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"PROCESSO DE OBTENGAO DE UMA SEQUENCIA DE ADN QUE CONFERE UMA
ESTERILIDADE MASCULINA CITOPLASMATICA, DE UM GENOMA
MI'TOCONDRIAL, DE UM GENOMA HNUCLEAR, DE UMA MITOCONDRIA, DE
UMA PLANTA QUE CONTEM ESTA SEQUENCIA E FPROCESSO PARA A

PREPARACAO DE HIBRIDOS"
para que

INSTITUT HATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE pretende obter

privilégio de invengao em Portugal.

O presente invento refere-se a um processo de obtengiao de uma
sequéncia de ADN que confere uma esterilidade masculina
citoplasmatica, de um genoma mitocondrial, de um genoma
nuclear, de uma mitocéndria, de uma planta que contem esta

sequéncia e a um processo para a preparacgdo de hibridos.

O presente invento refere-se também a um material biolégico
que possui uma esterilidade masculina util para o
desenvolvimento de variedades hibridas de espécies de
interesse agrondmico.

O invento refere-se em particular a uma planta pertencente a
familia das cruciferas cujo citoplasma das células contem
organitos das sequéncias nucleotidias que conferem uma

esterilidade masculina e de boas caracteristicas agronémicas.



O desenvolvimento de variedades hibridas pode ser facilitado
ou tornado possivel através da utilizagdo de um sistema de
esterilidade masculina citoplasmatica. Os hibridos sao
obtidos pela fecundagdo cruzada entre duas populagdes
parentes, uma desempenhando o papel masculino, a outra o
papel feminino. Um dos obstaculos encontrados gquando se
deseja obter variedades hibridas de qualidade uniforme por
cruzamento sexuado em espécies autdgamas, é a capacidade de a
planta se auto-polinizar. Os sistemas de esterilidade
masculina permitem obter plantas femeninas incapazes de se
auto-fecundar e nas quais, apds a polinizagao, se podem
recolher directamente os grdaos que sdo todos hibridos sem se
ter recorrido a teécnicas laboriosas, tais como a castragéio

das flores.

Entre as determinantes genéticas da esterilidade masculina,
algumas ha que sao suportadas pelo citoplasma. Em cada
geragao sexuada eles sdo transmitidos exclusivamente pela
mae. Obtém-se assim 100% de estéreis-masculinas em cada
geragdo com um sistema de esterilidade masculina
citoplasmatica (CMS). Estas determinantes genéticas séao

suportadas pelo genoma das mitocéndrias.

Um sistema de esterilidade masculina citoplasmatica
apropriado nas cruciferas é definido pelas seguintes

caracterisiticas:

1) A esterilidade masculina deve ser total, isto é, quaisquer



gque sejam as condigoes de cultura e qualquer gque seja a
linhagem gque se queira utilizar como parente feminina, nao
deve haver produ¢ao de podlen. Caso contrario os graos
recolhidos nas plantas femininas seriam em parte provenientes

de autofecunda¢ao e ndo seriam, portanto, do tipo hibrido FI.

2) A produgdao destes graos deve ser efectuada aproveitando
vectores naturais do podlen, isto é, no caso destas espécies,
himendépteros, dipteros e o vento. O podlen deve ser
transportado das plantas polinizadoras para as plantas de
esterilidade masculina (femininas). De facto, apenas os
insectos podem assequrar este transporte a distancia nas

cruciferas.

As plantas femininas, por consequéncia, devem ser
suficientemente atractivas para os insectos que vém procurar
ai o polen. A morfologia das flores deve obrigar o insecto a
fazer esta procura pela parte de cima da flor de modo a que o
seu torax, principalmente, entre em contacto com o estigma.
Praticamente isto equivale a dizer que a base das pétalas

deve formar uma espécie de tubo em torno da base do pistilo.

3) A morfologia dos orgdos femininos (pistilo) deve ser
idéntica a de uma planta fértil, em particular um tunico
pistilo por flor e de forma rectilinea. Com efeito, acontece
muitas vezes que as esterilidades masculinas se traduzem

também por uma feminizacdo das anteras que se transformam em
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pseudopistilos e mesmo pela transformagdo dos nectarios em
flores completas. Acontece também que o ou os pistilos assim
produzidos sejam deformados. Todas estas aberragdes néao
permitem uma boa produgdo de gridos e pode falar-se de uma

certa esterilidade feminina.

4) Para a produgdo de variedades hibridas Fl1 nas espécies de
que se recolhem os graos, como a colza ou as mustardas, é
indispensavel qgue o parente masculino do hibrido anule
totalmente o efeito do citoplasma masculino estéril, de tal

maneira que as plantas hibridas sejam facilmente polinizadas.

Nas cruciferas o primeiro caso de citoplasma masculino
estéril ou CMS foi descrito por Ogura (1968) no rabanete,
Raphanus sativus. Bannerot (1974, 1977) transferiu o
citoplasma Ogura nas Brassicae, obtendo assim plantas que
possuem uma esterilidade masculina citoplasmatica. Estas
mesmas plantas nao apresentavam caracteristicas agrondémicas
satisfatorias (clorose qguando do abaixamento das
temperaturas, ma fertilidade feminina) dai um mau rendimento

que as torna inaptas para a utilizacdo comercial.

Nas cruciferas para evitar esta clorose, convem associar na
mesma célula genomas nucleares e cloroplasticos de um mesmo
género. Assim, plantas Brassicae gue possuem um dos genomas
cloroplaticos das Brassicae ja ndo apresentam clorose. Se

possuem a totalidade do genoma mitocondrial Ogura, apresentam
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uma esterilidade masculina citoplasmatica total mas, no
entanto, as flores terdo uma morfologia aberrante que torna

impossivel a sua polinizacao através dos vectores naturais.

Além disso, para as espécies em que o interesse reside nos
graos, convem restaurar a fertilidade masculina das
variedades hibridas que se comercializam por intermédio de

genes nucleares ditos restauradores.

E dificil restaurar a fertilidade masculina de plantas que
possuem a totalidade do genoma mitocondrial Ogura porque ¢
necessario fazer intervir simultaneamente varios genes

restauradores.

Propusemo-nos obter um sistema de esterilidade masculina
apropriada eliminando os genes responsaveis dos caracteres
indesejaveis do citoplasma Ogura conservando uma esterilidade

masculina eficaz e facil de restaurar.

E por esta razdo que o presente invento se rerefe a uma
sequéncia de ADN a que chamaremos "esterilidade Ogura",
caracterizada por:

a) ser suportada por uma sequéncia de ADN delimitada pelos
nucleotidios com os numeros 928 e 2273 na Figura 1, ou
b) apresentar, pelo menocs, 50% de homologia com a sequéncia

referida em a),

e conferir, quando se encontra presente no genoma
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mitocondrial ou nuclear de uma planta, uma esterilidade

masculina citoplasmatica a referida planta.

Em particular, o presente invento tem por objecto uma

sequéncia de ADN esterilidade Ogura, caracterizada por:

c) por a sequéncia de ADN ser suportada pela sequéncia
delimitada pelos nucleotidios 928 e 1569 da Figura 1, ou
d) apresentar, pelo menos, 50% de homologia com a referida
seguéncia mencionada em c)
e por ser transcrita em ARN nas mitocdondrias de plantas

masculinas estéreis.

Na descrigao yue se segue, far-se-a referéncia as seguintes

figuras:

FIGURA 1: Sequéncia nucleotidica do fragmento de ADN

mitocondrial de rabanete Ogura, que suporta o caracter CMS.

FIGURA 2: Mapa de restrigao do fragmento de ADN mitocondrial

descrito na Figura 1.

FIGURA 3: Electroforese de ADN mitocondrial apés digestao
por BglI (3a) e Nrul (3b). As faixas reveladas correspondem
a uma hibridacao com uma sonda Coxl. (Hiesel e outros 1987).
FIGURA 4: Electroforese de ADN mitocondrial apdés digestdo por

Sall. As faixas reveladas correspondem a uma hibridagao com
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uma sonda delimitada pelos nucleotidios n®. 389 e 1199 da

sequéncia descrita na Figura 1.

FIGURA 5: Frutos preduzidos por plantas de couve que possuem

diferentes genomas citoplasmicos.

FIGURA 6: Electroforese de ARN mitocondrial. As faixas
reveladas correspondem a uma hibridagdo com uma sonda,
fragmento EcoRI - Bam HI, que inclui uma parte da sequéncia

dita ORF B.

A sequéncia de ADN esterilidade Ogura e definida em relacado a
sequéncia delimitada pelos numeros 1 e 2428 na Figura 1. A
referida sequéncia € suportada por uma sequéncia transcrita
cujas extremidades 3' e 5' estdao ligadas por um ponteado na
Figura 2 e que é observada unicamente nas plantas masculinas
estéreis. ORF B corresponde a um quadro de leitura aberta;
esta denominagdao foi dada de acordo com a homologia observada
com uma sequéncia descrita por Brennicke. Na Figura 2,
representou-se a tracejado a sequéncia correspondente a um

dos dois genes do ARN de transferéncia formilmetionina.

A sequéncia de ADN delimitada pelos nucleotidios com os
numeros 928 e 2273 na Figura 1, corresponde a uma transcrigdo
que pode ser visualizada por hibridagdo molecular (1,4) como
se observa na Figqura 6. Nesta Figura 6, cada pogo

corresponde a uma planta fértil (F) ou masculina-estéril (S).
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Apenas as plantas masculinas-estéreis sintetizam uma

transcrigdao de cerca de 1400 bases. Esta transcrigao comeca

+

na posigao 928 ( 10 bases) da sequéncia da Figura 1 e

+

termina na posicdac 2273 ( 5) (o 1inicio e o fim da
transcrigao podem produzir-se em diferentes posig¢des nas

mitocondrias vegetais).

De modo preferido, o presente invento refere-se a um
citoplasma que compreende uma sequéncia de ADN que apresenta,
pelo menos, 50% de homologia com a sequéncia delimitada pelos
nucleotidios 928 e 2273 da Figura 1 que confere o caracter
CMS ou um citoplasma que compreende uma sequéncia de ADN que
apresenta, pelo menos, 50% de homologia com a sequéncia
delimitada pelos nucleotidios 928 e 1569 da Figura 1 e
transcrita em ARN, qgue confere o caracter CMS, e é
caracterizado por compreender:
- cloroplastos da mesma espeécie que o genoma huclear ou de
uma outra espécie, mas compativeis com o genoma nuclear,
- ndo compreender tcdo ou parte de um ou de outro (ou
ambos) dos fragmentos do genoma mitocondrial Ogura, a
sequir definido:
. gque suporta um dos dois genes do ARN de transferéncia
formilmetionina gue serve para o inicio da tradugio,

. que suporta o gene Coxl, que €& codificado, por esse

motivo, sob a unidade 1 do citocromo oxidase.
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A auséncia destes fragmentos, chamados '"sequéncias
indesejaveis", é necessaria para se obterenm genomas
mitocondriais correspondentes a uma esterilidade masculina de
boa qualidade, gque responde as qgquatro caracteristicas

definidas mais acima.

De acordo com outro dos seus aspectos, o presente invento

refere-se a um genoma nuclear ou mitocondrial recombinado,

caracterizado por compreender uma sequéncia de ADN
esterilidade Ogura,

a) que é suportada por uma sequéncia de ADN compreendida
entre os nucleotidios 928 e 2273 da sequéncia
representada na Figura 1, ou

b) que apresenta, pelo menos, 50% de homologia com a
referida sequéncia mencionada em a),

e confere, quando se encontra presente no citoplasma de uma

planta, uma esterilidade masculina citoplasmatica a referida

planta.

Em particular, um dos objectos do presente invento, é um

genoma nuclear ou mitocondrial vegetal recombinado,

caracterizado por compreender uma sequéncia de ADN

esterilidade Ogura,

C) que é suportada por uma sequéncia delimitada pelos
nucleotidios com os numeros 928 e 1569 na Figura 1,

d) que apresenta, pelo menos, 50% de homologia com a
referida sequéncia mencionada em c)

e confere, quando se encontra presente no citoplasma de uma
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planta e ¢é transcrita em ARN, uma esterilidade masculina

citoplasmatica a referida planta.

Um genoma nuclear ou mitocondrial de acordo com o presente
invento pode ser caracterizado por o referido genoma
recombinado ser desprovido de todos ou parte dos fragmentos
de genoma Ogura:
- gque suporta um dos dois genes do ARN de transferéncia
formilmetionina que serve para o inicio da tradugao,
~ que suporta o gene coxl, gque, por esse motivo, é
codificado sob a unidade n®*. 1 do citocromo oxidase,

ou no qual os referidos fragmentos sdo inactivos.

Mais precisamente, um genoma nuclear ou mitocondrial
recombinado de acordo com o presente invento pode ser
caracterizado:

1) por ser desprovido de todo ou parte de um fragmento de
cerca de 10,7 kb apos digestao por Bgll ou de um fragmento
de cerca de 11 kb apés digestdao por Nrul, portadores do
gene coxl.

Isto é posto em evidéncia, nomeadamente na Figura 3, por
hibridagdo molecular com uma sonda que suporta a sequéncia
Cox1l.

2) por ser desprovido de todo ou parte de um fragmento de 5,1
kb apos digestdo por Sall, ou de um fragmento de cerca de
15 kb apos digestdao por Nrul, ou cerca de 18,5 kb apds
digestdo por Bgll, portadores de um dos dois genes do ARN

de transferéncia formilmetionina.
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Isto é posto em evidéncia nomeadamente na Figura 4, através
de hibridagao molecular com uma sonda delimitada pelos
nucleotidios n°. 389 e 1199 da sequéncia descrita na Figqura

1.

Nas Figuras 3 e 4, os genotipos designados por algarismos
correspondem a plantas que apresentam um sistema de

esterilidade masculina citoplasmatica apropriada.

GENOTIPOS CLOROPLASTOS MITOCONDRIAS
B.n B. napus B. napus
27 B. napus B. napus/Ogura
OGU. R. sativus (OGU) R. sativus (OGU)
9, 17, 21, 24, 27c B. oleracea B. oleracea/Ogura
B.o B. oleracea B. oleracea

Além disso, a existéncia de um caracter CMS de boa qualidade
necessita da presengca de uma sequéncia de ADN que pode ser
referenciado por hibridagdes ADN/ADN em digestdes. E deste
modo que o presente invento se refere a uma sequéncia de ADN
tal como pdéde ser definida e caracterizada por compreender

uma sequéncia que, apods digestdo por Ncol da um fragmento

de 2,5 kb, apods digestdo por Nrul da um fragmento de 6,8

kb e, apo6s digestdo por Sall da um fragmento de 4,4 kb.

Esta sequéncia pode igualmente ser referenciada por

hibridagdes no ARN total de plantas masculinas estéreis. Uma
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transcrigdo de cerca de 1400 pares de bases ¢é posta em
evidéncia. Esta ausente das plantas que voltam a

fertilidade.

A definigao das sequéncias nucleotidicas "indesejaveis" e de
sequéncias nucleotidicas "indispensaveis" a uma esterilidade
Ogura de acordo com o presente invento permite seleccionar,
por técnicas de hibridagdo de ADN conhecidas na técnica, um
material vegetal que contem cloroplastos compativeis com o
genoma e que contem mitocdndrias de boa qualidade sem esperar
ter uma planta adulta e o aparecimento das flores e dos
+frutos. Possui-se, por isso, um utensilio de muito bom
desempenho para seleccionar plantas que possuem um citoplasma

masculino estéril que possui boas caracteristicas agrondmicas.

Segundo um outro aspecto, o presente invento refere-se a uma
mitocdndria caracterizada por <conter wuma sequéncia
nucleotidica correspondente a um ADN que apresenta, pelo
menos 50% de homologia com a sequéncia delimitada pelas bases
numeradas com os numeros 928 e 2273 na Figura 1 e codificante
para a esterilidade masculina citoplasmatica de Ogura; ou a
+ mitocdndria contem uma sequéncia de ADN suportada pela
sequéncia delimitada pelos nucleotidios 928 a 1569 da Figura
1 ou que apresenta 50% de homologia com esta sequéncia, e que
€ transcrita em ARN nas mitocdndrias de plantas masculinas
estéreis. Este ADN pode apresentar, além disto, as
caracteristicas definidas acima, nomeadamente a auséncia das

sequéncias indesejaveis.
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O presente invento refere-se igualmente a um citoplasma de
Crucifera, caracterizado por compreender uma sequéncia de ADN
"esterilidade Ogura", presente no genoma mitocondrial; este
citoplasma contem, além disso, cloroplastos da mesma espécie
ou de uma outra espécie, mas compativeis com o genoma

nuclear.

A sequéncia esterilidade Ogura é caracterizada por:

a) ser suportada pela sequéncia de ADN de 2428 pares de bases

representada na Figura 1,

b) ser delimitada pelos nucleotidios 928 e 2273 da Figura 1 e
corresponder a uma transcrigdo indicada pelos ponteados da
Figura 2 e visualizada pela hibridagao molecular (1,4)

Figura 6,

c) apresentar, pelo menos 50% de homologia com a referida
sequéncia mencionada em b) e conferir, quando se encontra
presente no genoma mitocondrial de uma planta, uma

esterilidade masculina citoplasmatica a referida planta,

ou

d) ser suportada pela sequéncia delimitada pelos nucleotidios
928 a 1569 da Figura 1 e ser transcrita em ARN nas

mitocdndrias de plantas estéreis, ou
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e) apresentar, pelo menos, 50% de homologia com a sequéncia
descrita em d) e ser transcrita em ARN nas mitocéndrias de

plantas estéreis.

O presente invento refere-se igualmente a uma planta da
familia das Cruciferas, caracterizada por conter cloroplastos
e um nucleo da mesma espécie ou compativeis e mitocédndrias
que suportam um genoma que confere o caracter CMS tal como se

definiu acima.

Mais precisamente, o presente invento refere-se igualmente a
uma planta que pertence ao género Brassica, caracterizada por
a referida planta conter cloroplastos e um nucleo de Brassica

e mitocondrias que suportam um genoma que confere o caracter

CMS tal como definido acima.

Este genoma mitocondrial deve igualmente conter um certo
numero de genes da espécie Brassica em questdo. Isto obtem-
-se através da recombinagdo entre o genoma Ogura e o genoma

Brassica.

Em particular, o presente invento refere-se a uma planta que
pertence a espécie Brassica napus, caracterizada por
compreender um nucleo de Brassica e por o citoplasma conter
tcloroplastos de Brassica e mitocdédndrias masculinos-estéreis
que suportam um ADN de acordo com o presente invento, tal

como se definiu mais acima; estas mitocéndrias podem
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igualmente conter a maioria dos genes mitocondriais de
Brassica napus (18S, Atp9, Atpé6, CoxII, ndhl, cob). Brassica

napus corresponde a Colza, ou Canola e Rutabaga.

O presente invento refere-se a uma planta da espécie Brassica
oleracea, caracterizada por compreender um nucleo de Brassica
e por o citoplasma conter cloroplastos de Brassica e
mitocondrias que compreendem uma sequéncia de ADN codificante

para o caracter CMS tal como foi definido.

A Brassica oleracea cobre os diversos tipos de couves:

repolho, couve Bruxelas, rabanos, brocolos, e couve-flor.

O presente invento refere-se igualmente a uma planta da
espécie Brassica campestris, caracterizada por compreender um
nucleo de Brassica e por o citoplasma conter cloroplastos

de Brassica compativeis com o genoma nuclear e mitocéndrias
que compreendem uma sequéncia de ADN codificante para o

caracter CMS tal como foi definido.

A Brassica campestris corresponde a nabo silvestre, nabo,

+couve chinesa, de Pequim e japonesa.

Analogamente, o presente invento refere-se a uma planta
escolhida de entre o grupo que compreende: B. juncea, B.
nigra, B. hirta, carinata, carcacterizada por compreender um

nicleo de Brassica e por o citoplasma conter cloroplastos de



Brassica compativeis com o genoma nuclear e mitocéndrias que
compreendem uma sequéncia de ADN codificante para o caracter

CMS tal como foil definida.

De acordo com um outro dos seus aspectos, o presente invento
tem por objecto uma planta que pertence ao género Brassica e
cujo genoma nulcear compreende uma sequéncia esterilidade
Ogura tal como se definiu acima, assim como os elementos que
asseguram a sua expressao e o transporte do produto de
tradugcao na mitocdndria. Esta planta pode, nomeadamente
pertencer a uma das espécies seguintes: B. napus, B.
oleracea, B. campestris, B. nigra, B. juncea, B. hirta e B.

carinata.

A presenga da "sequéncia esterilidade Ogura" é necessaria e
suficiente para induzir uma auséncia total de pdélen na
auséncia de genes de restauracgao. A polinizagao destas
plantas é assegurada normalmente por uma boa produgdo de

nectar.

A morfologia dos orgaos femininos é normal e os frutos
(siliquas) formados contem um numero normal de graos. A
Figura 5 mostra a morfologia observada numa planta normal
testemunha (z), uma planta com uma morfologia aberrante que
possui o genoma Ogura inteiro (z(6)) e cloroplastos Brassica
oleracea, uma planta de couve que suporta cloroplastos

Brassica napus e mitocéndrias masculinas-estéreis que possuem
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genes Brassica napus (z(A)) e plantas gque suportam
cloroplastos Brassica oleracea e mitocéndrias recombinadas
que Ja ndo contém sequéncias indesejaveis (z)9)) e (2)17)).

As plantas tém as seguintes caracteristicas:

GENOTIPO CLOROPLASTOS MITOCONDRIAS
z B. oleracea B. oleracea
Z(A) B. napus B. napus/ogura
z(6) B. oleracea Ogura
z(9) B. oleracea B. oleracea/Ogura
z(17) B. oleracea B. oleracea/Ogura

Os genotipos z(A) e z(6) nado apresentam um sistema de

esterilidade masculina citoplasmatica apropriada.

Tais plantas podem ser obtidas por exemplo pela técnica de
fusao de protoplastos ou por quaisquer outras teécnicas que
asseguram uma boa recombinagdo entre o genoma mitocondrial da
espécie considerada e o genoma mitocondrial Ogura. Em tais
plantas a fertilidade é restaurada por um unico gene de
restauragao, chamado Rfl, proveniente do rabano, o que nao se
verifica em plantas que suportam a totalidade do genoma

mitocondrial niac apropriado.

Tais plantas podem iqualmente ser obtidas por reprodugao

sexuada natural ou artificial.
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As plantas que possuem um genoma mitocondrial de acordo com o
presente invento podem igualmente ser obtidas por

transferéncia de gene na mitocéndria.

Em qualquer caso. estas plantas possuem um sistema CMS

apropriado, a saber:

- uma esterilidade masculina total,
- uma morfologia que permite uma boa polinizacdo e uma boa
produgdo de graos tal como se ilustrou no quadro I e no

gquadro 2.

E por isso que o presente invento se refere igualmente a um
processo de preparagao de plantas hibridas, caracterizado por
se cruzar uma planta que apresenta um caracter CMS
apropriado, que compreende a sequéncia esterilidade Ogura no
seu genoma mitocondrial ou nuclear com uma planta normal
quando se trata de uma cultura de horta ou de forragem, ou
com uma planta que traz um gene restaurador de fertilidade,
Rfl, quando se trata de recolher os gréaos. Refere-se

igualmente a uma planta hibrida obtida por este processo.

De um modo geral, as melhores caracteristicas agronémicas sao
obtidas para plantas masculinas-estéreis, gque possuem
cloroplastos da mesma espécie que o nucleo e mitocéndrias que

apresentam um sistema de esterilidade masculina apropriado.



O quadro 1 representa a produtividade de uma linhagem de
couves em diferentes citoplasmas, (os gendtipos 29 ou 2z 17
sdao apropriados). O quadro 2 representa a produtividade de
uma linhagem de colza em diferentes citoplasmas (os gendtipos

Fu 27, Fu 58, e Fu 85 sao apropriados).
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O presente invento tem igualmente por objecto uma sonda que
compreende uma sequéncia de, pelo menos, 10 bases, de
preferéncia 15 bases, de uma sequéncia compreendida entre os
nucleotidios com o0s numeros 928 e 1569 na Figura 1; a
referida sonda pode ser marcada, por exemplo, por meio de uma
base radioactiva ou por qualquer outro meio, como por exemplo
por fluorescéncia. Esta sonda pode ser utilizada pondo em
evidéncia a esterilidade masculina e pode ser utilizada

nomeadamente na selecg¢ao de clones.

As caracteristicas e vantagens do presente invento serao

postas em evidéncia nos exemplos sequintes.

EXEMPLO 1: EVIDENCIACAO DA SEQUENCIA DE ADN RESPONSAVEL PELA

ESTERILIDADE MASCULINA CITOPLASMATICA OGURA

1. Planta

Designam-se por cihibrido as formas obtidas pela fusdo de
protoplastos isolados, seguida pela regeneracido de toda a
planta. Este modc de obten¢do permite a mistura na célula de
informagdes citoplasmicas provenientes de dois parentes. o
cihibrido n°. 13 foi obtido de entre 820 plantas regeneradas
por fusdes de protoplasto entre um cihibrido de B. napus
resistente a triazina, Ogura cms (descendente do cihibrido 77
descrito em Pelletier e outros, 1983 e Chétrit e outros,
1985) e a variedade de origem Brutor, sensivel a triazina, e

féertil.
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Um ensaio de resisténcia a traiazina (Ducruet e Gasquez,
1978) efectuado numa amostra de folha de cada regenerante
permitiu determinar o tipo de cloroplasto (cloroplastos
resistentes a triazina proveniente do parente 77 ou
cloroplastos sensiveis & triazina proveniente da 1linhagem
Brutor). Cultivaram-se as plantas e observou-se o estadio de
floragao. As plantas aprsentando combinagdes isentas de
parentesco (quer seja sensivel/masculina estéril ou
resistente/masculina fértil) foram seleccionadas como
cihibridos. 0 cihibrido ne. 13 era do tipo
sensivel/masculina estéril. O cihibrido 1 era do tipo

resistente/masculina fertil.

2. Isclamento dos acidos nucleicos,

O ADN total foi isolado a partir de folhas provenientes de
plantas de 4 semanas, de acordo com o método descrito por
Dellaporta (1983). O ADN mitocondrial foi extraido de folhas
de plantas com 8 semanas, tal como foi descrito por Vedel e
Mathieu, 1982, com as seguintes variantes:

as mitocdndrias ndo foram purificadas em gradiente de
sacarose antes da lisagem e a lisagem foi realizada em
sarcosil a 4%, com proteinase K 0,5 mg/ml (Boehringer
Mannheim GmbH), em Tris pH 8, 50 mM, EDTA 20 mM. Apoés
precipitagdo, o ADN mitocondrial foi purificado por
centrifugagao em gradiente brometo de etidio-cloreto de césio
(método 1- Vedel e Mathieu 1982) em tubos de centrifugacio em

polialdmero.



Os ARN totais foram isolados a partir de folhas ou de

rebentos de flores segundo Logeman e outros, 1987.

Os ARN mitocondriais foram extraidos de couves-flor com 8

semanas, de acordo com a técnica de Stern e Newton, 1986.

3. Andlise por restrigao do ADN mitocondrial e electroforese

em gele de agarose.

Foram realizadas tal como descrito em Pelletier e outros,
1983. Os ARN totais ou mitocondriais foram carregados em
geles de electroforese contendo formaldeido, tal como foi

descrito por Sambrook e outros, 1989.

4. Hibridacgao.

A transferéncia de ADN ou de ARN em filtros de "nylon"
(Hybond-N,Amersham) foi praticada por absorpgdo capilar
respectivamente com 6xSSC ou 10xSSPE, de acordo com as
instrugdées do fabricante. A prehibridagao e a hibridacgéo
foram conduzidas segundo Amersham, utilizando sondas marcadas
pelo sistema de marcagdo de ADN "multiamorce" (Amersham) ,
apos purificagdao em colunas de Sephadex G50 (Sambrook outros,

1989).
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5. Clonagem do ADN mitocondrial.

Dois bancos gendmicos de 1linhagens cihibrido masculina
estéril (13-7) e revertente (13-16) foram construidos num
vector fago lambda EMBL3, cultivado na cepa restrictiva de E.
coli Nm539 (Frischauf e outros, 1983). Obtiveram-se cerca de

2,5 x 10% de "clones" por pg de ADN mitocondrial.

Os bancos de ADN mitocondrial foram titulados e espalhados a
fim de isolar as placas que foram transferidas para os
filtros de "nylon", tal como foi descrito por Sambrook e
outros, 1989. A sonda de hibridacao utilizada para examinar
os dois bancos de ADN mitocondrial foi preparada como a
seqguir se indica: o fragmento de ADN mitocondrial especifico
da cms foi eluido utilizando o processo "Gene cleanTM (BIO
101 INC.) a partir de um produto de digestdo de ADN
mitocondrial carregado num gele de agarose de preparacio. 0

ADN eluido foi, em seguida, marcado tal como se descreveu.

A extracgao de ADN Lambda, a sub-clonagem do fragmento Ncol
2,5 em Ncol de pTrc99A (Amman e outros, 1988) e as extracgodes
de ADN plasmidico foram efectuadas segundo os protocolos de
Sambrook e outros, 1989. Os plasmidios recombinantes foram

introduzidos numa cepa de E. coli NM522 (Gough e Murray,

1983) .
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6. Estudo genético do cihibrido 13 e dos seus descendentes.

Na primeira geracdo de descendentes obtidos por polinizacao
do cihibrido 13 com Brutor, composto por 13 plantas, 5 sao
totalmente masculinas estéreis (inclusive as plantas 13-12 e
13-17), uma € masculina fértil (n®. 13-6) e 7 sao
quase inteiramente estéreis com algumas flores masculinas

férteis.

A planta fertil 13-6 foi auto-polinizada e cruzada com

Brutor. Em dois casos obtém-se unicamente plantas férteis
(A3 e 42 respectivamente). Em cruzamentos entre a planta
masculina esteéril n¢. 13-7 e Brutor, 24 descendentes sio

inteiramente estéreis e 6 apresentam algumas flores férteis,
resultado semelhante ao que se obteve com o proprio
cihibrido. A planta 13-2 foi cruzada com a 1linhagem
restauradora RF heterozigotica para os genes especificos de
restauragao para a esterilidade masculina Ogura (Chétrit e
outros, 1985). A descendéncia deste cruzamento é composto
por 53 plantas masculinas estéreis, 37 plantas masculinas
féerteis e 9 plantas quase inteiramente estéreis, se bem que
apresentando algqumas flores férteis. Estes resultados
sugerem gque as plantas masculinas estéreis da familia
cihibrido 13 contém o determinante Ogura cms, tal como os
outros cihibridos estudados anteriormente com um perfil de

restauragao mais simples (Chétrit e outros, 1985).
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Neste estdadio do estudo, duas possibilidades podem ser
encaradas: ou o cihibrido 13 contem uma mistura de genomas
mitocondriais masculinos férteis e masculinos-estéreis e
pode-se seleccionar ainda mais para purificar os dois
fenotipos, ou o cihibrido 13 contem um genoma mitocondrial
recombinado de estrutura instdavel que volta a uma
configuragdo "fértil" mais estavel e sera impossivel manter
um fenotipo masculino estéril homogéneo entre as geragoes

ulteriores.

Plantas masculinas estéreis obtidas a partir da descendéncia
da planta masculina estéril n°. 13-7 foram desenvolvidas
simultaneamente por estacas e por cruzamento sexuado con
Brutor. Apos um numero variavel de geragdo (1 a 5) pelos
dois processos, todas as familias dao plantas férteis. Pelo
contrario, as plantas inteiramente férteis assim obtidas nio

voltam a dar plantas estéreis.

A luz destes resultados, pode considerar-se gque a segunda
explicagdo acima proposta, i.e., em que o cihibrido 13 possui
um genoma mitocondrial instiavel que perde o determinante
Ogura cms durante o processo que conduz a uma configuracgao
"fértil", sem possibilidade de retorno a um fenotipo estéril,

é a indicada.



7. Comparagao entre os ADN mitocondriais de masculinas-
estéreis e de revertentes férteis. Isolamento de um

fragmento especifico das plantas masculinas-estéreis.

O ADN mitocondrial foi extraido das folhas de descendentes
13-7 masculinos-estéreis e de revertentes ferteis
(descendentes 13-6 ou 13-7) e digerido com varias enzimas de
restrig¢do, a fim de comparar o seu perfil de restrigdo. Os
genomas mitocondriais dos dois tipos s3o muito semelhantes,
visto que nado pode ser observada qgualquer diferenga entre os
perfis de restrigdo das mitocéndrias masculinas-estéreis e
revertentes férteis utilizando diferentes enzimas. Contudo
foi detectado um fragmento de restricdao de 6,8 kb no perfil
de restrigao do ADN mitocondrial das plantas masculinas-
-estéreis digerido com Nrul e nunca foi observado nos perfis

revertentes feérteis correspondentes.

O fragmento (chamado N6,8) foi eluido com um gel de agarose,
marcado e utilizado como sonda em perfis de restrigcdo de ADN
mitocondrial Nrul: um sinal importante de 6,8 kb foi
observado em todos os descendentes masculinos-estéreis do
cihibrido 13, se bem que nenhum fragmento deste tamanho tenha
fecundado por hibridagdo pela sonda em genomas de
mitocéndrias de revertentes férteis. Além disso, a sonda
6,8 fecunda por hibridagao com um fragmento de 6,8 kb no ADN
mitocondrial Ogura digerido com Nrul, mas nio no de B. napus

ou Brutor, que mostra a origem Ogura deste fragmento.
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Um banco lambda contendo os extractos de ADN mitocondrial
proveniente de plantas masculinas estéreis (13-7) foi
ensaiado com o fragmento marcado eluido e, entre 8 clones de
hibridagao, foram isoladas 2 fagos recombinantes, contendo o
fragmento N6,8 inteiro e as sequéncias adjacentes. Obteve--
se uma carta de restrigdo pormenorizada desta regiéao. A
hibridagdo dos perfis de restricdo do ADN mitocondrial
proveniente de descendentes férteis e estéreis do cihibrido
13 com N6,8 como sonda permitiu limitar a regido especifica

do gendétipo masculino estéril a um fragmento NcoI de 2,5 kb.

O fragmento Ncol de 2,5 kb foi marcado e utilizado como sonda
face ao ADN mitocondrial proveniente de descendentes 13-7 e
13-6 digerido com Ncol. Além do sinal de 2,5 kb que é
especifico do perfil masculino estéril, varios fragmentos
Ncol fecundam por hibridagdo simultaneamente em perfis de
"révertant" fértil e masculino estéril, sendo estes
fragmentos de 2,2, 10 e 14 kb. Unm fragmento Ncol de 2,7 kb
fecunda por hibridagdo fortemente no genoma mitocondrial dos
descendentes férteis e ndo no dos descendentes estéreis. A
analise deste perfil de hibridacido leva a conclusio de que o
fragmento Ncol de 2,5 kb, embora especifico do ADN
mitocondrial masculino estéril, contem sequéncias que séo
repetidas algures no genoma mitocondrial (em fragmentos de
2,2, 10 e 14 kb apds digestdo por Ncol) e estas sequéncias
repetidas encontram-se também presentes no ADN mitocondrial

de revertentes férteis, além do fragmento especifico de 2,7

kb.
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Os ARN totais sdo extraidos de folhas ou de rebentos de
descendentes de cihibridos 13, ou de cihibridos (provenientes
de outras experiéncias de fusdo) masculina estéril ou de
lihnagem Brutor. Os "Northern blots" foram realizados e
fecundados por hibridacido com uma sonda correspondente a
insergao do clone Lambda que contem N6,8 descrito no exemplo
3. Uma transcrigao principal de 1,4 kb foi detectado em
todos os «c¢ihibridos masculinas estéreis, inclusive o
cihibrido 13-7, se bem que ndo se tenha observado qualquer
transcrigao deste tamanho na linhagem Brutor, nem nos dois
cihibridos férteis (diferentes de 13). Além disso, plantas
férteis apresentam uma transcricido de 1,1 kb que fecunda por
hibridag¢do com a sonda que se encontra ausente ou presente a
um nivel muito baixo em todos os cihibridos mascul inos-
estéreis ensaiados. Varias transcrigdes comuns a todos as
amostras fecundam por hibridagdo de modo muito fraco com a
sonda, por causa do tamanho significativo da inserg¢ao
marcada. Verificou-se que as inscricdes mitocondriais podem
ser detectadas em amostras de ARN totais por hibridagao do
mesmo "Horthern blot" com um fragmento de ADN que contem a

sequéncia do gene apta.

A mesma transcricdo especifica de 1,4 foi encontrada nos ARN
mitocondriais Ogura extraidos de couves-flor, utilizando o
fragmento Ncol12,5 como sonda. Os limites exactos desta
transcricdo foram determinados utilizando como sonda sub-

—clones do fragmento Ncol2,5.
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Estudo do cihibrido 1 e dos seus descendentes.

O cihibrido 1 era masculino fértil. Na sua descendéncia, a
planta 1.12 era fertil e a planta 1.18 estéril. A planta
1.12 deu na sua descendéncia plantas estéreis (S3) e plantas
férteis (RF3). A planta 1.18 deu plantas estéreis (S3) e um
ramo feértil (RF,). As plantas S, e 5,5 sao restauradas pelo
mesmo gene nuclear de restauracado da fertilidade polinica gque

o cihibrido 13 esteéril.

O ADN mitocondrial das plantas S2 e S3, por hibridacdo com o
fragmento HNcol de 2,5 kb marcado, nado dao um sinal a 2,5 kb

numa digestdo Ncol, nem um sinal a 6,8 kb numa digestao Nrul.

Do mesmo modo, a hibrida¢do nos ARN totais (Northern) com uma
sonda correspondente a sequéncia ORFB ndo da um sinal a 1,4
Kb como no cihibrido 13 estéril. Pelo contrdrio, uma sonda
correspondente a sequéncia compreendida entre os nucleotidios
928 e 1569 da Figura 1 da um sinal em "Northern" de cerca de
1,3 kb. Este sinal esta ausente no ARN das plantas RF1, RF2,
RF3 ou Brutor. Do mesmo modo ¢é possivel utilizar esta
sequéncia (928-1569) como sonda em mancha de ARN totais e
neste caso, isolados e todas as plantas masculinas-estéreis

ddo um sinal.

Estes resultados indicam que as plantas S2 e S3, se bem que

masculinas-estéreis, nao conservaram a sequéncia
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nucleotidica descrita na Figura 1, na sua conformagao
original e demonstram que, nesta sequéncia, a parte
compreendida entre os nucleotidios 928 e 1569 é a gue contem
a determinante especifica "esterilidade Ogura'", gque torna as
plantas masculinas estéreis gquando esta sequéncia é

transcrita.

Esta sequéncia nao possui homologia significativa com as

sequéncias presentes em bancos de dados.

EXEMPLO 2: EVIDENCIAGCAO DE SEQUENCIAS INDESEJAVEIS NO GENOMA

MITOCONDRIAL QGURA.

Foi obtida uma colecgdo de cihibridos na espécie B. napus por
fusdao de protoplastos entre um colza portador do citoplasma
Ogura e um colza normal. O primeiro é masculino-estéril e
deficiente clorofiliano a baixa temperatura, o segundo é
normalmente verde e fértil. Os cihibridos foram triados
entre as plantas regeneradas e retiveram-se os que eram

masculinos-estéreis e normalmente verdes.

Do mesmo modo foi obtida uma coleccdao de cihibridos na
espécie B. oleracea por fusio de protoplastos entre uma couve
portadora do citoplasma Ogura e uma couve normal. Entre as
plantas regeneradas retiveram-se os cihibridos gque eram

masculinos-estéreis e normalmente verdes.
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Estes cihibridos foram cruzados com diferentes variedades, de
colza no primeiro caso, de couve no segundo. Os cruzamentos
foram repetidos em cada geracdo com as mesmas variedades de
modo a obter-se um genotipo definido, préximo do da variedade

recorrente.

Estas diferentes variedades, assim convertidas nos
citoplasmas de diferentes cihibridos foram submetidos a
ensaios agronomicos para medir a produgao de graos, que
depende de varios factores: uma produgao de nectar
suficiente para assegurar uma polinizagdo pelos insectos, uma
morfologia floral normal para que esta polinizagdo seja

eficaz e para que os frutos se desenvolvam normalmente.

A colecgao de cihibridos péde, deste modo, ser dividida em

dois lotes:

- um lote de cihibridos que apresentam uma esterilidade
masculina apropriada & producao comercial de sementes.

- um lote de cihibridos que nao apresentam todas as
caracteristicas favoraveis a uma boa produgao comercial de

sementes.
Ao primeiro lote pertencem, por exemplo, os cihibridos de
colza n°s. 27, 58, e os cihibridos de couve n°s. 9, 17, 21,

24, 27c.

Ao segundo lote pertencem, por exemplo, os cihibridos de
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colza n®s. 23s, 77, 118 e os cihibridos de couve n°s. 1, 6,

14.

Os ADN totais destes cihibridos foram submetidos a digestodes
enzimaticas por Sall, NcoI, Nrul, Bgli, PstI, KpnlI. Os
"Southern blots" obtidos foram fecundados por hibridagao com
diferentes sondas mitocondriais Atpa, Cob, CoxI, Atp6, 268,
185 e dois fragmentos do genoma Ogura de 2,5 kb resultante de
uma digestdo Ncol e de 19,4 kb resultante de uma digestao

Nrul.

Os dois lotes de cihibridos distinguem-se por:

a) os n*s 23s, 77, 11s, na colza e 1, 6, 11 na couve
possuirem a regido do genoma Ogura que envolve o gene coxlI
reconhecivel através de fragmentos BglI de 10,7 kb ou Nrul
de 11 kb e a regidao do genoma Ogura que envolve um dos
genes do ARN de transferéncia formilmetionina reconecivel

através de fragmentos Sall de 5,1 kb ou Nrul de 15 kb .

b) os n®s. 27, 58, 83 na colza e 9, 17, 21, 24, 27c¢c na couve
nao possuirem as regides correspondentes que foram
substituidas, pelo facto de as recombinagdes entre os
genomas dos dois parentes que foram fundidos, por regides
analogas do genoma mitocondrial de colza nos n®s. 27, 658,

85, de couve nos n®s. 9, 17, 21, 24, 27c.
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Deduz-se dai que as duas regides em questdo do genoma Ogura
sao indesejaveis se se pretende ter um sistema de
esterilidade masculina apropriada a produgdo comercial de

sementes.

EXEMPLO_3

Este exemplo ilustra o interesse do conhecimento das
sequéncias "esterilidade masculina Ogura" e das sequéncias
indesejaveis para efectuar uma triagem imediata dos
cihibridos obtidos sem ter de se esperar varios anos de

retrocruzamento e de ensaios agronoémicos.

Fundem-se protoplastos de uma planta de Brassica que suporta
o citoplasma Ogura com protoplastos da espécie Brassica
considerada. As coldnias resultantes da fusido sio cultivadas
"in vitro" e colocadas a regenerar hum meio que favorece a

formagdo de rebentos (ver Pelletier e outros, 1983).

A partir de um grama de matéria fresca, quer se trate de um
calo ou de um fragmento da plantula regenerada, é possivel,
através das técnicas descritas anteriormente, isolar o ADN
total. Apos digestdo por Sall, a hibridacgdo de tipo
"Southern" com a sonda compreendida entre os nucleotidios ne.
389 e 1199 (ver Figura 1) apenas deve dar um sinal para um
tamanho de 4,4 kb (ndo deve dar sinal a 5,1 kb). Do mesmo

modo, apds digestdo por Nrul e hibridagao com uma sonda que
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suporta o gene coxI, deve obter-se um sinal para uma tamanho

diferente de 11 kb.

Estas hibridagdes permitem prever se se tem uma planta que
sera masculina estéril e que sera apropriada para a producgao

comercial de semente.

EXEMPLO 4

Este exemplo € uma variante do exemplo 3 em que se imagina
que, em vez de se realizarem fusdes de protoplastos, se
realiza um cruzamento sexuado entre os dois parentes em
condigdes particulares ou com gendtipos particulares de tal
modo gque, contrariamente aos processos conhecidos da
fecundagdo nos vegetais, ha mistura de citoplasmas da oosfera
e do tubo polinico ou do gameta masculino. Se se
descrevessem tais processos poder-se-ia, do mesmo modo
efectuar uma triagem precoce em jovens plantas resultantes
destas fecundagdes artificiais utilizando as mesmas sondas e

Oos mesmos critérios que no Exemplo 3.

EXEMPLO S

Este exemplo ilustra o interesse do conhecimento da sequéncia

esterilidade Ogura num tipo de manipulagdo genética que foi

Ja descrita quanto a levedura (Johnston e outros 1988) .
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A partir de uma planta de Brassica normal bombardeiam-se
meristemas ou células "in vitro" com microparticulas
recobertas com ADN que suporta a sequéncia esterilidade
Ogura. As plantas obtidas na descendéncia dos meristemas
tratados ou das plantulas regeneradas serdo masculinas
estéreis citoplasmicas se o ADN puder penetrar nas
mitocdndrias e integrar-se no genoma destes organitos.
Evitar-se-ao assim os problemas colocados pelas sequéncias
indesejaveis, quer se trate de cloroplastos do rabanete Ogura
ou das sequéncias assim definidas do genoma mitocondrial

Ogura.

Este exemplo ilustra o interesse do conhecimento da sequéncia
"esterilidade Ogura" na construcao por génio genético de uma
esterilidade masculina nuclear, por hereditariedade

mendeliana e ja nao citoplasmica.

A partir da sequéncia de ADN mitocondrial delimitada pelos
hucleotidios 928 e 1569, pode-se contruir um gene quimérico
que sera, apos transformagdo genética de células de Brassica
ou de outro geénero, transcrito para o nucleo das células das
plantas transformadas obtidas. Se o gene quimérico contiver
uma presequéncia que permite a importacao para a mitocéndria
do seu produto de traduciao em proteina, estes transﬁprmantes
serao masculinos-estéreis e este caracter comportar-se-a como

um caracter mendeliano dominante.



- REIVINDICACOES -

1*. - Processo de obtengdo de uma sequéncia de ADN

esterilidade Ogura, caracterizado por a sequéncia:

a) ser suportada por uma sequéncia de ADN delimitada pelos

nucleotidios com os numeros 928 e 2273 na Figura 1, ou

b) apresentar, pelo menos, 50% de homologia com a sequéncia

referida em a),

e conferir, quando se encontra presente no genoma
mitocondrial ou nuclear de uma planta, uma esterilidade

masculina a referida planta.

2. - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a sequéncia de ADN ser suportada pela sequéncia
delimitada pelos nucleotidios 928 e 1569 da Figura 1, ou por
apresentar, pelo menos, 50% de homologia com a referida
sequéncia e por ser transcrita em ARN nas mitocéndrias de

plantas masculinas estéreis.

3*. - Processo de obtengdo de um genoma nuclear ou
mitocondrial vegetal recombinado, caracterizado por

compreender uma sequéncia de AUN esterilidade Ogura,

a) que € suportada por uma sequéncia delimitada pelos

nucleotidios com os numeros 928 e 1569 na Figura 1, ou



b) que apresenta, pelo menos, 50% de homologia com a referida
sequéncia mencionada em a) e por conferir, quando se encontra
presente no citoplasma de uma planta, uma esterilidade

masculina citoplasmatica & referida planta.

4*. - Processo de obtencdo de um genoma nuclear ou
mitocondrial vegetal recombinado de acordo com a
reivindicagao 3, caracterizado por compreender uma sequéncia
de ADN esterilidade Ogura, que € suportada por uma sequéncia
delimitada pelos nucleotidios com os numeros 928 e 1569 na
Figura 1, ou por apresentar, pelo menos, 50% de homologia com

a referida sequéncia.

5*. - PFProcesso de obtencdo de um genoma nuclear ou
mitocondrial de acordo com gqualquer das reivindicagdes 3 e 4,
caracterizado por o referido genoma recombinado nao
compreender todo ou parte de um e/ou de outro dos dois

fragmentos do genoma Ogura:

= que suporta um dos dois genes do ARN de transferéncia

formilmetionina que serve para o inicio da tradugao,

- que suporta o gene coxl, sendo codificado por isso sob a

unidade 1 do citocromo-oxidase,

ou no qual os referidos fragmentos sdo inactivos.

6*. - Processo de obtencdo de um genoma nuclear ou
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mitocondrial de acordo com qualquer das reivindicagdes 3 a 5,
caracterizado por ser desprovido de uma parte da sequéncia
que € suportada por um fragmento de 10,7 kb, apdos digestio
por Bgll e um fragmento de 11 kb apds digestdo por Nrui,

revelados por hibrida¢do com uma sonda coxl.

7*. - Processo de obtencdo de unm genoma nuclear ou
mitocondrial de acordo com qualquer das reivindicagdes 3 a 6,
caracterizado por ser desprovido de uma parte da sequéncia
que, apods digestdo por Nrul, da um fragmento de 15 kb, apds
digestdo por Sall da um fragmento de 5,1 kb e apos digestéao
por Bgll da um fragmento de 18,5 kb e que € revelado por
hibridagdao com uma sonda correspondente a sequéncia
compreendida entre as bases 389 a 1199 da sequéncia

representada na Figura 1.

8*. - Frocesso de obtengdo de um genoma nuclear ou
mitocondrial de acordo com gualquer das reivindicagdoes 3 a 7,
caracterizado por compreender uma sequéncia que, apods
digestdo por Ncol da um fragmento de 2,5 kb, apo6s digestdo
por Nrul da um fragmento de 6,8 kb e apds digestdo por Salil

da um fragmento de 4,4 kb.

9. - Processo de obteng¢do de um genoma nuclear,
caracterizado por compreender, além da sequéncia de ADN de
acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 8, uma preé-

-sequéncia que permite a importagdo para as mitocdndrias do



produto de tradugao da referida sequéncia.

10*. - Processo de obtengdo de um genoma de acordo com
qualquer das reivindicagées 3 a 8, caracterizado por ser um

genoma mitocondrial.

11*. - Processo de obtengdo de uma mitocéndria, caracterizado

por compreender um genoma de acordo com a reivindicagao 10.

12*. - Processo de obtengdo de um citoplasma, caracterizado
por compreender um denoma mitocondrial de acordo com a
reivindicacdo 10 e por compreender cloroplastos da mesma
espécie que o genoma nuclear ou de uma outra espécie, mas

compativeis com este genoma nuclear.

13*. - Processo de obtengdo de uma planta pertencente ao
genero Brassica, caracterizado por a referida planta conter
cloroplastos de Brassica compativeis com o genoma nuclear da
referida planta e mitocoéndrias de acordo com a reivindicagao

11.

14*. - Processo de obtengdo de uma planta pertencente ao
yeénero Brassica, caracterizado por o genoma nuclear da
refevida planta compreender um genoma obtido de acordo com a
reivindicag¢do 9, assim como elementos que asseguram a sua

expressao e o transporte do produto de tradugao na

mitocdndria.
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15+, -~ Processo

de

acordo

caracterizado por a referida

Brassica napus.

16, - Processo

de

acordo

caracterizado por a referida

Brassica oleracea.

17+, - PFrocesso

de

caracterizado por a

Brassica campestris.

i8¢+, - Processo

de

acordo

referida

acordo

caracterizado por a referida

Brassica juncea.

19+, - Processo

de acordo

caracterizado por a referida

Brassica nigra.

20¢*. - Processo

de acordo

caracterizado por a referida

Brassica hirta.

218, -~ Processo

de

caracterizado por a

Brassica carinata.

acordo

referida

—hy-

com a reivindicagao 13,

planta pertencer & espécie

com a reivindicagao 13,

planta pertencer a espécie

com a reivindicagao 13,

planta pertencer a espécie

com a reivindicagao 13,

planta pertencer a espécie

com a reivindicagao 13,

planta pertencer a espécie

com a reivindicag¢io 13,

planta pertencer a espécie

com a reivindicagao 13,

planta pertencer & ‘espécie
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22*. - Processo de acordo com a reivindicagido 14,
caracterizado por a referida planta pertencer a uma das
espécies seguintes: B. napus, B. oleracea, B. campestris, B.

nigra, B. juncea, B. hirta e B. carinata.

23%. - Processo de acordo com qualquer das reivindicagées 13
a 22, caracterizado por a referida planta ser obtida por

fusao de protoplastos.

24*. - Processo de acordo com qualquer das reivindicagdées 13
a 22, caracterizado por a planta ser obtida por reprodugao

sexuada.

25%. - FProcesso de acordo com qualquer das reivindicagodes 13
a 21, caracterizado por a referida planta ser obtida por

transferéncia de gene na mitocéndria.

26*. - Processo para a preparagao de plantas hibridas,
caracterizado por se cruzar uma planta que apresenta o
caracter citoplasma masculino estéril de acordo com qualquer
das reivindicagdes 13 a 25, com uma planta da mesma espécie
que, eventualmente, possui um gene restaurador de fertilidade

RfY.

27%. - FProcesso de acordo com as reivindicag¢des anteriores,
caracterizado por se utilizar uma sonda de ADN dque contem uma

sequéncia de, pelo menos, 10 bases da sequéncia compreendida



entre os nucleotidios com os numeros 928 e 1569 representados

na Figura 1, marcada por um meio radioactivo ou nio.

Lisboa,

PELA REQUERENTE

O AGENTE OFICIAL
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"PROCESSO DE OBTENGCAO DE UMA SEQUENCIA DE ADN QUE CONFERE UMA
ESTERILIDADE MASCULINA CITOPLASMATICA, DE UM GENOMA
MITOCONDRIAL, DE UM GENOMA NUCLEAR, DE UMA MITOCONDRIA, DE
UMA PLANTA QUE CONTEM ESTA SEQUENCIA E PROCESSO PARA A

PREPARACAO DE HIBRIDOS"

O presente invento refere-se a um processo de obtengao de uma
sequéncia de ADN esteriliade Ogura que confere, quando se
encontra presente no citoplasma de wuma planta, uma
esterilidade masculina citoplasmatica & referida planta.
Refere-se também a obtengdo de um genoma mitocondrial, de um
genoma nuclear, de uma mitocdndria e de um citoplasma que
contem esta sequéncia. Refere-se ainda a obtengdo de uma
planta do género Brassica contendo este genoma e a um
processo para a preparacgiao de plantas hibridas utilizando uma

tal planta, assim como a um hibrido assim obtido.
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Accl Af1III Alul Alwl AlwNI Asel Aval Avall
Ball BamHI Banll Bbvl BbvIiI Bcefl Bglll Bpulll
Bsal BsaAl BsaBl BsaJl BsilI Bsml BsmAI Bspl286I
BspCI BspHl BspMI Bsrl BstBI BstXI BstYI Cfr10l
CviJdl Ddel Dpnl Drdll Dsal Eael Earl EcoS71
EcoBI EcoDI EcoNI Eco01091 EcoPl EcoPl5l EcoRI EcoRII
EcoR124/3I _Espl Espil Faul Finl FnudHKI FokI GdiIl
Gsul Hael Haell Haelll HgiAl Hhal HincII HinflI
HphI Mael MaelIl MaelIll Mboll Mcrl Mfel Mlyl
Mme I Mnll Msel Mspl Mwol Ncil Ncol Ndel
Nhel NlalIl NlalVv Nrul NspBII Plel pmll PpuMl
Pstl Rsal Sacll sall Sau96l Sau3Al Scal ScrFI
SfaNI Sfel SnaBI Spel Spil Spll Sstl Styl
StyLTI StySJI Taql TaqlIl-1 Taqll-2 TELI Thal Tsp4SI
TspEI TthlllII Xbal Xcml XmaIIl Xmnl

Enzymes ne coupanf pas :

AatIl Af1II Agel Ahall Apal Apall AvrIl Banl
Bcgl Bell BglI BspGl BspMII BssHII BstEII Bsulél
CfrAl Clal Dral Dralll Drdl Ecil Ecod471II ECOAI
EcoDXXI EcoEI EcoKI EcoR1l24I EcoRV Fsel Fspl Hgal
HgiEII HindIII HinfIII Hpal Kpnl Mlul Nael Narl
NotI NsilI Nspl P£1MI PshAI Pvul Pvull RleAl
Rsrll Sfil SgrAl Smal Snal Sphl Sspl Stul

StySBI StySPIl StySQI Tthllll Uball0SI UballO8I Xhol



¢ 9ld

pwy INYY

|

IHweg
|OON

[ 15d |NJIN nmﬂ_z |eqy [oeg [Hweg —
IOON

= gQJvc




-

090 |
1T
u'g

A4 -
FIG. 3

g
1
14
tv ¥
avo

1
“'g'

“ou L 3
¥
§

A0.F -



B.n.

2F
oaV
9

A¥

Sall

21

4

2%e

FIG.4

B.o






->

w v v M v L v 1 4 u v on u

s
!
X

FIG.6



- R E S U M 0 -

"PROCESSO DE OBTENGAO DE UMA SEQUENCIA DE ADN QUE CONFERE UMA
ESTERILIDADE MASCULINA CITOPLASMATICA, DE UM GENOMA
MITOCONDRIAL, DE UM GENOMA NUCLEAR, DE UMA MITOCONDRIA, DE
UMA PLANTA QUE CONTEM ESTA SEQUENCIA E PROCESSO PARA A
PREPARAGAO DE HIBRIDOS"

0 presente invento refere-se a um processo de cbtencdo de uma
sequéncia de ADN esteriliade Ogura que confere, quando se
encontra presente no citoplasma de uma planta, uma
esterilidade masculina citoplasmatica a4 referida planta.
Refere-se também & obtengdo de um genoma mitocondrial, de um
genoma nuclear, de uma mitocéndria e de um citoplasma que
contem esta sequéncia. Refere-se ainda a obtengdo de uma
planta do género Brassica contendo este genoma e a um
processo para a prepara¢ao de plantas hibridas utilizando uma

tal planta, assim como a um hibrido assim obtido.
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