético nuclear
inactivo, para se obter uma diversidade de produtos

de fus3do.

B) regenerar-se pelo menos um produto de fus3o dos

obtidos em A) dentro de um tomateiro completo cujos

orgdos masculinos s3o esterilizados.
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