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1) A invencao refere-se a uma sequéncia de ADN co-

dificadora para uma oxalato-oxidase.

2) Essa proteina é utilizavel para proporcionar
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sclerotinia sp. Pode ser transportada por um gene quimé-
rico e por um vector que contenha a sequencia codificado-
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3) Pode ser utilizavel para proporcionar as plantas
uma maior resisténcia as doengas provocadas por
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"PRODUCAO DE PLANTAS RESISTENTES AOS ATAQUES DE SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM POR INTRODUGCAO DE UM GENE QUE CODIFICA PARA
UMA OXALATO-OXIDASE"

X

A presente invencao tem como objectivo proporcionar
um gene codificador para uma oxalato oxidase, proporcionar
tambem a proteina codificada por esse gene, os genes quiméricos
que incorporam esse gene e a sua utilizacao para a transfor-
macao com a finalidade de lhes conferir resisténcia as doencas

fungicas.

A esclerotiniose & uma doenca fingica importante que
afecta um grande numero de dicotileddneas. O responsavel por

essa doenga, Sclerotiniaslcerotiorum, & um fungo polifago que

apresenta pouca especificidade do hospedeiro.

Esse fungo pode atacar a planta quer directamente ao
nivel do caule, quer ao nivel das folhas alcancando depois o
caule, quer ainda ao nivel do capitulo floral. Nos dois
primeiros casos, a planta definha por falta de alimentagao. No

tltimo caso, a flor definha comprometendo a colheita.

0 fungo produz enzimas liticos que degradam a

membrana celular do vegetal infectado e que facilitam o seu



desenvolvimento na planta. Estes enzimas desempenham uma funcao
importante na patogenicidade mas admite-se que nao sejam sufi-
cientes. 0 fungo produz tambem acido oxalico (Godov et al.,
1990). Este acido oxalico provoca uma diminuicao do valor do pH
nos tecidos infectados facilitando a hidrolise da membrana
celular provocada pelos enzimas liticos. Uma redugao de
producao do acido oxalico ou uma degradacao deste acido oxalico
deve permitir um abrandamento ou mesmo uma inibic@o do desenvol

vimento do fungo.

Para se desenvolver uma planta resistente ao 'nos" e
possivel utilizar a estrategia de desintoxicacao do acido
oxalico. A degradacao deste acido limitara a diminuicao do
valor do pH intercelular do tecido vegetal atacado, pelo que os
enzimas liticos funcionarao entao bastante longe dos valores
optimos de pH que lhes permitam ser realmente activos e

eficazes. Dal resulta uma diminuicao da patogenicidade do fungo.
Para se conseguir esse objectivo, & possivel utilizar

a oxalato oxidase que catalisa a reacc¢ao seguinte

ZOIIHZ ________________ % 2C02 + H202

oxalato oxidase

0 enzima oxalato oxidase & isolado a partir de



plantas diferentes, geralmente monocotiledoneas (Pieta et al.,

1982): por exemplo, & possivel purificar a proteina da cevada

recorrendo a técnicas de cromatografia classicas (geles de

filtracao Superdex G75 e de permuta de ioes MonoQ, Pharmacia),

seguindo-se a actividade enzimatica de acordo com o protocolo

colorimétrico adiante descrito (Obzansky e Richardson, 1983):
Acido oxalico + 02 -------------- 35 2C0, + H,0,+

oxalato oxidase

H202 + MBTH + DMA ----=---=- > indamina + H,0 +
peroxidase

MBTH = 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona

DMA = N,N-dimetilalinina

Esta tecnica permitiu purificar uma proteina a qual,
sobre gel de acilamida em condicoes desnaturantes, possui uma
massa molecular correspondente a 26000 daltons. Uma parte do
enzima oxalato oxidase purificado foi utilizada para obter
anticorpos anti-oxalato oxidase de coelho; a parte restante da
proteina foi utilizada para fazer a sequenciacao da proteina
nativa (N-terminal), ou, apés clivagem com brometo de cianogé—
neo, para fazer a sequenciagao de alguns péptidos internos. Os

resultados obtidos sao os seguintes:

N-terminal : TDPDPLQDF-VADLDGKAVSVNGH
S

Peptido interno NO 2 : HFQFNVGKTEAY
L'ADNc



A comparagao das sequencias peptidicas anteriormente
descritas com os dados contidos no banco proteico Swiss-Prot
permitiu identificar uma proteina de trigo designada por
"Germina" e revelada em publicacao de 1989 por Dratewka-kos et
al.. Foram efectuadas experiencias que nos permitiram deter-
minar que o ADNc publicado pelos autores e codificador para uma
proteina de 201 aminodcidos e que apresenta uma actividade
oxalato oxidase. Para o acompanhamento da descrig¢ao das expe-
riencias apresentadas na presente invencao, referir-nos-emos a
numeracao dos nucleotidos da figura 2 do artigo dos autores

publicado em "J. Biol. Chem."; 264; 4896-4900.

A sequencia deste ADNc possui um comprimento de 1075
nucleotidos com uma extremidade 5' nao traduzida de 85 residuos,
uma fase de leitura aberta de 672 nucleotidos (desde a posigao
86 até a posigao 757) e depois uma extremidade 3' nao traduzida

de 318 residuos.

A comparacao da sequéncia proteica deduzida da
sequéncia do ADNc com a sequéncia que se obtém por sequenciacao
da proteina nativa mostra que o ADNc é codificador nio so para
a oxalato oxidase madura mas tambem para um péptido sinal de
23 aminoacidos na parte N-terminal. Em consequéncia, o enzima
oxalato oxidase & sintetizado sob a forma de uma proteina
(péptido sinal mais péptido maduro) que é amadurecida por
eliminacao do péptido sinal para libertar o enzima activo

maduro.



Em consequéncia, utilizaremos tanto a parte que é
codificadora para a pré-proteina (nucledotidos 86 a 757), quer
apenas a parte que e codificadora para a proteina madura (desde
a posicao 155 até a posicao 757). Neste Gltimo caso, torna-se
necessirio colocar um codio AUG (que é codificador para uma
metionina) em frente do codao ACC (que e codificador para a

teonina, primeiro aminoacido da proteina madura).

Os ataques as plantas provocados por Sclerotinia

sclerotiorum fazem-se essencialmente pelo caule ou pela planta,

sendo interessante poder exprimir a oxalato oxidase tanto nos
tecidos clorofilicos podendo por isso utilizar-se o promotor da
pequena sub-unidade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase do
Helianthus annuus (PSUHa, Waksman et al., 1987), como nos
diferentes tecidos do vegetal, motivo pelo qual utilizaremos o
promotor ubiquitario do ARN 355 do virus do mosaico da couve-
-flor (CaMV 35S5), tendo sido duplicada uma sua parte que foi

designada por '"duplo CaMV".

Os genes quimericos, de acordo com a presente
- ~ < .
invencao, podem ser construidos, por exemplo, a partir dos

elementos seguintes

A. Promotor duplo CaMV seguindo da parte do ADNc
da oxalato oxidase que e codificadora para a

pre-proteina (péptido sinal mais peptido



maduro) e do terminador 'mos'" obtido a partir
do gene da nopalina sintase de pTi 37 (Bevan

et al., 1983).

B. Promotor duplo CaMV seguido da parte do ADNc da
oxalato oxidase que e codificadora apenas para

a proteina madura seguida do terminador "nos".

C. Gene identico a "A" mas com o promotor da
pequena sub-unidade da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase do girassol (PSUHa) no lugar do

duplo CaMV.

D. Gene identico a "B" mas com o promotor da PSUHa

no lugar do duplo CaMV.

Cada gene quimérico & introduzido na célula vegetal
por um ssitema que utiliza Agrobacterium ou recorrendo-se a
qualquer outro sistema de alguma forma conhecido para trans-
formar as celulas vegetais. As plantas sao regeneradas a partir
das celulas transformadas. Estas plantas apresentam uma tole-

rancia acrescida a Sclerotinia sclerotiorum.




EXEMPIO 1 :

A.

Preparacao de duas sequencias codificadoras :

Pré-proteina: obtém-se a partir do ADNc ante-
riormente descrito digerido por Hind III (na
posicao 66). A extremidade coesiva obtida é
libertada por tratamento com polimerase de
Klenow. Este ADN é seguidamente digerido por

Nhe I (na posicao 811).

Paralelamente, o plasmido pUC 19 (Yanisch-

-Perron et al., 1985) é digerido por Sac I.

A extremidade coesiva obtida & libertada
por tratamento com polimerase de Klenow. Segui-
damente o plasmido e digerido por Xba I (compa-

tivel com Nhe I).

0 fragmento do ADNc e o plasmido anterior-
mente preparados sao depois unidos. O novo
plasmido assim obtido & designado por pRPA-oxo-
-01 e a figura 1 representa o cartograma corres

pondente.

Proteina madura: obtem-se a partir do ADNc
anteriormente descrito apos digestao por BstN I
(na posicao 173). 0 fragmento obtido e o

ligante que possui a sequencia :



5! 3!
ATGACCGACCCAGACCCTCTICC
TACTGGCTGGGTCTGGGAGAGGT
3 5!

sao depois unidos. Isto proporciona uma modifi-
cacao da sequéencia N-terminal da proteina

madura que passa de TDPDPLQ para MTDPDPLQ.

Este fragmento de ADNc é depois digerido
por Nhe I (na posicao 811) para ser depois
unido com o plasmido pUC 19 preparado conforme

descrito no paragrafo anterior.

0 novo plasmido assim constituido & desig-
nado por pRPA-0x0-02 e a figura 1 representa o

correspondente cartograma.

EXEMPLO 2 : Preparacao dos genes quimericos :

A. Preparacao de vectores constituidos pelo
promotor e pelo terminador 'nos" :
-Exemplo do duplo CaMV: obtém-se este vector a partir do plas-

mido pRPA-BL-410 obtido do modo a seguir descrito :



Fusao "peptido de transito da PSU da RuBisCO de milho/géne

ArcA" :

0 péptido de transito da PSU do gene da RuBisCO de
milho & obtido a partir de um fragmento EcoRI-SphI de l92pb;
deriva do ADNc correspondente ao géne da PSU do géne da
RuBisCO de milho descrito por Lebrun et al. (1987) possuindo um
sitio NcoI que se sobrepoe ao codao iniciador da traducio e um
sitio SphI que corresponde ao sitio de clivagem do péptido de

transito.

Ao efectuar-se o tratamento da extremidade Sphl com a
polimerase do bacteridfago T4 e ao uni-la com a extremidade
NcoIl, tratada com um polimerase de Klenow, do gene AroA de
pRPA-BL 104 e recortado por EcoRI, obtem-se a fusao traducional
entre o peptido de transito proveniente de milho e o géne da

EPSPS bacteriana.

Fusao "peptido de transito de PSU da RuBisCO de milho/sequéncia

de 22 aminoacidos da parte madura da PSU da RuBisCO de milho/

/géene AroA :

Por um processo idéntico uniu-se um fragmento
EcoRI-HindII de 228bp de ADNc da PSU do géne da RuBisCO de
milho com a extremidade Ncol, tratada com polimerase de Klenow,

do géne AroA de pRPA-BL 104 e recortado por EcoRI. Obtém-se uma
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fusao traducional entre o péptido de transito da PSU da
RuBisCO de milho, os 22 aminoacidos da parte madura da PSU da

RuBisCO de milho e o géne da EPSPS bacteriana.

Peptido de transito da PSU da RuBisCO de Girassol :

O fragmento deriva do ADNc isolado por Waksman e
Freyssinet (1987). Cria-se um sitio Sphl em conformidade com o
método de Zoller e Smith (1984) no sitio de clivagem do péeptido
de transito. O peptido de transito da PSU da RuBisCO de

girassol assim obtido € um fragmento EcoRI-SphI de 171 pb.

Fusao "péptido de transito da PSU da RuBisCO de girassol/

[sequéncia de 22 aminoacidos da parte madura da PSU da RuBisCO

de milho/gene AroA :

A construgao contendo a fusao peptido de transito da
PSU da RuBisCO de milho/sequencia de 22 aminoacidos da PSU da
RuBisCO de milho da parte madura do géene de milho foi recortada
por EcoRI-SphI de 171 pb correspondente ao péptido de transito
da PSU do géne da RuBisCO de girassol. Uma construgao resul-
tante apresenta uma substitui¢ao dos fragmentos EcoRI-Sphl e é
uma fusao traducional "péptido de transito da PSU da RuBisCO de
girassol/sequéncia de 22 aminodcidos da parte madura da PSU da

RuBisCO de milho/gene AroA".



Uniu-se o fragmento EcoRI-Sall com o fragmento Sall-
-SstI contendo a sequéncia "nos 3'" e a orla direita do ADN-T.
0 fragmento EcoRI-SstI resultante constituido pelo "peptido de
transito da PSU da RuBisCO de girassol/sequéncia de 22 aminoa-
cidos da parte madura da PSU da RuBisCO de milho/gene AroA/nos
3'/orla direita do ADN-T" é substituido no fragmento EcoRI-Sstl
contendo a orla direita do ADN-T do plasmido 150 A alfa 2
contendo o promotor duplo CaMV. A fusao transcricional "duplo
CaMV/péptido de transito da PSU da RuBisCO de girassol/
/sequéncia de 22 aminoacidos da parte madura da PSU da RuBisCO
de milho/géne AroA/nos 3' no vector 150 A alfa 2 foi designada
por pRPA-BL 294,

Fusao "peptido de transito da PSU da RuBisCO de girassol/

-/sequencia de 22 aminoacidos da PSU da RuBisCO de milho/peptido

de transito da PSU da RuBisCO de milho/gene AroA" :

A construcao referida antes foi recortada por Ncol-
-HindIII libertando o géne AroA. Depois uniu-se com um frag-
mento NcoI-HindIII de 1,5 kpb contendo a fusao "peptido de
transito da PSU da RuBisCO de milho/géne AroA". Uma construgao
resultante apresenta uma substituicao dos fragmentos Ncol-
-HindIII e uma fusao traducional "peptido de transito da PSU da
RuBisCO de girassol/sequencia de 22 aminoacidos da PSU da
RuBisCO da parte madura do gene milho/péptido de transito da

PSU da RuBisCO de milho/géne AroA".
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0 fragmento EcoRI-Sall foi unido com o
fragmento SalI-SstI contendo a sequencia '"nos
3'"" e a orla direita do ADN-T. O fragmento
EcoRI-SstI resultante constituido pelo "peptido
de transito da PSU da RuBisCO de girassol/
/sequéncia de 22 aminoacidos da PSU da RuBisCO
da parte madura do géne de milho/péptido de
transito da PSU da RuBisCO de milho/géne AroA/
/nos 3'/orla direita do ADN-T" & substituido no
fragmento EcoRI-Sstl contendo a orla direita do
ADN-T do plasmido 150 A alfa 2 contendo o
promotor duplo CaMV. A fusao transcricional
"duplo CaMV/peptido de transito da PSU da
RuBisCO de girassol/sequencia de 22 aminoacidos
dé PSU da RuBisGO da parte madura do géne de
milho/péptido de transito da PSU da RuBisCO de
milho/géne AroA/nos 3'" no vector 150 A alfa 2
foi designado por pRPA-BL 410.

Este plasmido & digerido com EcoRI e Sall
para retirar o gene de estrutura "péptido de
transito optimizado-zona codificadora para a
EPSPS madura', pRPA-BL-410 digerido (ver a
figura 1).

- Exemplo do PSUHa: obtém-se este vector a

partir do plasmido pRPA-BL-207 (descrito no



pedido de patente de invencao europeia NQ
0337899) o qual e digerido com EcoRI e HindIII
para retirar a zona codificadora para a nitri-

lase, pRPA-BL-207 digerido (ver a figura 1).

Construcao dos genes quimeéricos :

pRPA-0x0-03: e obtido fazendo digerir pRPA-oxo-
-01 por EcoRI e Sall. O fragmento obtido que e
codificador para a pré-proteina é depois inse-
rido entre os sitios EcoRI e Sall respectiva-
mente a jusante do duplo CaMV e a montante do

terminador '"nos".

pRPA-0x0-04: & obtido fazendo digerir pRPA-oxo-
-02 por Eco RI e Sal I. O fragmento obtido que
e codificador para a proteina madura & depois

inserido entre os sitios EcoRI e Sall respecti-
vamente a jusante do duplo CaMV e a montante do

terminador "nos".

pRPA-0x0-05: e obtido fazendo digerir pRPA-oxo-
-01 por EcoRI e HindIII. O fragmento obtido que
e codificador para pré-proteina & depois inse-

rido nos sitios EcoRI e HindIII respectivamente
a jusante do duplo PSUHa e a montante do termi-

nador "nos".



pRPA-0x0-06: e obtido fazendo digerir pRPA-oxo-

-02 por EcoRI e HindIII. O fragmento obtido que

e codificador para a proteina madura é depois

inserido entre os sitios EcoRI e HindIII

respectivamente a jusante do promotor PSUHa e a

montante do terminador '"nos".

UADRO 1 : Representacao esquematica dos quatro genes quime-

ricos :
Identificacao Promotor Zona codificadora Terminador
oxalato oxidase
pRPA-0x0-03 dCaMV pré-proteina nos
PRPA-ox0-04 dCaMVv madura nos
pRPA-o0x0-05 PSUHa pre-proteina nos
pRPA-0x0-06 PSUHa madura nos

EXEMPLO 3 :

a.

Obtencao de Colzas transgenicas :

Tranformacao

Cada vector, tal como descrito antes, e

introduzido na estirpe nao oncogénea do
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Agrobacterium tumefaciens EHA 101 (Hood et al.,
1987) portadora do cosmido pTVK 291 (Komari et
al., 1986).

A técnica de transformacao da Colza, varie-
dade Westar, processa-se essencialmente em
conformidade com o metodo descrito por Boulter
et al. (1990), utilizando uma concentracao de
bactérias correspondente a 2,5 x lO9 por ml

(DO 600 nm = 1).

Regeneracao

A técnica de regeneragao processa-se essen-
cialmente em conformidade com o método descrito
por Boulter et al. (1990). As plantas sao enrai
zadas em meio de De Block et al. (1989). Depois

sao colocadas em estufa e aguarda-se a floracao.

Medigao da resistencia da Colza a Sclerotinia

sclerotiorum :
In vitro :
- Discos foliares: mede-se a resistencia

determinando a massa de tres discos foliares

decorridos 11 dias de crescimento em meio de



.
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Murashige e Skoog (MS) contendo hormonas e

enriquecido com 1 mM de acido oxalico.

Nestas condigcoes, verifica-se que para os
discos foliares obtidos a partir de Colzas
modificadas com um dos genes quiméricos pRPA-
-ox0-03, pRPA-oxo-04, pRPA-o0x0-05 e pRPA-oxoO-
-06, a massa dos discos foliares aumenta nitida
mente ao passo que no caso dos discos foliares
obtidos a partir de colzas nao modificadas a

massa fica estagnada ou eventualmente diminui.

- Elonga¢ao radicular: mede-se também a
resisténcia in vitro através da medicao da
elongagao radicular decorridos dois dias de
crescimento em agua enriquecida com acido
oxalico 5 mM. Nestas condigoes, verificou-se
que as raizes das plantas de colza modificada
com um dos genes quimericos pRPA-oxo0-03,
pRPA-o0x0-04, sao capazes de crescer e de se
alongar ao passo que as raizes das plantas de
colza nao modificada nao apresentam, nas mesmas

condigoes, nenhum crescimento.
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In vivo :

Mede-se a resistencia in vivo numa estufa
ap0s a contaminacao de plantas de colza prove-
nientes da regeneracao, desde o aparecimento
das primeiras flores, quer por deposicao de
esporos de S. sclerotiorum sobre as petalas,
ocorrendo entao a infec¢ao das folhas natural-
mente no momento da desfloragao, quer por depo-
sigao directa sobre as folhas de omicélio ou de
uma peétala impregnada de micélio. As plantas
modificadas por um dos genes quimericos pRPA-
-0x0-03, pRPA-o0x0-04, pRPA-0x0-05 e pRPA-0x0-06
nao permitem o desenvolvimento do fungo e nao
apresentam nenhum sintoma de podridao caracte-
ristico da esclerotiniose, ao passo que as
plantas nao modificadas sao rapidamente
afectadas pela podridao caracteristica do

desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum.
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Figura 1: Procedimento de obtengao dos quatro genes quiméricos

a partir dos dois genes de estrutura, pRPA-oxo-0l e pRPA-oxo-02.

H, Hind III; B, BstN I; N, Nhe I; E, Eco RI, Sc, Sac I; S, Sal I

e X, Xba I.
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REIVINDICACGCDOES

1.- Sequeéncia de ADN, caracterizada pelo facto de

codificar para uma oxalato-oxidase.

2.- Proteina oxalato-oxidase, caracterizada pelo fac
to de ser utilizavel para proporcionar as plantas resistencia

as doencas provocadas pela sclerotinia sp.

3.- Gene quimerico, caracterizado pelo facto de in-
corporar como sequéncia codificadora um ADN em conformidade com

a reivindicacao 1.

4.- Vector para a transformacao de plantas, caracte-
rizado pelo facto de compreender um gene quimérico em conformi

dade com a reivindicacao 3.
5.~ Célula vegetal transformada, caracterizada pelo
facto de conter um vector em conformidade com a reivindicacao

4,

6.- Planta transformada, caracterizada pelo facto de



ser proveniente de uma célula em conformidade com a reivindica-

cao 5.

7.- Planta de acordo com a reivindicacao 6, caracte-

rizada pelo facto de ser uma dicotileddnea.

8.- Planta de acordo com a reivindicagao 7, caracte-

rizada pelo facto de ser colza.
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RESUMO

"Produgdo de plantas resistentes aos ataques de sclerotinia
sclerotiorum por introducdo de um gene que codifica para
uma oxalato-oxidase"

1) A invencao refere-se a uma sequéncia de ADN co-

dificadora para uma oxalato-oxidase.

2) Essa proteina é utilizavel para proporcionar
as plantas uma resisténcia as doencas provocadas por
sclerotinia sp. Pode ser transportada por um gene quimé-
rico e por um vector que contenha a sequéncia codificado-

ra.

3) Pode ser utilizavel para proporcionar as plantas
uma maior resisténcia as doencgas provocadas por

sclerotinia sp.
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