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SAO DESCRITOS METODOS PARA PREPARAR SEMENTES HIBRIDAS. UM TAL METODO
COMPREENDE A INTERPLANTAGAO DE UMA PLANTA PROGENITORA MASCULINA QUE E UM
MASCULINA FERTIL E FEMININA HOMOZIGOTICA RECESSIVA ESTERIL E UMA PLANTA
PROGENITORA FEMININA A QUAL E MASCULINA HOMOZIGOTICA RECESSIVA ESTERIL E
FEMININA FERTIL, PERMITINDO POLINIZACAO CRUZADA E OBTENDO A SEMENTE DAI
PRODUZIDA. O MATERIAL GENOMICO DE CADA PLANTA PROGENITORA PODE TAMBEM TER
NELE INTEGRADO UMA CONSTRUCAO DE GENE COMPREENDENDO UMA SEQUENCIA
PROMOTORA RESPONSIVA A PRESENGA OU AUSENCIA DE UM INDUTOR QUIMICO EXOGENO,
OPERAVEL OPCIONALMENTE LIGADO A UM OU MAIS POTENCIADORES OU SEQUENCIAS DE
INTRAO, OPERACIONALMENTE LIGADO A UM GENE QUE RESTABELECE A FERTILIDADE DE
CADA PLANTA PROGENITORA, SENDO O GENE EXPRESSO PELA APLICACAO A PLANTA DE UM
INDUTOR QUIMICO EXTERNO PERMITINDO ASSIM A CADA PROGENITOR AUTOPOLINIZAR-SE.



RESUMO
"PRODUGAO DE SEMENTE HIBRIDA"

Sdo0 descritos métodos para preparar sementes hibridas. Um
tal método compreende a 1interplantacdo de uma planta
progenitora masculina que é um masculina fértil e feminina
homozigdética recessiva estéril e uma planta progenitora
feminina a qual é masculina homozigdética recessiva estéril
e feminina fértil, permitindo polinizacdo cruzada e obtendo
a semente dai produzida. O material gendmico de cada planta
progenitora pode também ter nele integrado uma construcédo
de gene compreendendo uma sequéncia promotora responsiva a
presenca ou auséncia de um indutor gquimico exdgeno,
operéavel opcionalmente ligado a um ou mais potenciadores ou
sequéncias de intrdo, operacionalmente ligado a um gene dque
restabelece a fertilidade de cada planta progenitora, sendo
0 gene expresso pela aplicacdo a planta de um indutor
qgquimico externo permitindo assim a cada progenitor

autopolinizar-se.



DESCRICAO
"PRODUCAO DE SEMENTE HIBRIDA"

A presente invencdo relaciona-se com métodos para preparar

sementes hibridas.

Em particular, a presente invencdo relaciona-se com ©
controlo molecular e esterilidade em plantas de cultivo.
Essa esterilidade masculina e feminina em plantas pode ser
usada na preparacdo de semente hibrida de culturas as gquais

sdo naturalmente auto-polinizadoras.

A presente invencdo relaciona-se também com cassetes de
expressdo por incorporacdo em plantas e para uso dessas
cassetes de expressdo no sistema de restabelecer a

esterilidade macho/fémea.

Plantas hibridas crescidas a partir de sementes hibridas
beneficiam dos efeitos heterdticos do cruzamento de duas
origens genéticas distintas. A producdo de semente hibrida
depende da capacidade para controlar a autopolinizacdo e
assegurar a polinizacdo cruzada das plantas progenitoras

masculinas e femininas.

Varios métodos estéo disponiveis para controlar a
fertilidade do pdblen. Por exemplo, no caso do milho, o qual
tem flores masculinas e femininas separadas, o controlo da
fertilidade do pdlen ¢é alcancada removendo fisicamente a
inflorescéncia masculina ou bandeira, antes da &antese,

prevenindo assim a autopolinizacédo.

A maioria das culturas principais, porém, tem os dois

6brgdos reprodutivos masculino e feminino funcionais na



mesma flor. Neste caso, a remocdo de pdlen dos Obrgdos
produtores é muito trabalhosa e dispendiosa. O uso de
quimicos (gametocidas), particularmente em trigo, milho
(milho) e arroz, para matar ou bloquear a producdo de pdlen
produz transitoriamente esterilidade masculina mas o uso
desses quimicos é dispendioso. A fiabilidade dos quimicos e

o0 seu ambito de acdo sdo também uma questdo.

H& considerdvel interesse em desenvolver sistemas de
controlo de pdlen com base em mecanismos genéticos
produzindo esterilidade masculina. H& dois tipos gerais: a)
esterilidade masculina nuclear causada pela falha de
producdo de pdbdlen devido a um ou mais genes nucleares e b)
esterilidade masculina citoplésmica (CMS) na qual a
producdo de pdlen é blogqueada devido a um defeito no gene
na mitocédndria. Exemplos de sistemas de esterilidade usando
mecanismos genéticos s&do divulgados nas EP412006,
W09627673, EP412911, W0961135, W0941255 e EP 344029.

Sistemas nucleares atualmente disponiveis sdo baseados na
introducdo de uma caracteristica de esterilidade masculina
numa planta progenitora seguida da introducdo de um gene
restaurador de fertilidade como resultado da polinizacéo
cruzada com outra planta para produzir plantas hibridas
férteis. O sistema Paladin, o qual é descrito na W096/01799
é diferente e é baseado na separacdo durante a producdo de
genes de semente hibrida as gquais, gquando expressada em
conjunto numa planta, tem um efeito citotdxico que conduz a

esterilidade masculina.

Arroz e trigo sdo plantas autopolinizadoras e tém pequenas
flores hermafroditas e assim a abordagem ao
desbandeiramento tomado para a producdo de semente hibrida
no milho ndo é aplicédvel. A remocdo manual das anteras é

dificil e demorada. Mais ainda, o pdblen de trigo &



relativamente pesado e é viadvel somente durante um curto
prazo, raramente permanece viadvel durante mais de 30
minutos. A técnica de plantacdo usada na producdo de milho
hibrido i.e. plantacdo do progenitor masculino num bloco
fisicamente separado do progenitor feminino (o masculino
estéril) e wviabilizando a polinizacdo pelo vento, no
entanto, ndo trabalha bem em trigo ou arroz. Os
progenitores masculino e feminino para essas culturas tém
que ser interplantados para garantir polinizacdo cruzada.
Dado que as sementes hibridas necessitam de incluir mais de
95% de hibridos, é necessdrio remover as sementes formadas
a partir da autopolinizacdo do progenitor masculino ou com
o0 progenitor masculino ou tornar o progenitor masculino
incapaz de auto-fertilizacdo e portanto incapaz de produzir
semente ndo hibrida. Claramente, a interplantacdo das
plantas progenitoras significa que a primeira opcdo é
dificil a menos que as plantas masculinas sejam suscetiveis
para algum tratamento gquimico ao qual o progenitor feminino

é tolerante por exemplo tratamento herbicida.

O nosso Pedido de Patente Internacional No. PCT/GB90/00110
(WO90/0883) descreve uma cascata de sequéncias de genes que
expressa uma proteina a qgqual interrompe a biossintese do
pdlen vidvel numa planta progenitora feminina. Neste caso,
porém, somente uma das plantas progenitoras i.e. o
progenitor feminino é estéril para minimizar a
autopolinizacdo da planta feminina e esta planta feminina é
cruzada com uma planta progenitora masculina fértil para
produzir semente hibrida fértil. Porém, ndo h& descricdes
na literatura de um método de producdo de semente hibrida
em gue ambas as plantas progenitoras s&o incapazes de se

autopolinizarem.

A presente invencdo relaciona-se com um método pelo qual a

semente hibrida pode ser ©produzida a qual procura



ultrapassar os problemas presentemente associados com a
producdo de semente hibrida, particularmente com a producdo

de semente de trigo e arroz hibrida.

[ON

De acordo com um primeiro aspeto da presente invencédo

fornecida uma expressdo de cassetes compreendendo:

(a) uma primeira sequéncia promotora do gene a qual é
uma promotora especifica de tapete, antera, estame
e/ou pdlen;

(b) um gene desregulador que codifica um produto capaz
de desregular a fertilidade masculina
operativamente ligada ao primeiro gene promotor;

(c) uma segunda sequéncia promotora de gene que é uma,
transmissora de trato de um ovario, 6vulos,
pistilo, estilete, estigma da flor e/ou promotor
egspecifico de placenta opcionalmente
operativamente ligado com um ou mais potenciadores
translacionais ou sequéncias de intré&o;

(d) um gene restaurador gque codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade feminina
operativamente ligado a segunda sequéncia
promotora de gene;

(e) uma terceira sequéncia promotora gque ¢é indutivel
pela aplicacdo de um indutor quimico exdgeno
opcionalmente operativamente ligada com um ou mais
potenciadores translacionais ou sequéncias de
intré&do; e

(f) um gene restaurador gue codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a uma segunda sequéncia

promotora de gene.

De acordo com um segundo aspeto da presente invencdo é

fornecida uma expressdo de cassetes compreendendo:-—



(c)

um primeiro promotor de gene o qual é um
transmissor de trato e/ou promotor especifico de
placenta de ovario, 6vulo, pistilo, estilete,
estigma da flor;

um gene desregulador gue codifica um produto capaz
de desregular a fertilidade feminina operativamente
ligada ao primeiro gene promotor;

um segundo promotor de gene o qual é um promotor
especifico de tapete, anteras, estames e/ou pdbdlen
opcionalmente operativamente ligados a um ou mais
potenciador ou sequéncias de intréo;

um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a um segundo promotor de
gene;

um terceiro promotor que é indutivel pela aplicacéo
de um  indutor quimico exbgeno opcionalmente
operativamente ligado com um ou mais potenciadores
ou sequéncias de intrédo; e

um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade feminina
operativamente ligado a um terceiro promotor de

gene.

E  fornecido um método de producdo de semente hibrida

compreendendo:

(a)

incorporar uma cassete de expressido de acordo com o
primeiro aspeto da presente invencdo na primeira
planta para gerar uma planta progenitora feminina
hemizigética, aplicando um indutor gquimico exdgeno
a planta progenitora feminina permitindo deste modo
que a planta progenitora feminina se autopolinize,

obtendo semente a partir da referida planta



progenitora feminina e selecionando a planta
progenitora feminina, crescida a partir da referida
semente, que € homozigdtica para a referida cassete
de expressao;

(b) incorporar uma cassete de expressdo de acordo com
um segundo aspeto da presente invencdo numa segunda
planta para gerar uma planta progenitora masculina
hemizigdética, aplicando um indutor gquimico exdgeno
a planta progenitora masculina permitindo deste
modo a planta progenitora masculina autopolinizar-
se, obtendo semente a partir da referida planta
progenitora masculina e selecionando uma planta
progenitora masculina, crescida a partir da
referida semente, que ¢ homozigdtica para a
referida cassete de expressdo;

(c) cruzar a planta masculina homozigdtica selecionada
da parte (b) e a planta feminina homozigdética da
parte (a); e

(d) recolher a semente hibrida produzida no progenitor

feminino

E fornecido tecido de planta transformado tanto com uma das
cassetes de expressdo como definido acima como com material

derivado do referido tecido de planta transformado.

Sdo fornecidas plantas inteiras férteis compreendendo o

tecido ou material como definido acima.

E fornecida a descendéncia das plantas selecionadas a
descendéncia produzida compreendendo cassetes de expressédo
incorporadas como definido acima, preferencialmente
incorporadas estavelmente, no seu genoma € as sementes

dessas plantas e essa descendéncia.



De acordo com um aspeto da presente invencdo, é fornecida
uma planta, o genoma da gqual compreende a primeira cassete
de expressdo de acordo com o primeiro aspeto da presente

invencédo.

De acordo com um aspeto da presente invencdo, é fornecida
uma planta, o genoma da qual compreende a segunda cassete
de expressdo de acordo com o segundo aspeto da presente

invencédo.

E adicionalmente divulgada semente hibrida produzida por
cruzamento dessas duas plantas e obtendo a resultante

semente hibrida produzida a partir delas.

E fornecido o uso de uma planta de acordo com a presente

invencdo para produzir semente hibrida.

E adicionalmente divulgado um método para transformar uma
planta compreendendo incorporar no genoma da planta uma
cassete de expressdo como definido acima em gque O
restaurador de gene, o gqual é operativamente ligado a uma
terceira sequéncia promotora, ¢ indutivelmente expressa no
tecido alvo mas pode ser constitutivamente expressa num ou
mais outros tecidos de modo a que o gene desregulador é
eficaz somente no tecido alvo. A terceira sequéncia
promotora pode ser constitutivamente expressa num

determinado estédgio por exemplo no tecido caloso.

Preferencialmente, a primeira cassete de expressdo definida
acima e usada no método compreende um gene desregulador que
codifica um produto o qual é capaz de desregular a producgédo

de pdlen.

Preferencialmente, a primeira cassete de expressdo definida

acima compreende um gene desregulador que codifica um



produto o qual ¢é capaz de ser expresso nas células do

tapete da planta.

Preferencialmente, a terceira sequéncia promotora de gene
na primeira cassete de expressdo €& a sequéncia promotora

Alc A ou a seqguéncia promotora GST-27.

Preferencialmente, a segunda cassete de expressido definida
acima e usada no método compreende um gene restaurador gue
codifica um produto o qual ¢é capaz de restabelecer a

producdo de pdlen.

Preferencialmente, a segunda cassete de expressido definida
acima compreende um gene restaurador o qual é capaz de

superar rompimento das células do tapete.

Preferencialmente, a terceira sequéncia promotora de gene
na segunda cassete de expressdo é a sequéncia promotora Alc

A ou a sequéncia promotora GST-27.

Preferencialmente, as plantas masculinas no método
compreendem um gene dominante homozigdtico que restabelece

a fertilidade masculina.

Preferencialmente, as plantas femininas no método
compreendem um gene dominante homozigdtico que restabelece

a fertilidade feminina.

Preferencialmente, a semente hibrida F1 produzida d& origem
a plantas, cujas anteras produzem aproximadamente 50% de
pdlen viavel, em que a primeira sequéncia promotora de gene

da primeira cassete de expressdo como definido acima é uma

sequéncia promotora gametofitica.



Preferencialmente, a semente hibrida F1 produzida d& origem
a plantas, em que todas elas sdo totalmente férteis quando
a primeira segquéncia promotora da primeira cassete de

expressdo como definido acima ¢é uma sequéncia promotora

esporofitica.

Preferencialmente a semente hibrida F2 d& origem a plantas
as quals segregam guanto a esterilidade, das guais uma

quantidade significativa sdo femininas estéreis.

Preferencialmente as plantas homozigbdéticas masculinas e
femininas produzidas pelo método sdo multiplicadas e
mantidas através da aplicacdo as plantas de um indutor
quimico exdgeno, permitindo deste modo que as plantas se
autopolinizem. Neste sentido, as novas geracdes da
autopolinizacdo das plantas homozigbéticas masculinas e
femininas selecionadas podem ser produzidas e gquando a
semente hibrida é necessaria, as plantas podem ser cruzadas

para se obter semente hibrida.

Preferencialmente, as plantas usadas no método s&o trigo,
cevada, arroz, milho, beterraba sacarina, tomate, girassol,

canola, algoddo, soja e outros vegetais.

Preferencialmente, o restaurador de gene usado no método
para transformar uma planta é constitutivamente expresso no
tecido caloso a partir do qual as plantas transformadas sé&o

regeneradas.

Preferencialmente, o restaurador de gene ¢é indutivelmente

expresso nas estruturas masculinas e femininas da flor.

Preferencialmente, a terceira sequéncia promotora de gene
das cassetes de expressao usadas no processo de

transformacdo sdo as sequéncias promotoras GST-27 ou Alc A.
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E adicionalmente divulgado um método de preparacdo de
semente hibrida compreendendo interplantacdo de uma planta
progenitora masculina a qual ¢ masculina fértil e feminina
estéril homozigdética recessiva e a planta progenitora
Feminina ¢ homozigdtica recessiva masculina estéril e
feminina fértil, permitindo a polinizacdo cruzada e a
obtencdo de semente produzida a partir delas em gue o DNA
gendmico de cada planta progenitora tem nele integrada uma
construcdo de gene compreendendo a sequéncia promotora
responsiva a presenca ou auséncia de um indutor quimico
exbgeno operativamente ligado a um gene o qual restaura
totalmente a fertilidade de cada planta progenitora, o gene
sendo expresso pela aplicacdo a planta de um indutor
quimico externo permitindo deste modo a cada patente
autopolinizar-se quando necessario para multiplicacdo dos

stocks de sementes de cada planta progenitora.

E adicionalmente divulgado um sistema de expresséo

compreendendo: -

(a) uma primeira sequéncia promotora do gene a qual é
uma sequéncia especifica promotora de flor
masculina;

(b) um gene desregulador que codifica um produto capaz
de desregular a fertilidade masculina
operativamente ligada a primeira sequéncia
promotora de gene;

(c) uma segunda sequéncia promotora de gene a qual é
uma sequéncia especifica promotora de @ tecido
feminino opcionalmente operativamente ligada com um
ou mais potenciador translacional ou sequéncias de
intréo;

(d) um gene restaurador que codifica um produto capaz

de restabelecer a fertilidade feminina
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operativamente ligado a segunda sequéncia promotora
de gene;

(e) uma terceira sequéncia promotora responsiva a
presenca ou auséncia de um indutor guimico exdgeno
opcionalmente operativamente ligada com um ou mais
potenciadores translacionais ou sequéncias de
intrao;

f) um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a uma segunda sequéncia

promotora de gene;

pela qual a presenca do indutor quimico exdgeno controla a
fertilidade masculina, em gue o gene capaz de desregular a
esterilidade masculina é um gene desregulador que codifica
um produto o qual ¢é expresso nas células do tapete da

planta.

E  adicionalmente divulgado um sistema de expressio

compreendendo: -

(a) uma primeira sequéncia promotora do gene o qual é
uma sequéncia especifica promotora de @ tecido
feminino;

(b) um gene desregulador gque codifica um produto capaz
de desregqular a fertilidade feminina;

(c) uma segunda sequéncia promotora de gene a qual é
uma sequéncia especifica promotora de @ tecido
masculino e opcionalmente operativamente ligada com
um ou mais potenciadores translacionais ou
sequéncias de intréo;

(d) um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a segunda sequéncia promotora

de gene;
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(e) uma terceira sequéncia promotora responsiva a
presenca ou auséncia de um indutor quimico exdgeno
opcionalmente ligada a um ou mais potenciadores
translacionais ou sequéncias de intrdo; e

(f) um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade feminina
operativamente ligado a uma segunda sequéncia

promotora de gene;

pela qual a presenca do indutor quimico exbdgeno controla a
fertilidade feminina e em que o gene capaz de restabelecer
a fertilidade masculina é um gene que codifica um produto o

qual restabelece a producdo de pdlen nas células do tapete.

As preferidas sequéncias especificas promotoras de flor
masculina sdo as sequéncia promotoras MSF14 de milho e C5

(derivada da esterase metil pectina).

O termo "material wvegetal" inclui uma cariopse em
desenvolvimento, uma cariopse ou grdo em germinacdo, ou uma
estaca ou semente, uma pléntula ou planta, ou tecidos ou
células destas, tais como as células de uma caridpse em
desenvolvimento ou os tecidos de uma semente em germinacdo
ou grdo ou planta em desenvolvimento (por exemplo nas

raizes, folhas e caule).

O termo "cassete" o qual é sindénimo de termos tais como
"construcdo", "hibrido"™ e "conjugado" inclui um gene de
interesse direta ou indiretamente ligado a uma sequéncia
promotora de gene. Um exemplo de uma ligacdo indireta €& a
provisdo de um grupo espacador adequado tal como um intrédo
ou uma sequéncia promotora intermedidria do promotor e do
gene de interesse. Tais construgdes incluem  também
plasmideos e fagos os quais s&do adequados para transformar

uma célula de interesse,
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0O termo "gene desregulador" & um gene que atua num modo
dominante, e quando expresso num estiddio adequado do
desenvolvimento da planta, vai conduzir a gue uma planta
falhe na formacdo de estruturas florais normalmente
funcionais ou em estruturas florais masculinas normalmente
funcionais de modo gque pode exercer o seu efeito na
desregulacdo de tecidos tais como o tapete e o endotélio. O
gene pode ser expresso especificamente em flores masculinas
durante a formacdo de pdlen causando a morte celular das
anteras e tecidos associados. Pode também ser expressa no
estigma ou no trato transmissor do estilete, interferindo
assim no processo de adesdo do pdlen, hidratacéo,
germinacdo do pdlen e crescimento e orientacdo do tubo
polinico. A origem dos genes desreguladores pode ser a
partir de uma diversidade de fontes de ocorréncia natural
por exemplo células humanas, células bacterianas, células
de leveduras, células vegetais, células de fungos, ou podem
ser genes totalmente sintéticos o©0s quais podem ser
compostos de sequéncias de DNA, algumas das gquais podem ser
encontradas na natureza, algumas das quais ndo sé&o
normalmente encontradas na natureza ou uma mistura de
ambas. Estes genes devem preferencialmente ter um efeito no
metabolismo mitocondrial, dado que se sabe que um bom
fornecimento de energia ¢é uma exigéncia absoluta para a
producdo de pdlen fértil. 0Os genes desreguladores podem,
porém, ser efetivamente dirigidos para outras funcdes
biogquimicas essenciais tais como metabolismo de DNA e RNA,
sintese de proteina, e outros passos metabdlicos. O gene

desregulador dominante preferido é a barnase.

O termo "gene restaurador" é um gene que atua de modo
dominante, e quando expresso, val reverter os efeitos do
gene desregulador. Um gene restaurador dominante preferido

2.

& barstar.
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O termo "flor feminina" é entendido como incluindo mas néo
limitado a, ovéario, oOvulo, pistilo, estilete, estigma,

trato de transmissdo, placenta.

O termo "flor masculina"' é entendido para incluir todas as
partes da flor masculina, incluindo mas ndo limitado a, o

tapete, anteras, estames, pdlen.

Os métodos de producdo de semente hibrida sdo diferentes de
e tém diversas vantagens em relacdo aos métodos existentes
de véarios modos. A utilizacdo tanto da esterilidade
masculina como da feminina n&o foi descrita anteriormente.
Esta caracteristica evita a autopolinizacdo de qualquer dos
progenitores permitindo assim a producdo de semente hibrida
sem a necessidade de blocos de sementeira separados para 08
progenitores masculinos e femininos. Esta interplantacéo
das plantas progenitoras masculinas e femininas maximiza a
oportunidade de polinizacdo cruzada em culturas, tais como
trigo e arroz, as quais sédo essencialmente
autopolinizadoras. Nos exemplos de trigo e arroz, em que
ndo é feita a plantacdo por blocos, este método permite a
producdo de semente hibrida sem a necessidade de aplicar
herbicida para eliminar plantas progenitoras ndo desejados
apbdés fertilizacdo do progenitor feminino. Um sistema de
recuperacdo quimicamente indutivel ¢é necessario somente
para a manutencdo das linhas progenitoras homozigdticas em
vez de para o processo de producdo de semente hibrida. Isto
significa que os gquimicos sédo aplicados de modo limitado e
depois s raramente. Varios sistemas desregulador/
recuperador, ou sistemas operador-repressor podem ser

usados na presente invencdao.

Plantas contendo as cassetes de expressdo da presente
invencdo as gquais controlam a fertilidade masculina e

feminina podem também ser usadas separadamente para fazer
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hibridos F1 com outras linhas progenitoras, as quais néo
contém a cassetes de expresséo, se 0 controle de
alternativa adequada de fertilidade masculina ou feminina
(tais como remocdo mecanica das anteras ou o6vulos, ou uso
de gametocidas quimicos) ¢é usado na outra linha. Se uma
descendéncia destes hibridos F1 for entdo retrocruzada
durante um numero apropriado de geragcdes com outros
progenitores hibridos, enquanto se selecionam quanto a
presenca de cassete de expressdo com técnicas moleculares,
bioquimicas ou de teste de descendéncia, o Sgistema para
controlar a fertilidade masculina ou feminina pode ser
transferido ou introgredido nas novas bases de
progenitores. Alternativamente, hibridos F1 com outras
linhas de progenitores podem ser autopolinizadas, através
da aplicacéo de um indutor quimico exdgeno para
restabelecer a fertilidade masculina ou feminina como
apropriado, de modo a selecionar o0s novos progenitores
hibridos contendo as cassetes de expressdo, através do
processo normal de melhoramento de plantas. O uso de uma
tal introgressdo e melhoramento de plantas vai permitir que
os métodos de producdo de semente hibrida da presente
invencdo sejam usados com uma larga variedade de novas e

das existentes combinacdes de progenitores hibridos F1.

Promotores que sdo indutiveis por aplicacdo de gquimicos
exdgenos sdo conhecidos na técnica. Promotores indutiveis
adequados sdo aqueles que sdo ativados através da aplicacéo
de um gquimico, tal como um herbicida fitoprotetor. Exemplos
de promotores indutiveis incluem os sistemas de mudanca Alc
A/R descritos na nossa Publicacdo internacional No. WO.
93/21334, o) sistema de mudanca GST descritos nas
Publicacdes internacionais Nos WO 90/08826 e WO 93/031294
ou a mudanca da ecdisona descrita na Publicacéo
internacional No. WO 96/37609. Esses sistemas promotores

sdo aqui referidos como "promotores de mudanca". Os
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quimicos de mudanca usados em conjuncdo com 0S8 promotores
de mudanca sdo guimicos aceitdveis em agricultura que

tornam estes promotores particularmente Gteis nos métodos.

Uma das wvantagens de usar o promotor Alc A, o qual & um
componente do sistema de mudanca Alc A/R, na presente
invencdo ¢ gue o indutor quimico usado é etanol. Este
quimico é vantajoso porque pode ser aplicado como um banho
de raiz, como um spray aquoso, ou como um gds. E eficaz em
concentracdes de 1% e ndo é tbéxico para os operadores e

para o ambiente.

A presente invencdo pode ser Util para gqualquer planta
mono- ou di- cotileddénea gque o melhorador ou o produtor
queira para produzir as sementes hibridas Fl e para a qual
estdo ou podem estar disponiveis técnicas de transformacéo
adequadas, particularmente culturas de trigo e arroz. A
presente invencdo tem a vantagem de reduzir os custos de
manipulacdo das culturas associadas com a producgdo de
semente hibrida F1, facilidade de controlo de pureza da

semente hibrida e manutencdo de linhas de progenitores.

Numa aplicacdo particular, a presente invencdo relaciona-se
com a produgcdo de plantas progenitoras masculinas e
femininas, as quais sdo tornadas estéreis usando técnicas
de engenharia molecular. A esterilidade destas plantas pode
ser revertida usando uma aplicacdo gquimica que conduza ao

restabelecimento da fertilidade.

As anteras sdo o sitio do processo reprodutivo masculino em
plantas com floracdo. S&o compostas por varios tipos de
tecidos e de células e sdo responsaveis pela producdo de
grdos de pdlen que contém as células espermdticas. O tapete

¢ um tecido especializado que desempenha um papel critico

na formacdo do pdlen. Ele cerca o saco polinico antes do
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desenvolvimento do pdlen, degenera durante os estadios de
desenvolvimento tardios e ndo estd presente de uma forma
organizada na antera madura. O tapete produz varios
compostos que ajudam o desenvolvimento do pdlen ou séo
incorporados na parede externa do pdlen e foi demonstrado
que muitas das mutacdes da esterilidade masculina natural
tem deficiente diferenciacdo do tapete ou funcédo. Tecidos
tapetais sdo portanto criticos para formacdo de grédos de

pdlen funcionais.

Varios genes foram identificados e clonados que sé&o
especificamente expressos no tecido do tapete. Incluem
Osg6B, 0sg4B (Tsuchiya et al. 1994, Yokoi, S et al. 1997),
pEl, p T72 (W09213957), p CA55 de milho (W092/13956), TA29,
TA13, (Seurinck et al. 1990), RST2 de milho (W09713401),
MS14,18,10 e A6, A9 de Brassica napus (Hird et al. 1993).

Um promotor especifico de tapete isolado de arroz mostrou
dar origem a plantas masculinas estéreis quando usado para
conduzir a expressdo de B 1,3 glucanase em tabaco,
(Tsuchiya et al. 1995). O promotor especifico de tapete
TA29 foi wusado para produzir tabaco masculino estéril
(Mariani et al. 1990) e pCA55, pEl e pT72 para produzir
trigo masculino estéril (De Block et al. 1997) ao

conduzirem a expressdo de bamase.

Clones especificos de pdlen foram obtidos a partir de
varias espécies, incluindo milho (Hanson et al. 1989,

Hamilton et al. 1989,) e tomate (Twell et al. 1990, 1991).

Outros clones especificos foram isolados a partir de véarias
espécies Bp4A e C de Brassica napus (Albani et al. 1990),
chs de pettnia (Koes et al. 1989), arroz (Xu et al. 1993,

Zou et al. 1994), entre outros.
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Trigos hombélogos destes <clones e de outros podem ser
obtidos através desses métodos Como PCR degenerado,
utilizando as sequéncias encontradas na literatura, e
subsequente triagem do trigo e outras bibliotecas
gendémicas, e andlise da especificidade dos tecidos usando a
expressdo de genes repdrteres. Estes métodos estdo bem

documentados na literatura.

Nas plantas superiores os 06rgdos reprodutivos femininos
estdo representados pelo pistilo, composto do ovéario,
estilete e estigma. O gineceu foi demonstrado conter até
10.000 mRNAs diferentes né&o presentes noutros oérgédos
(Kamalay e Goldberg 1980). Isto inclui genes reguladores
responsaveis por controlar o desenvolvimento do pistilo
assim como "a Jjusante" os que codificam proteinas
associadas com tipos de células indiferenciadas no pistilo.
Genes que regulam a auto-incompatibilidade e seus hombélogos
sdo uma classe de genes com padrdes de expressao
predominante de pistilo (Nasrallah et al. 1993). Outros
genes clonados incluem [ glucanase (Ori et al. 1990),
pectato liase (Budelier et al. 1990) e guitinase (Lotan et
al. 1989) as quais sdo expressas no tecido de transmissédo e
um inibidor de proteinase (Atkinson et al. 1993) as quais
sdo expressas no estilete. Outros estdo relacionados com
patogéneses ou sdo hombélogos de genes envolvidos na
clivagem de ligacgbes glicosidicas. Estas enzimas podem
facilitar o crescimento do tubo polinico através da
digestdo de proteinas nos tecidos através dos gquais o tubo

polinico cresce.

Vadrios mutantes estéreis femininos foram identificados em
Arabidopsis. Por exemplo, sinl (tegumento curto) (Robinson-
Beers et al. 1992) e bell (bell) (Robinson-Beers et al.

1992) afetam o desenvolvimento do dvulo. A mutacéo
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Aintegumenta bloqueia a megasporogénese na fase de tetra
(Elliot,R.C, et al. 1996, Klucher,K.M, 1996). Uma mutacdo
do o6vulo 2 letal foi observada mas ndo clonada em milho
(Nelson et al. 1952). Endoquitinases béasicas especificas de
pistilo de véarias espécies (Ficker et al. 1997, Dzelzkalns
et al. 1993, Harikrishna et al. 1996, Wemmer et al. 1994) e
genes do tipo extensina mostraram ser expressos no estilete

de Nicotiana alata (Chen C-G, et al. 1992).

Os seguintes s&o clones esgpecificos de o6vulos ZmOV23.13,
(Greco R, et al. ndo publicado), 0sOsMAB3A (Kang H.G., et
al. 1995), ZmZmM2 (Theissen G., et al. 1995) e stigl
especifico de estigma (Goldman, M.H et al. 1994), STGOS,
STG4B12 (EP-412006-A). Goldman et al. usou um promotor do
gene STIGl para conduzir a expressdo de barnase na zona
secretdria estigmédtica. Isto conduz a flores sem =zona
secretora nos pistilos e portanto eram femininas estéreis.
Os grédos de pdlen foram capazes de germinar mas foram

incapazes de penetrar a superficie.

Sete cDNAs especificos de 6vulos foram isolados a partir de
orquidea (Nadeau et al. 1996). Novamente, homdélogos destes
de trigo e quaisgquer outros podem ser obtidos por técnicas

de biologia molecular padréo.

E adicionalmente divulgada a identificacdo de genes com
impacto sobre a esterilidade masculina e feminina. Tais
genes podem ser usados numa variedade de sistemas para

controlar a fertilidade.

O procedimento para marcar genes de milho com elementos de
transposicdo foi revisto (Doring, 1989). Um dos métodos que
podem ser usados € cruzar uma linha de milho que transporte

0s elementos de transposicdo ativos e um alelo dominante do
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gene alvo com uma estirpe de milho normal que ndo carrega
elementos de transposicdo. A descendéncia do cruzamento
pode ser autopolinizada e rastreada para as mutacdes mais
desejaveis, 1i.e. agqueles qgue conduzem a esterilidade. As
plantas estéreis representam situac¢des potenciais nas quais
um elemento de transposicdo transpds para um local
envolvendo um gene essencial para a fertilidade. 0Os genes
podem entdo ser recuperados numa diversidade de modos. A
Petente US 5,478,369 descreve o isolamento por este método

de um gene descrito como MS45.

Um gene de fertilidade masculina foi identificado em
Arabidopsis thaliana wusando o EnSpm-I/dSpm sistema de
marcacao de transposéao para obter, um mutante de
esterilidade masculina 2 (ms2) e o gene MS2 (Aarts et al.
1993). Este gene MS2 demonstrou estar envolvido numa
gametogénese masculina, a sintese da parede celular né&o
procede apds meiose do micrésporo da célula mde e o0s
micrésporos sdo eventualmente degradados. Hombdlogos de MS2
foram identificados em Brassica napus, Zea Mays e com uma
grelha de leitura aberta encontrada em DNA mitocondrial de
trigo. O isolamento de genes criticos para a fertilidade em
Arabidopsis pode portanto conduzir a clonagem de homdlogos
noutras espécies. Esta abordagem pode claramente ser tomada

para isolar outros genes criticos para a fertilidade.

Atualmente ha evidéncias da existéncia de regides
extensivas de colinearidade conservada entre espécies de
gramineas a nivel genético. Ahn e Tanksley (1993) mostraram
a relacdo entre arroz e milho e Kurata et al. (1994)
mostraram que o genoma do trigo pode ser alinhado com o do
arroz e Moore et al (1995) mostraram que todos os trés

mapas podem ser alinhados. Isto abre o caminho para o uso
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de mapeamento comparativo do genoma como meios para isolar

0 gene.

A abordagem da microsintenia para clonagem de genes &
baseada na semelhanca emergente no marcador molecular e a
ordem do gene entre as espécies evolutivamente
relacionadas. Esta abordagem ¢é particularmente atrativa
para espécies de cereais de genoma grande com importadncia
agricola tal como trigo, milho e cevada que podem ter a
vantagem do seu relativamente pequeno genoma, arroz. Kilian
et al. (1997) relatam o progresso na clonagem com base num
mapa dos genes da cevada Rpgl e rpg4 usando arroz como um

veiculo de mapeamento intergendmico.

Como a abordagem acima é limitada aos genes alvo que foram
geneticamente mapeados, um método alternativo de isolamento
de genes, que € um sistema de marcacdo de trasposdo eficaz,
estd a ser desenvolvido em arroz usando o sistema Ac/Ds de

milho, Izawa et al (1997).

Varios métodos tém sido sugeridos como sendo Uteis para
inativar genes necessédrios para a fertilidade ou para
produzir compostos citotdxicos nos tecidos para evitar o

desenvolvimento normal dos gametdfitos.

O nosso pedido de patente internacional no. W09942598
descreve um método para inibir a expressdo de genes num
tecido de planta alvo wusando um desregulador de gene
selecionado de UU\IT, tubulina, T-urf, subunidades ATP-ase,

cdc25, ROA, MOT.

Existem varios outros sistemas de inativacdo conhecidos.
Por exemplo, barnase (Mariani et al. 1990), toxina da

difteria cadeia A, pectato liase. Dois exemplos de
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compostos citotdxicos de expressdo previamente descritos

sdo a expressdo de avidina e IamH/IamS.

A expressdo de B1l,3-glucanase nas células do tapete mostrou
gerar plantas estéreis masculinas (Worrall et al. 1992). O
anti-sentido foi proposto como um mecanismo através do qual
a expressdo de genes critica para o desenvolvimento de
pblen pode ser regulada para baixo e foi mostrado (Van der
Meer 1992) que a inibicdo antisentido da biossintese de
flavondéides conduz evidentemente a esterilidade masculina.
A reducdo da expressédo do flavanol tem sido reivindicada em
milho para resultar na esterilidade masculina (WO 93 18171
Pioneer Hi-Bred International). Outros mecanismos tém sido

descritos (Spena et al. 1992).

Baulcombe (1997) descreve um método de silenciamento de
gene em plantas transgénicas via do uso de vetores RNA
virais replicaveis (Amplicons™) os quais podem também ser
Uteis como um meio de fazer cair a expressdo de genes
enddbgenos. Este método tem a vantagem de produzir uma
mutacdo dominante i.e. é pontudvel no estado heterozigdtico
e faz cair todas as coépias de um gene alvo e pode também
fazer cair isoformas. Esta é uma vantagem clara em trigo o
qual é hexapldide. A fertilidade pode entdo ser restaurada
usando um promotor indutivel para conduzir a expressdo de

uma coépia funcional do gene caido.

Kempin et al. (1997) relatam a disrupcdo alvo de um gene
funcional usando recombinacéo homologa. Este método
normalmente, porém, produz uma mutacdo recessiva i.e. é
pontuadvel somente no homozigoto. Para ser detetédvel no
estado heterozigdtico ele teria que ser diretamente letal
ou, por exemplo, causar um bloqueio numa via de modo a que
houvesse uma acumulacdo de compostos citotdxicos que

conduzem a letalidade. Com vista a detetar a mutacdo de
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esterilidade pode ser necessdrio para gerar um homozigoto
recessivo por autopolinizacdo, onde uma em qguatro da
descendéncia deve ser estéril. A construcdo de mudanca
permitindo a expressdo do gene caido deve ter de ser
introduzido num heterozigoto obtido pelo retrocruzamento do
homozigoto. Isto é um método Util para gerar os mutantes
recessivos necessdrios para o método mais tarde descrito no

Exemplo 1.

As ribozimas sdo moléculas de RNA capazes de catalisar
reacdes de clivagem endonucleoliticas. Podem catalizar
reacdes de trans e podem ser direcionadas para diferentes
sequéncias e portanto sdo alternativas potenciais para
antisentido como um meio para modular a expressdo dos genes
(Hasselhof e Gerlach). Wegener et al (1994) demonstraram a
geracdo de uma mutacdo trans-dominante pela expressdo de um

gene ribozima em plantas.

Sdo conhecidos varios métodos para alterar os sistemas de
auto incompatibilidade das plantas através da modificacéo
da expressdo do gene S como um meio de introduzir a
esterilidade masculina pela qual uma planta é transformada
com uma construcdo utilizando um gene S gametofitico que
codifica uma ribonuclease de tal modo gque uma planta auto
incompativel ¢é convertida em auto compativel ou a planta
auto compativel é convertida em auto incompativel, evitando

assim a auto polinizacé&o.

Exemplos de combinacdes de genes restauradores destruidos
incluem barnase e barstar, e TPP e TPS. O uso do sistema
barnase/barstar para gerar primeiramente esterilidade e
depois restabelecer a fertilidade tem sido descrita
(Mariani et al. (1992). A trealose fosfato fosfatase (TPP)
quando expressa nas células do tapete de tabaco usando o

promotor especifico de tapete Tap 1 (Nacken et al 1991) de
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Antirrhinum resulta na esterilidade masculina. Pensa-se que
¢ um resultado da mudanca do hidrato de carbono metabdlico
e capacidade fotossintética dos tecidos nos guais ¢é
expresso. As anteras mostram sinais de necrose e todo o
pdlen produzido estd morto. O retrocruzamento com tabaco
tipo selvagem resulta no desenvolvimento de semente normal.
A andlise da descendéncia mostra que a esterilidade segrega
com o transgene. TreC, trealose-6-fosfato hidrolase & um
segundo gene cuja expressdo perturba os niveis de trealose-
o-fosfato e foi demonstrado que quando ele & expresso
usando o promotor constitutivo de plastocianina o resultado
é a excisdo do gomo antes da floracdo. Assim, se a
expressdo é limitada ao tapete, a esterilidade masculina
pode resultar da mesma maneira como gquando a TPP é expressa
no tapete. Foi também demonstrado que apds a aplicacdo de
GA o0s gomos florais permanecem na planta e ¢é produzido
algum pdlen conduzindo em alguns casos a produgdo de

semente.

Foi também demonstrado que a expressdo simultédnea equimolar
de trealose fosfato sintase (TPS) e TPP né&do produz qualguer
efeito na fisiologia da planta i.e. TPS neutraliza o efeito
de TPP no hidrato de carbono metabdlico e na capacidade
fotossintética dos tecidos nos gquais sdo expressas. Foi
também demonstrado que é possivel restabelecer a
fertilidade através da retransformacdo de linhas de tabaco
estéreis como uma construcdo que expressa TPS no tapete.
Claramente, a expressdo de TPS pode também ser colocada sob
controlo de um promotor indutivel para permitir que a
fertilidade seja restabelecida quando desejado, ou otimizar
a aplicacdo de GA pode ser um meio alternativo para
restabelecer a fertilidade. O promotor de um gene expresso
especificamente nos tecidos que <circundantes ou em, ©
6vulo, tal como o gene caixa MADS FBP7 pode ser usado para

conduzir a expressdo de TPP ou TreC para obter esterilidade



25

feminina. E provavel que alguma otimizacdo de uso de codio
possa ser requerida para obter o mesmo efeito numa cultura
monocotiledénea tal como trigo ou milho, (Merlo e

Folkerts), (Seed e Haas).

O uso de uma gquantidade de sistemas operador/repressor
tenham sido descritos como um meio para controlar a
expressdo de genes em plantas. Wilde et al. demonstraram o
uso do sistema E. coli lac para reprimir a expressdo de GUS
sob o controlo do promotor cab do milho (expressdo lac I
dirigida pelo promotor 3535 CaMV). As sequéncias operadoras
foram inseridas em varias posicdes dentro do promotor CAB e
a extensdo da repressdo avaliada. Dependendo da posicdo das
sequéncias operadoras, foi observada uma gama de represséo.
Quando a sequéncia operadora foi incorporada por
substituicdo entre a caixa TATA e o inicio da transcricéo,
foi obtida uma repressdo de ~90%. Esta repressido pode ser
aliviada pala adicdo de IPTG. Isto foi mostrado tanto em

protoplastos de tabaco como em transformantes estéaveis.

Lehming et al. relata que mudancas drasticas na afinidade
de ligacdo podem ser alcancadas através da modificacdo de
aminodcidos na hélice de reconhecimento do repressor lac
originando assim um controlo mais apertado da expressédo.
Outros desses sistemas foram descritos e incluem o sistema
promotor indutivel de tetraciclina desenvolvido por Gatz et
al. (1991, 1992) no gqual um promotor 35S CaMV modificado é
reprimido em plantas que expressam altos niveis da proteina
do repressor de tetraciclina mas restabelece-o gquando a

tetraciclina ¢ adicionada.

A inducdo esterdide da atividade de proteina pode originar
um sistema de expressdo indutivel quimicamente o gqual né&o

sofre problemas de toxicidade quimica. Dominios de ligacéo



26

de ligandos de recetores esterdéides de mamiferos e insetos
tais como recetor glucocorticdide (GR), recetores
estrogénios podem ser usados para regular a atividade de
proteinas em células de mamifero (Picard et al. 1993). Um
dominio de ligacdo a ligando fundido com uma proteina
mantem a proteina num estado inativo até o ligando ser
introduzido. Lloyd et al. (1994) descrevem uma fusdo de um
regulador transcricional de milho com GR. Simon et al.
(1996) descrevem uma fusdo de GR com um produto genético no
tempo da floracéio de Arabidopsis responsavel pela
introducdo da transcricdo e Aoyama et al. (1995) descrevem
a fusdo de Gal4 ou VP16 com uma proteina de transativacéo,
de planta Athb-1, colocada sob controlo esterdide por meio
do dominio GR de 1ligacdo a ligando. E conhecido que a
capacidade dos ativadores transcricionais para ligarem DNA
e para simultaneamente ativarem a transcrigdo esta
localizada em dominios definidos desses fatores de
transcricdo. Foi demonstrado (Ptashne 1988) e Mitchell e
Tijan (1989) que os fatores ativadores transcricionais sé&o
constituidos por mdédulos que funcionam independentemente.
Ptashne e Gann (1980) e outros tém demonstrado dque ¢&
possivel combinar uma porcdo responsavel pela ativacdo da
transcricdo de um fator com uma porcdo ligada ao DNA de
outro fator e uma proteina hibrida resultante que & ativa
em células de levedura. Um sistema gque 1incorpore estes
componentes pode ser usado para aliviar a repressdo e assim

induzir a expressdo de genes de um modo controlado.

O uso de hormona juvenil ou um dos seus agonistas como um
ligando gquimico para controlar a expressdo de genes em
plantas por transativacdo mediada por recetor tem também

sido descrito.
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Preferencialmente, o) sistema de comutacdo usado com
expressar indutivelmente o restaurador de gene é um sistema
de comutacdo AlcA/R. Nbés demonstramos expressdo indutivel
de GUS em anteras e pdlen de tomate e introduzimos
construcdes similares em trigo para demonstrar a expressdo
de GUS em tecido feminino e masculino usando o sistema de
comutacdo AlcA/R. Nbs também demonstramos expressdo de GUS
indutivel em penddes de milho, barbas, embri&o e endosperma
usando © sistema de comutacdo GST indutivel protetor
(Jepson et al. 1994). Outros sistemas de comutacdo podem

evidentemente ser Uteis na presente invencéo.

A expressdo de genes desreguladores ou citotdéxicos durante
a transformacdo de plantas como resultado de expressdo de
"indiscreta" a partir de promotores especificos de flores
masculinas e femininas a um nivel muito baixo em tecidos
que ndo os tecidos alvo pode causar a morte celular e a néo
recuperacdo dos transformantes. Os promotores indutiveis
usados na presente invencdo para conduzir a expressido dos
restauradores de genes pode oferecer alguma protecdo contra

esta possibilidade pelas razdes a seguir.

No caso de o promotor GST-27, a expressdo constitutiva foi
observada em callus. No caso do promotor AlcA o gqual é
induzido com etanol, a inducdo da expressdo de GUS foi
observada em concentracdes de 7ng/l00mL de ar. Esta
concentracdo de etanol pode ser adicionada ao meio de
cultura de tecidos para assegurar a expressdo do

restaurador de gene.

Exemplos de combinacbes de genes
desreguladores/restauradores incluem barnase e barstar, e

TPP e TPS.
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0O wuso de sequéncias translacionais potenciadoras, em
particular a sequéncia TMV Q (Gallie et al.) é preferida na
presente invencdo para dar um aumento nos niveis de
expressdo do tecido constitutivo especifico e de promotores
indutiveis tais como os da expressdo do gene restaurador
por exemplo barstar, ¢é muito superior ao necessario para
inibir o gene desregulador por exemplo barnase gque &
produzido. Gallie et al. demonstraram que a translacdo de
mRNA procaridtico e eucaridtico é aumentado mais
grandemente por um derivado contiguo do nucledtido 68,
sequéncia lider 5' do virus do mosaico do tabaco, estirpe
Ul chamada Q. Varias outras sequéncias lider virais sé&o
também conhecidas para aumentar a expressdo, tal como virus
do mosaico da luzerna (AIMV) e virus do mosaico em vassoura
(BMV) . Em protoplastos do mesdéfilo de tabaco foi observado
um aumento de 20 vezes. Outras sequéncias potenciadoras por
exemplo de virus dos arabescos do tabaco podem também ser

usadas na presente invencdao.

Adicionalmente, o uso de sequéncias de intrdo para aumentar
08 niveis de expressdo estd bem documentado. Entre as
estudadas estdo a sequéncia 1 de intrdo adh 1 do milho as
quais mostraram aumentar o0s niveis de expressdo 12-20 vezes
quando inseridas nas sequéncias traduzidas 5! em
construgcdes quiméricas introduzidas em protoplastos de
milho (Mascarenhas et al. 1990) e o intrdo Sh 1 também do
milho. A inclusdo deste intrdo nas construc¢des nas quais o
promotor CaMV35S dirigia a expressdo CAT que resultou no

aumento de entre 11 e 90 vezes. (Vasil et al 1989).

0Os niveis de expressdo do restaurador e dos genes
desreguladores podem também ser balanceados ou modulados
nas seguintes wvias. Um promotor que dé altos niveis de
expressdo pode ser usado para conduzir a expressdo do gene

restaurador enquanto gue um promotor que dé baixos niveis
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de expressdo pode ser usado para conduzir a expressdo do
gene desregulador. Isto pode assegurar que o produto de
gene desregulador ¢ sobrecarregado com produto de gene
restaurador inativando assim todas as moléculas
desreguladoras ou citotdxicas ou permitindo total
restabelecimento da fertilidade. Um outra via de modulacéao
dos niveis de expressdo podem ser realizadas usando
mutagénese para alterar a sequéncia em torno do coddo de
iniciacdo AUG no qual uma via para expressdo do gene
desregulador ¢ nédo otimizada (Kozak (1989)) e é portanto

regulada para baixo.

Os sistemas de expressdo podem ser introduzidos numa planta
ou célula vegetal através de quaisquer dos métodos
disponiveis tais como transformacdo de Agrobacterium,
eletroporacdo, microinjecdo de protoplastos e células
vegetais, bombardeamento com microprojétil, bombardeamento
bacteriano, particularmente o método de "fibra" ou
"whisker", dependendo das espécies vegetais particulares a
serem transformadas. As células transformadas podem entéo
em casos adequados ser regeneradas em plantas completas nas
quais o novo material nuclear é incorporado estavelmente no
genoma. Tanto plantas monocotileddneas como dicotileddneas
transformadas podem ser obtidas deste modo. Pode fazer-se
referéncia a literatura para pormenores completos sobre os

métodos conhecidos.

Christou e Heie (1997) descrevem a transformacdo de arroz
usando metodologia de bombardeamento e progressos na
transformacédo de arroz mediada por Agrobacterium

tumefaciens.

Outros métodos publicados para transformacdo de trigo

incluem Becker et al (1994) os quais descrevem o uso de
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bombardeamento de microprojétil de tecido escutelar e Vasil
et al (1993) os quais descrevem a réapida geracdo de trigo
transgénico a seguir ao bombardeamento direto de embrides
imaturos. A Figura 22 descreve prazos para transformacdo de

trigo por bombardeamento.

O uso de um marcador selecciondvel é necessdrio no processo
de transformacéado para selecionar transformantes que
transportam as construcdes de esterilidade. Estes podem ser
um antibidético marcador seleciondvel ou um gene de
resisténcia a herbicida. O uso de um gene de resisténcia a
herbicida ou outro marcador ndo é essencial (mas pode ser
considerado ser conveniente) para o processo de producdo de
semente hibrida. As plantas hemizigdticas usadas no método
da presente invencdo podem ser tratadas com gquimicos para
induzir a expressdo dos genes restauradores 0O que permite
que a autopolinizacdo ocorra. A descendéncia desta
autopolinizacdo serd de segregacdo e pode ser crescida,
tratada com quimicos e ser autopolinizada. A descendéncia
das linhas homozigdéticas nédo serd segregada para a
esterilidade. Uma repeticdo do processo pode entdo ser
realizada para aumentar a massa de semente estéril

homozigdética.

Os componentes individuais das cassetes de expressdo da
presente invencdo podem ser fornecidos num ou mais vetores
individuais. Estes podem ser usados para transformar ou co-
transformar células vegetais de modo a permitir gque ocorra

a interacdo apropriada entre os elementos.

A presente divulgacdo vail agora ser descrita através dos
exemplos nos quais deve ser feita referéncia as Figuras

acompanhantes nas quais:



31

A Figura 1 mostra uma representacdo esquematica de
cassetes de expressdo usadas num método de producdo de
semente hibrida usando progenitor feminino estéril
masculino homozigdbdético recessivo.

As Figuras 2a e 2b mostram a geracdo de semente hibrida
F1 de um progenitor feminino estéril, masculino
homozigdético recessivo, e um progenitor masculino,
feminino estéril, e a segregacdo na geracdo F2.

A Figura 3 mostra uma representacdo esquemdtica de
cassetes de expressdo usadas no processo de producdo de
semente hibrida.

A Figura 4 mostra uma representacdo esquematica de uma
cassete de expressdo usada na producdo de uma planta
progenitora feminina fértil estéril masculina usando o
promotor especifico da flor masculina e um tecido
promotor especifico feminino.

A Figura 5 mostra uma representacdo esguemdtica de uma
cassete de expressdo usada na producdo de uma planta
progenitora masculina estéril feminina usando um
promotor especifico da flor masculina e um promotor
especifico da flor feminina.

As Figuras 6a, ©6b e 6c mostram a geracdo das plantas
hibridas F1 wusando uma planta progenitora feminina,
masculina estéril, e uma planta progenitora masculina,
feminina estéril, ambas sob o controlo de promotores
egsporofiticos, a geracdo da semente hibrida Fl1 e a
segregacdo da descendéncia F2.

As Figuras 7a, 7b e 7c¢ mostram a geracdo de plantas
hibridas F1 wusando uma planta progenitora feminina
masculina estéril e uma planta progenitora masculina
feminina estéril, estando a esterilidade masculina sob
o controlo de um promotor gametofitico e a esterilidade
feminina estando sob o controlo de um promotor
esporofitico, a geracdo da semente hibrida Fl1 e a

segregacdo da descendéncia F2.
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A  Figura 8 mostra o vetor binadrio pMOG1l006 de
transformacdo de plantas.

A Figura 9 mostra o vetor bindrio pMOGl006-FSE de
transformacdo de plantas.

A Figura 10 mostra o vetor de clonagem pFSE4.

A Figura 11 mostra a expressdo GST em varios tecidos de
milho por andlise de northern.

A Figura 12 mostra a expressdo indutivel do gene
repbdrter GUS em folha de tabaco pelo promotor GST.

A Figura 13 mostra a expressdo indutivel do gene
repbdrter GUS em folha de milho pelo promotor GST.

A Figura 14 mostra a expressdo indutivel do gene
repdérter GUS em penddes de milho pelo promotor GST.

A Figura 15 mostra a expressdo indutivel do gene
repdérter GUS no endosperma de milho.

A Figura 16 mostra as estratégias de clonagem de pPUG e
RMS-3.

A Figura 17 mostra o vetor pGSTTAK.

A Figura 18 mostra o vetor RMS-3.

A Figura 19 mostra o mapa de pSRN.AGS, um vetor de
expressdo de GUS indutivel para uso em espécies
dicotileddneas.

A Figura 20 mostra a estratégia de clonagem para
PSRN.AGS, um vetor de expressdo de GUS indutivel para
uso em egspécies dicotileddbdneas.

A Figura 21 mostra o mapa de pUIRN.AGS, um vetor de
expressdo de GUS indutivel para uso em espécies
monocotileddneas.

A Figura 22 mostra prazos para transformacdo de trigo
por bombardeamento.

A Figura 23 mostra o mapa de pSRN.

A Figura 24 mostra o mapa de pAGS.

A Figura 25 mostra o mapa de pMOGLl006-SRN.AGS, um vetor
de transformacdo de arroz.

A Figura 26 mostra o mapa de pGUN.
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A Figura 27 mostra o mapa de pdvh405.

A Figura 28 mostra TaplAlcR-AlcAGluGUSIntnos.

A Figura 29 mostra StiglAlcR-AlcAGluGUSIntnos.

A Figura 30 mostra um vetor de transformacdo de milho
Zm/RMS14.

A Figura 31 mostra pMOG1006-C5-GUS, um vetor de
transformacdo de arroz.

A Figura 32 mostra vetor de clonagem pFSE.

A Figura 33 mostra pMOGl1006-MFS14-GUS, um vetor de
transformacdo arroz.

A Figura 34 mostra a Cassete A, MFSl4-barnase/barstar-
nos.

A Figura 35 mostra a Cassete B, Cb-barnase/barstar-nos.
A Figura 36 mostra a Cassete C, CaMV 355-AlcR-nos.

A Figura 37 mostra a Cassete D, AlcA.Glulll-barstar-
nos.

A Figura 38 mostra a Cassete E, MFS14.Glull-barstar-
nos.

A Figura 39 mostra a Cassete F, Stigl-barnase/barstar-
nos.

A Figura 40 mostra a Cassete G, Stigl.Glull-barstar-
nos.

A Figura 41 mostra RMS30.

A Figura 42 mostra RMS32.

A Figura 43 mostra a expressdo de GUS em callus de
tabaco do tipo selvagem e transgénico Alc-GUS né&o
induzido e induzido com etanol.

A Figura 44 mostra a expressdo de GUS em anteras de
tabaco do tipo selvagem e transgénico Alc-GUS néo
induzido e induzido com vapor de etanol.

A Figura 45 como acima mas induzido por imersdo das
raizes em Agua e etanol.

A Figura 46 mostra a expressdo de GUS em pistilos né&o
induzidos e induzidos a partir de gomos florais de

tabaco com 9-10mm.
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A Figura 47 mostra a expressdo de GUS em pistilos né&o
induzidos e induzidos a partir de gomos florais de
tabaco com 17-2Z2mm.

A Figura 48 mostra a expressdo de GUS em pistilos né&o
induzidos e induzidos a partir de gomos florais de
tabaco com 33-35mm.

A Figura 49 mostra a expressdo de GUS em flores de
colza oleaginosa ndo induzidas e induzidas.

A Figura 50 mostra flor de colza oleaginosa néo
induzida.

A Figura 51 mostra a expressdo de GUS em pistilos de
colza oleaginosa dois dias apds a inducdo por imerséo.
As Figuras 52 até 55 mostram a expressdo de GUS em
estigmas e estiletes de colza oleaginosa induzidos em
etanol.

A Figura 56 mostra pistilos Alc-GUS de colza oleaginosa
do tipo selvagem e induzidos em &gua.

A Figura 57 mostra pistilos Alc-GUS de colza oleaginosa
dois dias apds imersédo das raizes em etanol a 2%.

A Figura 58 mostra pistilos Alc-GUS tratados com agua e
etanol a b5%.

A Figura 59 mostra flor de colza oleaginosa apds
inducéo.

A Figura 60a mostra a expressdo de GUS em anteras de
tomate, conduzida pelo promotor Alc A e a 60b mostra a
expressdo de GUS em pdlen de tomate, conduzida pelo
promotor Alc A.

A Figura 61 mostra a sequéncia de DNA que codifica a

sequéncia promotora ZmC5 em milho.
O A sublinhado é o ponto de partida putativo transcricional
e o ATG a negrito e sublinhado ¢ o ponto de partida

putativo transcricional.

EXEMPLO 1
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Neste exemplo, a planta progenitora masculina é masculina
fértil e feminina estéril homozigdtica como resultado de
uma mutacdo natural ou manipulada. A planta progenitora
feminina ¢ masculina estéril homozigdética recessiva e
feminina  fértil. A esterilidade masculina pode ser
geneticamente manipulada ou introduzida por cruzamento ou
ser devida a uma mutacdo natural. Por exemplo, pode ser
devida a uma mutacdo num gene tal como MS45 que demonstrou
agir num modo recessivo, conduzindo somente a esterilidade

quando homozigdtica.

As linhas progenitoras contém também uma sequéncia de DNA
que codifica um promotor indutivel operativamente ligado a
uma cépia funcional do gene da esterilidade restabelecendo
assim a fertilidade para fins de manutencdo de linhas
progenitoras femininas e masculinas, respetivamente (ver

Figura 1).

Cruzando estas duas plantas progenitoras geram hibridos F1
0s quais s&do heterozigbdticos para a esterilidade masculina
recessiva e alelos de esterilidade feminina e s&o portanto
completamente férteis. Se, porém, o agricultor recolher e
semear a semente F1l, a geracdo F2 segrega a esterilidade
que conduz a uma perda de heterose e aproximadamente 25% de
plantas femininas produzidas s&do estéreis (ver Figuras 2a,

2b e 2c¢).

Embora as mutacgdes recessivas femininas sejam conhecidas em

milho, os genes ainda n&do foram clonados.

EXEMPLO 2
Um segundo método de producdo de semente hibrida foi
formulado com base na esterilidade provocada pela

manipulacdo genética (ver Figura 3).
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PROGENITOR FEMININO

O progenitor feminino é uma linha masculina estéril i.e. um
gene de inativacdo dque € expresso PpPor um promotor
esporofitico masculino evitando assim a producdo de pdlen
vidvel funcional. Adicionalmente, um gene restaurador &
expresso nos tecidos femininos. A autofertilidade pode ser
restabelecida por meio de um promotor indutivel ligado a um
gene restaurador. A transformacdo co m uma tal cassete
de expresséao (ver Figura 4) conduzindo a plantas

hemizigdéticas MS RF RCS ----- .

R°® = fertilidade masculina e feminina restauravel
guimicamente

MS = esterilidade masculina dominante

R" = fertilidade masculina restauradora dominante

FS = esterilidade feminina dominante

R" = restaurador de fertilidade feminina dominante

Para obter plantas homozigdéticas para uso na producdo de
semente hibrida, as plantas hemizigbéticas tém de ser
induzidas com um indutor quimico exdgeno, tal como etanol
no caso do comutacdo de gene Alc A/R, e deixadas

autopolinizar-se.

Gametas | MSRFRER  —eeee

MS RFROS | MS RFRSR
MBS RFRCS

Trés quartos das plantas produzem 100% de pdlen estéril
como gene de esterilidade tem um efeito dominante, somente

a linha nula é masculina fértil. A planta homozigdtica pode
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ser distinguida das plantas heterozigdbdticas através da
sementeira das sementes resultantes da autopolinizacdo para
repetir o procedimento de inducdo e autopolinizacdo. A
descendéncia destas segrega a esterilidade e podem
facilmente ser avaliadas, dependendo do gendtipo, como
descrito anteriormente. Resisténcia a herbicida ou outro

gene marcador seleciondvel pode também ser usado para

avaliacdo. Neste <caso da planta homozigdética toda a
descendéncia serd masculina estéril (e resistente a
herbicida,) no caso da heterozigdbdtica, a descendéncia iréa

N

continuar a segregar gquanto a esterilidade.

Assim, a linha homozigdética feminina fértil, homozigdtica

masculina estéril, pode ser selecionada deste modo.

PROGENITOR MASCULINO

A planta progenitora masculina é completamente masculina
fértil mas é feminina estéril i.e. homozigdética feminina
estéril, masculina fértil. Neste <caso, a esterilidade
feminina ¢é conseguida através da expressdo, nos &rgdos
florais femininos, um gene inibidor o qual é prejudicial
para o desenvolvimento do ¢rgdo floral feminino como
definido anteriormente. Alternativamente, o tubo polinico
pode ser destruido ou as plantas podem de outro modo ser
impedidas de desenvolver semente. Um gene restaurador &

também expresso nos tecidos florais masculinos.

A planta progenitora masculina é obtida do mesmo modo que a
planta progenitora feminina mas usando a construcdo
mostrada na Figura 5. Neste caso, as plantas hemizigdticas

tém o gendtipo:-

FS RMR®® .. .........
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E as plantas homozigdticas terdo o gendtipo

FS FS RY R R®® R®®

EXEMPLO 3

Neste exemplo, a cassete de expressdo compreende um
promotor gametofitico (por exemplo especifico de pdlen)
(ver Figura b5). A planta progenitora masculina ¢é como
descrito no Exemplo 2 acima. Exemplos de promotores
especificos de pdlen incluem Zml3 (Hanson et al.) e Cb,
depositado na The National Collection of Industrial e
Marine Bacteria como NCIMB 40915 em 26 Janeiro de 1998. A
sequéncia promotora C5 é mostrada na Figura 61. Uma vez
mais a linha homozigdética masculina estéril deve ser obtida

e as plantas hemizigdéticas sdo tratadas gquimicamente e

autopolinizadas.
Gametas | MERFRNW e
MSRFRSS | MBRFRME MaRTREE
MESRFREE e

e MERFRUS e

Neste caso, a linha homozigética i.e. MS MS RF RF R® R*®
produz 100% de pdlen estéril o qual pode ser identificado
por coloracdo DAPI. Este pode ser distinguido do pdlen da
planta heterozigdtica a qual produz pdlen 50% estéril e 50%

fértil o qual é também identificédvel por coloracdo DAPI.

Assim, a linha MS MS RY Rf R*® R“® pode ser selecionada.

Pode portanto ver-se gque nenhum dos progenitores masculino

ou feminino homozigdbdético pode autopolinizar-se.
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A planta progenitora feminina no Exemplos 2 e 3 carrega uma
cassete de expressdo compreendendo um promotor especifico
feminino que conduz a expressdo de um gene restaurador, e a
planta progenitora masculina carrega uma expressdo de
cassetes compreendendo um promotor especifico masculino
conduzindo a expressdo de um gene restaurador. Nas plantas
progenitoras, estas cassetes de expressdo ndo tém efeito na

fertilidade devido a especificidade dos promotores.

Porém, quando estas duas linhas progenitoras sé&do cruzadas,
o) resultado depende de se foi usado um promotor
gametofitico (por exemplo especifico de pdlen) ou um
esporofitico (por exemplo especifico de tapete) para
produzir a esterilidade masculina no progenitor feminino.
Quando um promotor esporofitico ¢é wusado ¢é obtido o
restabelecimento total da fertilidade e a semente F1 ¢&
totalmente fértil i.e. produz aproximadamente 100% de pdlen
fértil (ver Figuras 6a, ©6b). Se, porém, a semente F1 ¢&
retida e crescida pelo agricultor, a esterilidade segrega
como acima (ver Figura 6c). Se um promotor gametofitico é
usado para obter esterilidade masculina, o restabelecimento
total da fertilidade ndo é alcancado dado que o pdlen &
hapldéide e somente cerca de 50% de pdlen vai herdar o alelo
funcional produzindo pdlen com fertilidade (ver Figuras 7a,
7b). A descendéncia F2 segrega como descrito previamente

(Figura 7c¢).

A manutencdo das linhas homozigdticas estéreis é alcancada,
quando necessario, pelo terceiro componente do sistema.
Cada linha parental compreende, portanto, um promotor
indutivel, opcionalmente ligado a uma sequéncia
potenciadora ou uma ou mais sequéncias de intré&o,
conduzindo a expressdo do restaurador em todos os tecidos
na aplicacdo da inducdo quimica, permitindo assim a

producéo de pdlen no progenitor feminino e o)
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desenvolvimento de ¢vulos e tecidos normais no progenitor
masculino. A autopolinizacdo pode entdo ocorrer permitindo

aumentar a gquantidade da semente parental.

Em todos os Exemplos, a aplicacdo de gquimicos no campo é
necessaria somente para produzir semente se as linhas
progenitoras necessitarem de ser feitas com pouca

frequéncia e numa &rea de plantacdo relativamente pequena.

Nos Exemplos descritos, ¢ ©possivel wusar um promotor
especifico de tapete (Figuras 6a, 6b ou 6c) ou de pdlen
(Figuras 7a, 7b) para conduzir a expressdo de inativacédo de
genes. O uso de um promotor especifico de tapete &
preferido dado que a fertilidade pode ser completamente
restabelecida. Porém, como 0 pbdlen é hapldide, a
recuperacdo total da fertilidade ndo ¢é possivel qguando é
usado um promotor especifico de pdlen. Pode porém, ser
vantajoso usar um promotor especifico de pdlen. Por
exemplo, promotores especificos de pdlen podem ter maior
especificidade de tecidos. O tratamento quimico das plantas
sé & necessario para restabelecer a fertilidade para

permitir autopolinizacéo.

EXEMPLO 4
PREPARACAO DE VETORES GERAIS DE CLONAGEM

Todas as técnicas de biologia molecular foram realizadas ou
como descrito por Maniatis et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicdo (1989) Cold Spring
Harbour Laboratory Press: Vols I e II (D.N. Glover ed 1985)

ou como recomendado pelos fabricantes nomeados.

Preparacido de pMOGl006-Fse

O pMOG1006 (Figura 8) é um vetor bindrio o qual carrega um

gene de resisténcia a higromicina como marcador
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seleciondvel e ¢é usado para transformacdo de arroz mediada
por Agrobacterium. O vetor modificado foi preparado
digerindo o pMOGl1006 com EcoRI e insgserindo um par
emparelhados de oligonucledétido complementares com as

sequéncias

LinklA AAT TGA TCG GCC GGC CCT AG
LinklB AAT TCT AGG GCC GGC CGA TC

que introduzem um Unico sitio Fsel. Clones contendo a
sequéncia de oligonucledétidos correta foram selecionados
por hibridacdo com oligonucledtido 1linklA marcado com y32P
e clones contendo a sequéncia na orientacdo desejada
selecionado apds caracterizacdo por sequenciacdo (Figura

9) .

pVB6

pVB6 é andlogo do vetor bindrio descrito acima na medida em
que contém o Unico sitio Fsel mas carrega o marcador nptll
seleciondvel e é usado na transformacdo de tabaco mediada

por Agrobacterium.

Preparacdo de pFsed4 (Figura 10)

Este wvetor foi construido para permitir a montagem de
vetores contendo varias cassetes de expressdo. Isto foi
atingido usando reconhecimento de sitios de restricdo de
enzima de 8-base raras na regido de multiplo sitio de
clonagem. O DNA pFSE (Fig 32) foi digerido com Fsel e a
existente regiao de multipla clonagem removida.

Oligonucledétidos complementares com as sequéncias:-
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DAA-T1A:

5 CCGTTTAAACATTTAAATGGCGCGCCAAGCTTGCGGCCGCC
GGGAATTCGGCCGG-3’

DAA-IS:
5' CCGAATTCCCGGCGGCCGCAAGCTTGGCGCGCCATTTAAATGT
TTAAACGGCCGG-3"

foram inseridos. Esta sequéncia introduz um uUnico EcoRI,
NotI, HindIII, AscI, Swal e um sitio flanqueado Pmel por
sitios Fsel. As cassetes de expressdo foram agrupados em
pSK+ e ligandos inseridos para flangquear cada cassete com
sitios Unicos como descrito abaixo. As cassetes completas
foram depois inseridas no pFSE4 como requerido. As cassetes
maltiplas podem entdo ser removidas como um fragmento Fsel

dos vetores pMOG1006-Fsel e VB6 descritos acima.

EXEMPLO 5
CLONAGEM DE PCR DO PROMOTOR STIGl DE TABACO

Um fragmento de 1,6 kb foi amplificado por PCR a partir de
100ng de DNA gendmico de tabaco usando DNA polimerase Pfu

Turbo da Stratagene e oligonucledtidos ST1-12
(5'"-ATTCGACCTCGCCCCCGAGCTGTATATG-3") e ST1-R2
(5" -GATGAGAATGAGAAGGTTGATAAAAGCC-3") . As condicdes de

termociclagem foram como a seguir:-

95°C durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 95°C
durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto, 72°C durante 4
minutos, seguido por uma incubacdo final a 72°C durante
5 minutos. Um produto de amplificacdo de 1,6kb foi
purificado em gel usando Kit Extracdo Gel QIAquick da
QIAGEN e ligado no vetor pCR-ZERO Blunt da Invitrogen.
A sequéncia de DNA da insercdo foi determinada, e

exibia 100% de identidade com a sequéncia STIGI
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publicada (Goldman et al 1994). A insercdo foi depois
transferida, num fragmento SacI-NotI, no pBluescript

SK+ para manipulacdo adicional (pSK-STIG1).

EXEMPLO 6
PREPARACAO VETORES DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS PARA TESTAR
A EXPRESSAO DE PROMOTORES INDUTIVEIS QUIMICAMENTE

GST-GUS

A  caracterizacdo do milho GS3ST27 cDNA foi previamente
relatada e as experiéncias mostraram que GST 27 nédo é
constitutivamente expresso nas barbas, folhas, embrides ou
endosperma. Apds a aplicacdo de um protetor, a expressdo
foi detetado em todos esses tecidos (ver Figuras 11 até
15). Transformacdo de plantas construcdes utilizando o
promotor GST 27 para conduzir a expressdo de GUS pode ser
feito como descrito na Patente US No 5,589,614 (Figura 160).
Estes s&o pGSTTAK (Figura 17) para transformacdo de tabaco
e RMS-3 (Figura 18) para transformacdo de milho. Estes
vetores podem ser usados para gerar tabaco estédvel e
transformantes de milho. Fitoprotetores formulados podem
ser aplicados tanto como uma pintura da folha (tabaco) ou
como uma banho da raiz (milho) como descrito na patente
supracitada e expressdo de GUS observada. Os resultados
para a inducdo de expressdo de GUS em folhas de tabaco séo
mostradas na Figura 12; clara inducdo da expressdo tem
ocorrido até 100X. Similarmente, para milho houve uma
inducdo da expressdo de GUS em folhas apds tratamento com o
fitoprotetor. A inducdoc da expressdo foli também observada

em penddes e tecido endospérmico e embrido.

Foi também RMS-3 para transformar trigo, e a inducdo da

expressdo de GUS foi estudada. Vetores modificados usando
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higromicina como marcador selecionéadvel pode ser introduzido

em arroz.

GST-Barstar

O vetor de transformacdo de milho Zm/RMS 14 (descrito
acima) carrega um gene barstar ligado com promotor GST-27
induzido por fitoprotetor. WU25 mostrou por PCR conter este
gene de fusdo. A reversdo da esterilidade foi demonstrada
através da aplicacdo por imersdo da raiz no fitoprotetor R-
29148 para estufas de crescimento de plantas. As plantas
tratadas mostraram aumento do tamanho da bandeira em
relacdo as plantas ndo tratadas. N&do ha efeitos do
fitoprotetor no tamanho ou fertilidade das bandeiras ou das
plantas férteis nédo transgénicas. Foi observada correlacédo
com o aumento do tamanho da bandeira, no desenvolvimento do
micrdésporo nas amostras de anteras tomadas a partir de
amostras com banho das raizes na estufa. Um efeito similar
foi visto apds uma aplicacdo foliar as plantas cultivadas
no campo, mas ndo nas plantas ndo tratadas em qualquer
experiéncia. A retoma do desenvolvimento do micrésporo
aparece ligado a inibicdo de barstar e inibic&o de barnase
ultrapassando assim a ablacdo das células do tapete. Em
plantas expostas para o) tratamento prolongado com
fitoprotetor, a microsporogénese tinha procedido resultando
em anteras preenchidas com pdlen pds-mitdtico imaturo. Em

contraste, as anteras das plantas estéreis colapsaram.

PSRNAGS

Um vetor bindrio de transformacdo de plantas, pSRNAGS
(Figura 19) foi construido de acordo com a estratégia
descrita na Figura 20. Este vetor compreende o promotor
quimérico 35S-Alc A dirigindo a expressdo de GUS e o 35S

promotor CaMV conduzindo a e expressdo do gene Alc R.
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PUIRN.AGS

Um vetor de base pUC para uso na transformacdo de milho e
trigo foi preparado no qual o promotor ubiquitina ligado ao
intrdo ubiquitina foi usado para conduzir a expressdo do
gene AlcR (Figura 21). O0Os tempos para obter trigo

transgénico sdo mostrados na Figura 22.

pMOG1006-SRNAGS (Arroz)

O pSRN de plasmidio (Figura 23) foi digerido com EcoRI e
HindIII para libertar um fragmento de 2,6 kb (AlcR-nos) o
qual foi clonado como um fragmento EcoRI-HindIl em pMOG1006.
0 fragmento promotor 560 bp CaMV 355 foi depois clonado no
sitio EcoRI para produzir 35S-AlcR-nos, o0s clones na
orientacdo desejada foram selecionados por anadlise de
sequéncia (pSRN). O pAGS plasmidio (Figura 24) foram
digeridos com HindIII e um fragmento de 2,5 kb (AlcA-GUS-
nos) foi clonado no sitio HindIII de pMOGl006-SRN para
produzir a construcdo final <chamada pMOG1006-SRN-AGS
(Figura 25). A orientacdo do fragmento HindIII foi

determinada por restricdo e andlise de sequéncia.

Com vista a otimizar os niveis de expressdo de AlcR no
tapete, pistilo, pdlen e outros tecidos reprodutivos os
vetores seguintes foram preparados usando promotores

especificos de tecidos para conduzir a expressido AlcR.

AlcA-Glull-GUSint-nos

Um sitio SacI no final do gene GUS no pGUN (Fig 26) como é
alterado para um sitio Pstl usando o kit QUIckChange como
usual e uma subsegquente digestdo NcolI-Sacl contendo o gene
GUS (+ intrdo) foi usado para substituir o gene barstar na
cassete D (ver a frente) para produzir um vetor contendo
GUS-nos melhorador de glucanase promotora de AlcA. Isto foi

excisado como um fragmento Pmel e clonado no pFSEA4.



46

Tapl-AlcR-nos-AlcA-Glull-GUSint-nos

O AlcA-Glull-GUSint-nos (Glull é a regido glucanase 5' nédo
traduzida) foi clonado como um fragmento Pmel no Pmel corte

pFSE4.

O promotor Tap 1 especifico de tapete originalmente isolado
de Antirrhinum e agora clonado a partir de pvdh405 (Figura
27) foi clonado como um fragmento EcoRl1 em pSK-AlcR-nos
(gerado pela clonagem do fragmento EcoRI-HindIII do pSRN em
pSK+) e o Tapl-AlcR-nos resultante foi c¢lonado como um
fragmento Notl em pFSE4-AlcA-Glull-GUSint-nos. O inserido
Fsel resultante foi inserido no pVB6 para gerar o vetor de

transformacdo final de tabaco (Figura 28).

Stigl-AlcR-nos-AlcA-Glull-GUsint-nos

Esta construcdo foi feita como acima exceto gque O promotor
Stiglde transmissor especifico de trato do pistilo clonado
do tabaco (ver a seguir) foi clonado como um fragmento
EcoRI-NcoI no pSK-AlcR-nos, e com outras manipulacdes como

realizado acima. (Figura 29).

EXEMPLO 7
CONSTRUGCAO DE VETORES PARA AVALIAR ESPECIFICIDADE DE

TECIDOS PROMOTORES MASCULINOS

pMS14-GUS
O fragmento promotor de 5,8 Kb de MFS14 (Wright et al.

1993) foi ligado ao gene repdrter GUS. A expressdo de GUS
foi detetada somente em anteras nos estéddios precoces do

desenvolvimento do gomo floral mas ndo nas folhas.

pMS14- Barnase

O mesmo fragmento promotor foi ligado a barnase para gerar

o vetor transformacdo ZM/RMS14 de milho (Figura 30). Esta
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fusdo também continha um gene barstar fora do guadro com um
promotor bacteriano funcional para dar protecdo contra
barnase durante os passos de clonagem. Plantas de milho
transgénico foram obtidas e varias progrediram para analise
adicional. Uma planta WU25 em particular foi estudada com
algum pormenor analisando a descendéncia derivada de
cruzamentos com pbdlen de uma planta totalmente fértil. Toda
a descendéncia que herdou o transgene como avaliado por PCR
e folhas pintadas para detetar o) gene pat eram
completamente estéreis, engquanto que a descendéncia sem ©
transgene era totalmente fértel. As bandeiras estéreis eram
geralmente menores que aquelas dos parentes férteis e
carregavam anteras sem pdlen gque ndo usam a bandeira. Em
todos 08 outros aspetos as plantas estéreis ndo se

distinguiam dos seus irmédos fértil n&o transgénicos.

pC5-GUS

Um clone gendémico de pectina metil esterase de milho
(chamado C5 como mostrado na Figura 61) foi isolado e o
promotor usado nas fusdes transcricionais com GUS para
permitir o estudo da especificidade de tecidos. Este vetor
foi introduzido em tabaco por transformacéo em
Agrobacterium e 0s transformantes selecionados em
canamicina. Os grdos de pdlen das anteras deiscentes foram
colhidos e corados quanto a atividade GUS. Duas plantas
mostraram aproximadamente 50% de pdlen com coloracdo azul.
Foi observada a auséncia de coloracdo nos controlos néo
transgénicos. Foram feitos extratos a partir de varios dos
tecidos incluindo estéddios de anteras em desenvolvimento e
analisados fluorometricamente para a expressdo de GUS.
Somente muito baixos niveis de expressdo foram vistos nos
tecidos que nao das anteras em desenvolvimento e
deiscentes. A coloracdo do micrésporo indica que o momento
da expressdo estd de acordo com os dados de Northern o que

mostra que ambos no tabaco e o milho transgénicos, o seu
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ambiente nativo o promotor ZmC5 funciona no desenvolvimento

do pdblen.

pMOG1006-C5-GUS (Arroz)

C5-GUS (bin) foi cortado com EcoRI e BamHI para produzir um
fragmento BamHI-EcoRI de 2,1 kb (GUS-nos) o qual foi
clonado em EcoRI-BamHI corte pMOGl006 e um fragmento BamHI
de 1,9 kb (promotor C5) o qual foi subsequentemente clonado
neste pMQGl1006-Gusnos para produzir o vetor final,
pPMOG1006-C5-GUS, orientacdo do promotor foi confirmado por

sequenciacdo (Figura 31).

pMOG1006-MFS14-GUS (Arroz)

O promotor MFS 14 de 2,3Kb foi isolado a partir de vetor
RMS30 (Figura 41) usando BamHI e clonado em pFSE (Figura
32). As cassetes intrdo GUS foram depois clonadas a partir
de pGUN como um fragmento Pstl no vetor pFSE-MFS14. O
fragmento completo MFS14-GUSint-nos foi depois clonado como

um fragmento Fsel em pMOGl006-Fse (Figura 33).

EXEMPLO 8
PREPARAGCAQ DE VETORES PARA GERAR E RESTABELECER
ESTERILIDADE

FERTILIDADE

Preparacdo da Cassete A-MFSl4-barnase-nos -uma cassete

esterilidade masculina esporofitica dominante.

O terminador nos de RMS 14 foi isolado como um fragmento
EcoRI-HindIII e clonado em pSK+ corte com as mesmas duas
enzimas. Um plasmideo resultante foi digerido com HindIII e
um par emparelhados de oligonucledétido complementar com as

sequéncias: -
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Link2A AGCTTC TGG AAT TCG TCT
Link2B AGC TAG ACG AAT TCC AGA

i.e. codificando AHindIII-EcoRI-HindIII ligado com o vetor
de corte. Coldbnias transformadas putativas foram alinhadas

em membranas de nylon e sondadas da maneira usual com o

oligonucleétido Link2A marcado com vy***. Algumas colénias
positivas foram analisadas por sequenciacdo e um clone com
a orientacdo na qual o sitio e HindIII foi interna relativa
para os dois sitios EcoRI selecionados para manipulacédo
adicional. Neste vetor, cortado com HindIII e tratado com
fosfatase alcalina de camardo para evitar a religacdo do
vetor foi ligado um fragmento HindIII isolado de RMS 14
carregando o promotor MEFS 14 e os barnase e barstar que
codifica sequéncias. Transformantes contendo o fragmento
HindIII na desejada orientacdo foram identificados pela
anadlise de sequéncia (Figura 34). O fragmento completo
carregando MFS1l4-barnase/barstar-nos foi excisado do
fragmento EcoRI e inserido no pVB6 e pMOGl1006-Fse via pFsed

para introducdo em arroz e tabaco.

Preparacido da Cassete B-C5-bamase- uma cassete de

esterilidade masculina gametofitica dominante.

O Unico sitio Sall de pBluescipt SK+ (Stratagene) foi
substituido por um sitio de <reconhecimento NotI ©por
insercéao de um ligante oligonucleétido MKLINK4
(5'"-TCGATTCGGCGGCCGCCGAA-3"') no sitio digerido Sall site.
Um fragmento, BamHI-HindIII, 0,9kb, carregando a regido de
codificacdo de barnase seguido por um barstar bacteriano-
promotor-dirigido que codifica a regido, foi inserido no
fragmento correspondente do pBluescript modificado. O
terminador nos num fragmento HindIII-NotI foi inserido no

fragmento correspondente de um vetor resultante. Um sitio
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BamHI n&do desejado foi depois removido wusando sistema

QuickChange da Stratagene, seguindo as instrucdes de

fabricante e usando oligonucledtidos DAM-3A
(5"-GGTCGACTCTAGAGGAACCCCGGGTACCAAGC-3") e DAM-3S
(5'"-GCTTGGTACCCGGGGTTCCTCTAGAGTCGACC-3") . Um plasmideo

resultante (chamado pSK-BBN) foi digerido para completar
com BamHI, desfosforilado com fosfatase alcalina de camaréao
(37°C, 1 hora). Um fragmento BamHI de 1,9kb da regido Cb
5' de flanqueamento foi ligado a este, seguido por digestéo
com BamHI e Pstl para verificar se h& a presenca e
orientacdo da insercéo, respetivamente. Um plasmideo
resultante foi chamado pSK-C5-BBN (Figura 35). A cassete
completa foi depois removida como um fragmento EcoR1- Notl
a um vetor bindrio pVB6 de transformacdo de plantas. A
construcéo foi entdo introduzida em Agrobacterium
Tumefaciens pelo método congelamento-descongelamento.
Técnicas padrdo foram usadas para introduzir o DNA em

tabaco.

Preparacdo da Cassete C -35S-AlcR-nos

Um fragmento EcoRI-HindIII foi isolado a partir do vetor
conhecido como pUC3, este fragmento contém a sequéncia que
codifica AlcR e terminador nos. Este fragmento foi clonado
no EcoRI-HindIII de corte pSK+. Um par emparelhados de

oligonucledtidos complementares com a sequéncias:-—

Link5A AGC TAT TAG CGG CCG CTA TGT TTA AAC GCG T
Link5B AGC TAC GCG TTT AAA CAT AGC GGC CGC TAA T

carregando sitios de restricdo para AHIindIII-NotI-PmelI-
AHindIII foi inserido no sitio HindIII, adicionando assim
um sitio Pmel e Notl e excluindo o sitio HindIII na
terminacdo 3' da cassete. O fragmento EcoRI de pUC3

carregando o promotor 35S CaMV foi clonado no sitio EcoRI e
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orientado por restricdo e anédlise de sequéncia (Figura 36).
A cassete completa pode ser excisada como um fragmento NotI
para manipulacdo adicional, e contém o sitio Pmel no qual a

cassete AlcA-Glull-barstar-nos pode ser inserida.

Reparacdo da Cassete D AlcA-Glull-barstar-nos

O vetor pMJB1 foi digerido com Xhol e Ncol para remover o
potenciador TMV odémega. Dois oligonucledétidos que codificam
a glucanase 11 5'UTR e flanqueada por Xhol e sitios NcoI,

com as sequéncias:-

Glul TCG AGA CAA TTT CAG CTC AAG TGT TTC TTA CTC TCT CAT TTC
CAT TTT AGC

Gilull CAT GGC TAA AAT GGT TIT GAG AGA GTA AGA AAC ACTTGA GCT
GAA ATT GTC

foram emparelhados como usualmente e ligado no vetor corte.
O vetor sequenciado foi digerido com HindIII e Xhol para
remover o promotor 35S CaMV e o promotor AlcA ligado num
fragmento HindIII-Xhol. Um fragmento que codifica barstar
com NcolI e terminacdes BamHI foi obtido por PCR a partir de
RMS9. Este foli entdo inserido no vetor corte acima com
NcoI-BamHI para dar uma cassete completa carregando AlcA-
Glull-barstar-nos. Com vista a facilitar a manipulacédo da
cassete um sitio Pmel foi adicionado em cada terminacdo
através do uso de oligonucledbdétidos que codifica AHIindIII-
PmeI-HindIII e AEcoRI-PmeI-AEcoRI (Figura 37). Isto permite
a insercdo desta cassete na cassete 35S-AlcR-nos descrita
acima permitindo que ambos os componentes de AlcA/R mudar

para ser movido para o pFSE4 como um fragmento NotI.

Preparacdo da Cassete E MFSl4-Glull-barstar-nos - uma

cassete recuperadora de fertilidade masculina
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Um fragmento 320bp BamHI-Sacl carregando a terminacdo 3' do
promotor MFS 14 foi clonado num BamHI-Sacl corte pSK+. O
sitio HindIII foi removido usando o kit QuikChange da
Qiagen seguindo procedimentos padrdo. O oligonucledtidos

usados para remover o sitio tinham as sequéncias:-

MKMI1A CGG TAT CGA TAA GCT AGA TAT CGA ATT CCT G
MKM1S CAG GAA TTC GAT ATC TAG CTT ATC GAT ACC G

A delecdo do sitio foi confirmada por anédlise de restricédo
e por sequenciacdo. Um novo sitio HindIII foi entéo
introduzido perto do sitio Sacl por insercéo de
oligonucledétidos emparelhados que codificam sitios ASacI-

HindIII-SaclI.

SHSLINK1 CAT AAA GCT TAT ACA GCT
SHSLINK2 GTA TAA GCT TTA TGA GCT

A presenca de novos sitios foi confirmada através de
anadlise de restricdo e da orientacdo correta do ligante
definida por sequenciacdo. A orientacdo desejada deu um
sitio HindIII para o exterior do sitio Sacl em relacdo ao
sitio BamHI. O sitio BamHI foi depois removido e um novo
sitio Xhol introduzido do mesmo modo usando um
oligonucledétido que codifica ABamHI-XhoI-ABamHI. Este tem a

sequéncia:-

Link6 GAT CGT ATC TCG AGA TAC

A auséncia do sitio BamHI e a introducdo do sitio Xhol foi

confirmada do modo usual.

O RMS 14 foi digerido com HindIII e Sacl e o fragmento de

5,5Kb que codifica o resto do promotor MFS14 foi isolado.
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Este fragmento foi depois inserido no vetor HindIII-Sacl
corte A totalidade do promotor MFS14 foi depois entéo
excisado como uma cassete HindIII-Xhol e inserido na
Cassete D substituindo o promotor AlcA no estadio antes da
adicdo dos ligandos as terminacdes. Para esta cassete foram
usados ligandos introduzindo sitios Swal em cada terminacédo

(Figura 38).

Preparacdo da Cassete F Stigl-barnase-nos- uma cassete de

esterilidade esporofitica feminina

Um sitio BamHI foi introduzido perto do sitio de inicio de
translacdo do promotor STIGl no vetor pSK-STIGl. Isto foi
conseguido usando o Kit Stratagene QuickChange com

oligonucledétidos: -

ST1-BA (5'-GATAAAAGCCATAATTGGATCCTGGTGGTTTCTGC-3") e
ST1-BS (5'-GCAGAAACCACCAGGATCCAATTATGGCTTTTATC-3"').

O promotor STIG]l de 1,6kb foi entdo libertado num fragmento
BamHI e clonado em pSK-BBN digerido com BamHI. A presenca e
a orientacdo correta do promotor foram determinadas por
amplificacdo por PCR entre o vetor e as sequéncias
promotoras. A cassete STIGLI-BBN foi transferida, num
fragmento NotI-EcoRI para o vetor pFSE4, o plasmideo
resultante chamado pFSE4-STIG1-BBN (Figura 39). A cassete
inteira foi depois transferida como um fragmento Fsel para

VB6.

Preparacdo da Cassete G Stigl-Glull-barstar-nos- uma

cassete recuperadora da fertilidade feminina

A construcdo pAlcA-Glull-barstar-nos-pp foi modificada para

substituir um sitio de restricdo HindIII por um sitio
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EcoRI. Isto foi conseguido usando o Kit Stratagene

QuickChange e oligonucledtidos:-

DAM-6A (5'-CGGAACTATCCCGAATTCTGCACCGTTTAAACGC-3") e
DAM-6S (5'-GCGTTIAAACGGTGCAGAATTCGGGATAGTTCCG-3") .

Um sitio Xhol foi introduzido perto do sitio de inicio de
translacdo do promotor STIGl no vetor pSK-3STIGl. Isto foi
conseguido wusando Kit QuickChange da Stratagene com o

oligonucledtidos: -

ST1-XA (5'-GATAA, AAGCCATAATTGGCTCGAGGTGGTTTCTGCTGAG-3")
ST1-XS (5'-CTCAGCAGAAACCACCTCGAGCCAATTATGGCTTTTATC-3").

O promotor STIG1l de 1,6kb foi entdo libertado num fragmento
XhoI-EcoRI e clonado num fragmento maior produzido por
digestdo pAlcA-glull-barstar-nos-pp com Xhol e EcoRI,
substituindo o promotor AlcA com o promotor STIGl (Fig 40).
Toda a cassete foi excisada num fragmento Pmel e clonada no

pPVB6 e pMOGl006-Fse.

Preparacdo de um vetor comutidvel TPS AlcA-TPS-nos Tapl-

AlcR-nos

A cassete Tapl-AlcR-nos foi descrita. O gene GUS no pAGS
foi substituido por TPS e a nova cassete foi clonada como
uma cassete HindIII no pEFSE4. O Tapl-AlcR-nos descrito
anteriormente foi como um fragmento NotI neste vetor pFSE4-
AlcA-TPS-nos. O fragmento completo Fsel foi excisado e
clonado no pVB6. Este vetor pode agora ser usado para
retransformar tabaco tornado estéril por transformacdo com
uma construcdo carregando uma cassete de expressdo Tapl-

TPP-nos.

EXEMPLO 9
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PREPARAGCAO DE VETORES DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS

Qualquer combinacdo das cassetes acima pode ser feita no
pFSE4 e transferéncia subsequente de um resultante
fragmento Fsel no pMOGl006-Fse ou no pVB6 permite a

transformacdo em tabaco ou arroz.

As seguintes combinacbes de cassetes foram feitas como

vetores de transformacdo de plantas,

A+C+D = planta estéril esporofitica masculina cuja
fertilidade ¢é restauréavel através de inducéo
quimica do gene restaurador

E = planta esporofitica restauradora da fertilidade
masculina, a qual quando polinizado por
cruzamento nas plantas acima restabelece a

fertilidade na descendéncia

F+C+D = planta estéril esporofitica feminina cuja
fertilidade ¢é restauréavel através de inducéo
quimica do restaurador de gene

G = planta esporofitica restauradora da fertilidade
feminina a qual quando polinizada por cruzamento
pela planta acima produz descendéncia feminina
fértil.

B+D = planta gametofitica masculina estéril cuja

fertilidade pode ser restaurada através de

inducdo quimica do gene restaurador.

A geracdo dos progenitores das plantas hibridas F1 como

descrito aqui é obtida pelas seguintes vias:-

Progenitor masculino i.e. feminino estéril

Cassete F Stigl-barnase esterilidade feminina
Cassete E MEFS14-Glull-barstar restaurador masculino
Cassete C 355-AlcR-nos componente comutador

Cassete D AlcA-Glull-Barstar wn
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Progenitor feminino i.e. masculino estéril

Cassete A MFSl4-barnase esterilidade masculina
Cassete G Stigl-Glull-barstar restauradora feminina
Cassete C 355-AlcR-nos componente comutador
Cassete D AlcA-Glull-barstar ne

EXEMPLO 10

CONSTRUCAO DE VETORES PARA TESTAR NOVO GENE PIG

RMS30 e RMS32 (Tabaco)

O gene tubulina foi clonado como um fragmento Hinfl de
ptubulina e clonado no pFSE-MFS 14 gerado acima. O MFS 14-
tubulina nos resultante foi c¢lonado no pVB6 como um

fragmento FSE para produzir RMS30 (Figura 41).

O promotor operador MFS 14 + lac foi excisado do RMS32 como
um fragmento BamHI e clonado no pFSE. A seguir a insercédo
do gene tubulina, o fragmento MFS 14-lac-op-tubulina-nos

Fsel foi clonado no pVB6 para produzir RMS32 (Figura 42).

RMS30 e RMS32 (Arroz)

Os fragmentos Fsel contendo promotor MFS14 (+/- lac op)-
tubulina-nos foram clonados no pMOGl006-Fse para gerar

vetores de transformacdo de plantas.

Otimizacdo da trealose-fosfato fosfatase (TPP) e trealose-

o-fosfato hidrolase (TreC) para uso na geracdo da

esterilidade em Zea Mays

Versdes de regides de codificacdo TPP e TreC otimizadas
para expressdo em Zea mays (a qual tem uma preferéncia para
G ou C em posicdes redundantes de cada cod&do) sé&o
sintetizadas por Operon Technologies 1Inc. Sequéncias de
nucledtidos sédo derivadas a partir das suas sequéncias de
aminodcidos usando coddes presentes in vivo acima 1,0% e em

frequéncias representativas da proporcdes gue ocorrem
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naturalmente (de acordo com o Genbank Codon Usage Database,
Release 108). Também incluidos s&do sitios de enzimas de
restricdo perto dos sitios de inicio de translacéo
incluindo BamHI e Ncol e, um sitio Pstl nas terminacdes 3

para facilitar a clonagem.

Construgbdes para testar o uso de coddes otimizados TPP e

TreC Zea Mays

O sitio BamHI na terminacdo 5' do promotor MFS14 no vetor
pFSE-MFS 14 & removido wusando o sistema QuikChange

Stratagene com os oligonucledtidos:-

DAM-"7A: 5"-CGATGCTTTCGGAACCGGTACCGAATTCG-3"'
DAM-7S: 5'-CGAATTCGGTACCGGTTCCGAAAGCATCG-3"'

Os genes TPP e TreC sintéticos sdo entdo excisados nos
fragmentos BamHI - Pstl e clonados entre o promotor MFS14 e
terminador nos no vetor pFSE-MFS14 modificado. O intréo
adhl é inserido entre o promotor e sequéncias codificando o
aumento dos niveis de expressdo. A cassete completa é entédo
transferida para um vetor de clonagem baseado em pUC
contendo selecdo marcador IGPD bacteriano e um gene de
resisténcia a cassete herbicida para selecdo de plantas

transgénicas.

EXEMPLO 11
PRODUCAO OF PLANTAS TRANSGENICAS

PSRN.AGS foi introduzido em tabaco, 6leo de colza e tomate
(estas plantas sdo referidas como plantas Alc-GUS)
pPMOG1006-Fse-SRNAGS e pMOG1006-C5-GUS foram introduzidas em

arroz via transformacdo mediada por Agrobacterium.

Vetores de transformacdo de plantas contendo cada uma das

combinacdes de cassete dadas acima foram introduzidos em
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tabaco e/ou arroz por transformacédo mediada por
Agrobacterium. Os explantes foram analisados por PCR e
aqueles contendo insercdes intactas foram propagadas por
clonagem e transferidas para estufa para crescerem até a

floracdo. RMS30 e 32 foram também introduzidos em tabaco.

PUIRN.AGS foram introduzidos em trigo e milho através de
métodos de Dbombardeamento de projétil, e as plantas
transgénicas recuperadas, através de co-bombardeamento com
um plasmideo carregando um marcador selecionavel. Outros
vetores para testar varios componentes sdo transformados

por bombardeamento com por microprojéteis.

EXEMPLO 12
ANALISE DE PLANTAS TRANSGENICAS

Estudos na expressdo de GUS a partir do promotor AlcA

Em cultura de tecidos

Com wvista a avaliar quando as plantas, a seguir a
transformacdo com uma construcdo contendo um promotor
ligado a um gene citotdxico, tal como Dbamase, seré
recuperavel, particularmente se o promotor tem alguma
expressdo na fase de callus do processo de transformacdo, a
expressdo em callus de tabaco foi estudada para determinar
quando ou ndo a expressdo foi constitutiva como no caso do
promotor GST27, ou quando pode ser induzido por aplicacédo

de etanol.

Plantas de tabaco Alc-GUS (35S-AlcR-nos/AlcA-GUS-nos) com
quarto semanas crescidas sob condicdes de cultura de
células padrdo foram usadas para testar a expressido do
promotor AlcA em tanto com como sem etanol. Discos de
folhas foram produzidos e colocados em meio MS suplementado

com 3% (p/v) de sacarose e 0,8% (p/v) de Bacto-agar, 1lug/mL
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de 6-BAP e 100ng/mL de NAA como hormonas. Alguns dos discos
foram colocados neste meio contendo 0,1% (v/v) de etanol.
Apbds 3 semanas quando a producdo de callus tinha
progredido, as amostras de callus foram usadas para ensaios
de GUS fluorométricos, o resultado do qual é mostrado na

Figura 43.

Os niveis de GUS mostraram que no promotor AlcA é vazado no
callus e o0s niveis podem ser aumentados com a adicdo de
etanol ao meio de cultura de tecido de plantas. Portanto,
0s transgénicos podem ser recuperados usando o promotor
AlcA conduzindo um gene restaurador na mesma construcdo

como um promotor conduzindo um gene citotdxico.

Na estufa

0 gene comutador AlcA/R foi demonstrado dar bons niveis de
inducdo do gene repdrter ou trato nas folhas de tabaco apds
a adicdo do etanol indutor quimico, gquer por aplicacdo como
spray, vapor ou imersdo das raizes. (Caddick et al., Salter
et al.) plantas transgénicas AlcA-GUS de tabaco, colza e
tomate foram usadas para examinar o gene de inducdo em

tecidos floras.

Tabaco

1) Um saco de pléastico foi selado em torno da haste da flor
de tabaco de tabaco AlcA-GUS e um pequeno vaso contendo
50mL, de etanol a 5% foi colocado dentro do saco. Apds 3
dias as anteras de diferente estéddios de gomos florais
foram colhidos e ensaiados quando a expressdo de GUS. Os
resultados sdo mostrados na Figura 44. Esta mostra os
valores de GUS de quatro gomos florais independentes do
tipo selvagem, plantas ndo induzidas por AlcA-GUS e
induzidas por AlcA-GUS. 0Os gomos florais foram medidos em

mm e cada barra representa cinco anteras. O grafico mostra
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que em comparacdo com as plantas AIcA-GUS que ndo receberam
o tratamento com vapor de etanol, as anteras das plantas

induzidas contendo nelas altos niveis de GUS.

2) Hastes florais do tipo selvagem e plantas de tabaco Alc-
GUS foram cortadas e colocadas em copos contendo 300mL de
dgua, 1%, 2% ou 5% de etanol e deixadas na estufa durante
dois dias antes da colheita das anteras a partir dos gomos
florais para ensaios fluorométricos GUS. A Figura 45 é um
grafico de barras representando os dados de GUS a partir
desta experiéncia mostrando anteras do tipo selvagem,
hastes florais Alc-GUS tratadas com &dgua e 1%, 2% ou hastes
florais Alc-GUS tratadas com etanol a 5%. Esta experiéncia
também demonstra que a expressdo do gene repdrter foi
induzida pelo etanol em anteras a niveis acima dos vistos
em flores tratadas com agua. Niveis de expressdo de GUS das
anteras AlcA-GUS induzidas eram acima daquelas de uma

planta MFS 14-GUS.

3) As raizes de plantas de tabaco AlcA-GUS maduras foram
encharcadas, na estufa, com 250mL de &gua, ou etanol ou
5%. Uma planta 355-GUS tipo selvagem foram também tratadas
com etanol. Dois dias mais tarde os pistilos de varios
tamanhos de gomos florais foram dissecados e corados para a
atividade GUS. A Figura 46 mostra pistilos de gomos com 9-
10mm da agua e as plantas Alc-GUS tratadas com etanol 5%. A
fotografia claramente demonstra que o tratamento com etanol
levou a inducdo de GUS nos pistilos. As Figuras 47 e 48
mostram a regido estigma/estilete dos pistilos dos gomos de
17-22mm e 33-3bmm respetivamente, de novo a partir de
plantas Alc-GUS tratadas com agua e tratadas com etanol. A
coloracdo de GUS estéd presente em toda esta &rea em
comparacdo com a planta tratada com Agua a qual era similar

ao tipo selvagem.
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4) Plantas Alc-CAT (35S-AlcR-nos/AlcA-CAT-nos) foram também
testadas e mostraram um aumento nos niveis do gene repbdrter

em tecidos florais apds inducdo com etanol.

Colza

1) As raizes de plantas de colza (0OSR) AlcA-GUS foram
encharcadas com 250mL de &gua, ou 1% ou 2% de etanol tanto
no dia 0 como no dia 1. Amostras de flores destas plantas
foram depois usadas dois dias apds a primeira inducdo. As
amostras usadas para anédlise fluorométrica de GUS foram
anteras de flores imaturas (maturo indicam gque estavam
completamente abertos), estigma/estiletes das flores
maduras, anteras das flores imaturas (gomos florais com as
pétalas ndo abertas), estigma/estiletes das flores imaturas
e finalmente o resto dos pistilos florais que incluem os

ovarios.

A Figura 49 mostra graficamente os dados de GUS e da
esquerda para a direita mostra os resultados de Alc-GUS
induzido com &gua, Alc-GUS induzido com etanol a 1% e Alc-
GUS induzido com etanol a 2% a partir de plantas de colza.
As primeiras duas barras em cada seccdo representam niveis
de GUS de anteras ndo induzidas e estigma/estilete néo
induzidos, respetivamente. Cada Dbarra representa trés
réplicas com cada replica contendo anteras de trés flores
diferentes ou estigma/estiletes de oito flores diferentes

ou ovarios de seis flores diferentes.

Os dados data mostram claramente um aumento nos niveis de
GUS em tecidos florais em comparacdo da colza tratada com
dgua com plantas induzidas com etanol. Todos os tecidos
examinados nas plantas tratadas com etanol a 2% mostram um
aumento de GUS a partir dos dois niveis ndo induzidos e das

plantas controlo tratadas com &gua.
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2) Flores de colza Alc-GUS foram sujeitas a coloracdo de
GUS a seguir & inducdo com etanol. A Figura 50 é uma
fotografia de uma flor Alc-GUS antes da inducdo e a Figura
51 é fotografia de uma flor da mesma planta, dois dias apds
emersdo da raiz em 250mL de etanol a 5%. Esta mostra que o
tratamento levou a inducdo do gene repdrter na regido do

estigma/estilete assim como os filamentos.

A Figura 52 mostra gomos florais imaturos com as sépalas e
flores removidas. A planta tratada com etanol a direita
mostra a expressdo de GUS na regido do estigma/estilete em
comparacdo com o controlo tratado com agua a esquerda. AsS

Figuras 53-55 s&do outros exemplos desta.

A Figura 56 mostra seccdes do pistilo de plantas Alc-GUS de
colza do tipo selvagem induzidas com &agua. A Figura 57
mostra seccgdes do pistilo de uma planta com a raiz imergida
em etanol a 2% dois dias antes das amostras da flor serem
tiradas. Esta mostra inducdo de GUS ao longo da regido do
pistilo. A Figura 58 mostra pistilos de uma planta tratada
com 4gua e uma planta tratada com etanol a 5%. E novamente
mostrado que a aplicacdo de etanol quimico levou a inducé&o

de GUS nos tecidos femininos.

A Figura 59 mostra a flor de uma experiéncia em que oS
estames da flor foi cortado e colocado num copo com etanol
a 5% e deixada durante dois dias antes de coloracdo de toda
a inflorescéncia quanto a atividade de GUS. A coloracédo
azul ¢ wvisivel nos filamentos, sépalas, pétalas e nas

regides de estigma/estilete da flor.

Tomate
Flores de tomate Alc-GUS foram induzidas usando vapor de
etanol como descrito acima para as flores de tabaco. Dois

dias apds inducédo, as anteras e o pbdlen foram corados para
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detetar a expressdo de GUS. Como pode ser visto nas Figuras
c0a e ©60b, a coloracdo azul foi observada em ambos o0s

tecidos.

Arroz

Experiéncias anteriores para testar a indutibilidade da
comutacdo Alc em arroz incluiu um teste hidropdbdnico
envolvendo discos de folhas expostas a vapor de etanol
durante dois dias antes de serem ensaiadas quanto a
atividade de GUS a. Uma vez na estufa, as raizes de plantas
completas sdo imersas em etanol a 1-5% antes e durante a
fase de formacdo/floracdo da panicula para investigar a

inducédo da expressdo de GUS em tecidos florais.

Ensaio de GUS

O material floral foi crescido em 2-300pL de um tampdo de
extracdo (tampdo de fosfato de sédio 100mM a pH 7, EDTA
10mM, 0,1% de Triton X-100, 1% de Sarcosyl, b-
mercaptoetanol 10mM). As amostras foram centrifugadas numa
microcentrifuga durante 15 min e 5 pL do sobrenadante foram
usados para o ensaio de proteina Bradford com BSA como
padrdo. Foram diluidos 20 upL a 1 para 5 com tampdo de
extracdo e 400 pL de tampdo do ensaio (o mesmo para o
tampdo de extracdo, sexcets ase contém 1 mM 4-MUG e 20%
metanol). Foram tomados 100 pL (amostra T0) e adicionados a
900 pL de tampdo de paragem (0,2M de carbonato de sdédio) e
o resto foi incubado a 37°C durante duas horas antes de
tomar mais 100 pL (amostras T2) para adicionar aos 900 uL

de tampdo de paragem.

A florescéncia das amostras foi medida num espetrofotdmetro
e o GUS foi representado como nM 4M U por mg de proteina

por hora.
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Trigo

0O tecido de Scutellum ¢ bombardeado com pUIRN.AGS e o
tecido exposto a wvapor de etanol. A coloracdo guanto a
expressdo de GUS ¢é realizada 2-3 dias depois, gquando
numerosas manchas azuis sdo vistas indicando que o promotor

AlcA estd a conduzir a inducédo da expressédo de GUS.

As plantas Alc-GUS transgénicas obtidas sédo crescidas até a
maturacdo e as sementes colhidas, a expressdo de GUS
indutivel ¢ determinada nas plantas descendéncia do mesmo

modo como descrito acima para arroz.

Histoquimica de GUS

Para a coloracdo de GUS, foi usado o protocolo de Blume e

Grierson (1997).

Investigacdo da esterilidade

1) Plantas estéreis masculinas

a) as plantas estéreis masculinas esporofiticas
geradas por transformacéo com cassete A sdo
identificadas pela auséncia de pdlen ou pela presenca
de pbdlen mosto. A semente é produzida por
retrocruzamento com Tabaco tipo selvagem como dador de
pbdlen.

b) as plantas estéreis gametofiticas ou geradas por
transformacdo com cassete B sdo identificadas usando
coloracdo de vitalidade no pdblen, 50% do pdlen &

estéril, 50% fértil.

2) Plantas estéreis femininas

Plantas estéreis femininas esporofiticas geradas ©por
transformacdo com cassete F sdo identificadas através da
sua incapacidade para serem polinizadas por cruzamento com

pdlen tipo selvagem.
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Plantas restauradoras em ambos 0s casos geradas por
transformacdo com cassetes E e G are autopolinizadas, a
descendéncia crescida e as linhas homozigdticas
selecionadas de modo usual pela selecdo em kanamicina da

semente T2.

Restabelecimento da fertilidade indutivel

A descendéncia do cruzamento entre plantas estéreis
esporofiticamente e plantas tipo selvagem ¢é esperado que
segreguem 1:1 de esterilidade com a presenca do transgene e
¢ selecionada nos estados precoces de crescimento por
andlise de PCR. Experiéncias de inducédo sdo realizadas para
investigar o restabelecimento da fertilidade, dado dque
estas plantas estéreis podem ser tratadas com etanol
através da de imersdo das raizes ou aplicacdo de spray ou
vapor para induzir a expressdo de Dbarstar nos tecidos
relevantes. E esperado que esta inducdo num momento
apropriado permita gque ocorra a autopolinizacdo e a
producdo de semente a seguir a qual pode ser facilmente
avaliada. As plantas homozigdéticas sdo selecionadas a
partir da descendéncia resultante pelos meios usuals e
usada para testar o restabelecimento constitutivo através

de cruzamento com plantas restauradoras homozigdticas.

O retrocruzamento das plantas Cb-barnase.AlcA-barstar com
plantas tipo selvagem ou permitindo autopolinizacdo  para
continuar, porém, resulta na recuperacdo de uma populacio,
50% da qual ¢é totalmente fértil e 50% produzindo pdlen do
qual s& 50% ¢é fértil. Estas plantas podem porém ser
induzidas com um spray de etanol, imersdo das raizes ou
tratamento de vapor para expressarem barstar no pdlen em
desenvolvimento para permitir autopolinizacdo. As plantas
homozigdticas neste caso sdo 100% estéreis, engquanto que as

plantas hemizigdéticas sdo 50% estéreis. As diferencas nos
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resultados obtidas por coloracdo permite retirar conclusdes

acerca da eficiéncia da inducdo e autopolinizacéo.

Restabelecimento constitutivo da fertilidade por

polinizag¢do cruzada

O cruzamento das plantas estéreis masculinas com a planta
masculina restauradora é conseguido através da
transferéncia do pdlen da planta restauradora para o
pistilo da planta estéril masculina (apds remocdo de todas
as anteras gque estejam presentes mesmo considerando dque
estas vdo conter somente pdlen morto.) O pistilo polinizado
¢ entdo ensacados para prevenir a contaminacdo pelo tipo
selvagem ou outro pdlen no ambiente. As sementes produzidas
sdo colhidas. A descendéncia é crescida e a producdo de
pblen & observada e medida. O restabelecimento da

fertilidade neste modo conduz a producdo de pdlen normal.

O cruzamento das plantas estéreis femininas ¢é obtida
através da transferéncia de pdlen destas plantas para os
pistilos das plantas restauradoras da fertilidade feminina,
novamente apds a remocdo das anteras a partir destas
plantas. A flor foi ensacada como acima. As sementes
produzidas sdo colhidas. A descendéncia foi crescida e as
flores ensacadas. A capacidade destas plantas para se
autopolinizarem é observada. 0 restabelecimento da
fertilidade por esta via permite que a autopolinizacéao
ocorra. Do mesmo modo sdo analisadas as plantas geradas por
transformacdo com cassetes E e F isto é femininas estéreis
e carregando o gene restaurador masculino e as cassetes A e
G isto ¢é masculinas estéreis e <carregando O gene

restaurador feminino.
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1.

REIVINDICACOES

Uma expressdo de cassetes compreendendo:

(a)

(b)

um primeiro promotor de gene o qual é um promotor
especifico de tapete, antera, estames e/ou pdlen;
um gene desregulador gue codifica um produto capaz
de desregular a fertilidade masculina
operativamente ligada ao primeiro gene promotor;

um segundo promotor de gene o qual é uma flor
ovario, bévulo, pistilo, estilete, estigma,
transmissor de trato e/ou promotor especifico de
placenta opcionalmente operativamente ligado a um
ou mais potenciadores translacionais ou sequéncias
de intré&o;

um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade feminina
operativamente ligado a um segundo promotor de
gene;

um terceiro promotor que € indutivel através da
aplicacéo de um indutor guimico exdgeno
opcionalmente operativamente ligado com um ou mais
potenciadores translacionais ou sequéncias de
intrdo; e

um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a um segundo promotor de

gene;

Uma expressdo de cassetes compreendendo:

(a)

um primeiro promotor de gene o qual é um ovario de
flor, bdvulo, pistilo, estilete, estigma,
transmissor de trato e/ou promotor especifico de

placenta;



(b) um gene desregulador gue codifica um produto capaz
de desregular a fertilidade feminina operativamente
ligado ao primeiro gene promotor;

(c) um segundo promotor de gene o0 qual é um promotor
especifico de tapete, antera, estames e/ou pdlen
opcionalmente operativamente ligado a um ou mais
potenciadores ou sequéncias de intré&o;

(d) um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade masculina
operativamente ligado a um segundo promotor de
gene;

(e) um terceiro promotor que é indutivel pela aplicacéo
de um  indutor quimico exbgeno opcionalmente
operativamente ligado a um ou mais potenciadores ou
sequéncias de intrdo; e

(f) um gene restaurador que codifica um produto capaz
de restabelecer a fertilidade feminina
operativamente ligado a um segundo promotor de

gene;

Uma cassete de expressdo de acordo com a reivindicacédo
1 ou a reivindicacdo 2, em gque o gene desregulador
codifica um produto o qual ¢é Dbarnase ou fosfato

trealose fosfatase (TPP).

Uma cassete de expressdo de acordo com gqualquer uma
das reivindicacdes 1 até 3 em que o terceiro promotor

de gene é o promotor Alc A ou o promotor GST-27.

Tecido de planta transformado compreendendo uma ou
mais das cassetes de expressdo de qualquer uma das

reivindicacdes 1 até 4.

Uma planta, o genoma da qual compreende a cassete de

expressdo da reivindicacédo 1.



7. Uma planta, cujo genoma compreende a cassete de

expressdo da reivindicacédo 2.

8. Uma planta de acordo com a reivindicacdo 6 ou
reivindicacéo 7, em que a referida planta ¢é
selecionado a partir do grupo que consiste em trigo,
arroz, milho, tomate, girassol, beterraba sacarina,
canola, algoddo, soja e outros vegetais.

9. Planta de acordo com a reivindicacdo 6, em gue a
referida planta ¢é homozigdtica para a cassete de

expressdo da reivindicacdo 1.
10. Planta de acordo com a reivindicacdo 7, em que a

referida planta ¢é homozigdética para a cassete de

expressdo da reivindicacdo 2.

Lisboa, 26 de Junho de 2012
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Fig.47.
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sgus etanot

Gomosde tabaco 33-35mm
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imagem da flor de colza apds emersio das rafzes em etanol 3 5%

Imagem da flor de colza apds emersio das raizes emetanola 5%
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Colza tipo Colza Alc-GUS
salvagem induzida em agua



38/42

Colza Alc-GUS 2 dias apés imersiodas
sementes em etanol 2%

Plantas Alc-GUS tratadas Plantas Alc-GUS tratadas
Com H20 Etancl 5%
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\?"’ 0%

Coloragio GUS de expressio em anteras de
tomate conduzida pelo promotor Alc A

Coloragéo GUS de expressio em pdlen de
tomate conduzida pelo promotor Alc A
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| Fig.61. |
GGAT CCTGAAACATATCAGTTGTGTITGTITITGTAAAT
CTTTTATACTACTAGGGGAGAAAS

, ATTAGC TT AGTT {ZAA
TCGCATCTCATATGTCTAATTACCAGGGGAGAAAATTA
| GCTTAGTTCATTTTGTTGCTGCCATATGGGTGAL ':,M&
TAATGAGAC. AT CTAAATCAGTAAATTGG, AAATATAGC

ATCTTAAACCTGCAGGTAGTTICTT M&Q{I YGA*I”TGT ﬁ
GCTACAACTTAGTACAACTACTGGTAGTTTITT. -
TGATTCYAGCTA? -,TGTI“TI‘RTATYGTG f? A "AC&%{}AAC f

CT&GW&M&&C AACTGTATITTAGTTAC m‘mm@* |
TITCAAGATTGTAGAAATTTGTAGC TGAAATTATCCAC

f:::‘i‘, ATTAG: ATCT ;.,TQ&CTNTATMTG{Z’%TT&&&GGAG
:.TG&}CE,CC"?Cm{}&?ﬁﬁmm’l‘{‘c&ﬁﬂ&?ﬁ&&m&m
TTTACCCCTTTTATCCTAGAAGAGTTGUCAAGACACGG
;TAT&&GA{ CATGATAATAGACTAAGAGAGGATTTGGC
TCTAATTACT &TATGT’WTAT’H&TGCAGY@C&RTGA&&
A{ZT"”T&AQY&TTTGC&GAT’{GCHTAi_'E?" AATTT AWMA
GTTAAAGATTOTATOY GTT&AGTATSTAT{‘QACTQTTGT
TGGA&GTGTCKTGC&&T‘E‘E‘E&ATCC&A(‘GAT{T “M‘ AAA
ATACTGCATGGGCTAAGTATGIGTITITICATGTATTTIG
Gﬁ(&‘f«i’i AT A‘I‘AC"E‘N‘}T{}TT{;Q TTGAG .&MLAY&TAY (}T
ACACTAGAAGCTTGTCAATTGTGTGAACTTGAGTTIGAT
’tw{‘:{ZTGTIZ?%CCTGM&TAT&T&'{ﬁTATATATAT’N“F{;ﬂ
GCITGAGAACAAGTATGTACAATAGAGGCTTGACAAT
‘TG‘}‘GTG:’.A;Z {:’I‘I‘GME’S‘E‘G&AGM&M ITTTGA I ;

'“m*& FAATTTTTCACCCTAC: mam‘:; rr{mm g;fi.:;
AAGGCCATGG I"ACATC&TCATM‘CE’}‘GT&TTATC&AC{”
TAGGATTTGICTATT TCGATTAATAATGGCATTGA

mmm*wama&mm TC ,_Gﬁmﬁﬁm‘mcmm
AATGACCTATGTATATACAAGTGICTTCCGTTGCAACG
CACGGOCATATACCTAGTCAATCACTAAGACCCTAATT
TTGAAGTTGGOACTTAGACGTGTTCCACGTTTGTAAAG
GUGAGTATATAGOTGTATGTATATAAGAGCCGGTGTAT
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Fig.61 (Cont).
TTTITTATAAGAAAACTTGAACAAGTAGLCA
CTTCATATATGTGCCGACGCCATTCAA
TTCTGGCOAGGATCGTAGTATCAAG

AT{?T(‘CC &Q@QT T{ZAT
TGTCCTCCACAATTAGCAD ‘-;,wfﬂw;;gg,g,;gs;
?ﬁﬂﬁ&ﬁ&&?&ﬁﬁ?ﬁﬁ&ﬁ&ﬁﬁ??ﬂ?lVEJ'””””
u&ﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬁAﬁ?&ﬁGﬁg;f TTTC

'ﬁﬁfﬁﬂﬁﬁﬁﬁgéﬁﬁﬁﬁ.ﬁﬁﬁ&ﬁ@&fTﬁFQﬁﬁﬁfﬁﬁ?&&
AATGACCATGCATGCATCCACGTCCGTACGCAGCCATT
TCGTCTATAAATTTIGCTTICCCATCCGATTCAACTACAA

GCTTGCGGOCAAAAMATEGCAAAGGCTC
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