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Induction de I’apomixie chez les plantes cultivées a reproduction sexuée et utilisation

pour la production de plantes totalement ou partiellement apomictiques.

L’invention a pour objet des moyens pour réguler le développement reproducteur chez
les plantes cultivées. Plus particuliérement, I’invention a pour objet le développement de
plantes se reproduisant totalement ou partiellement par apomixie gamétophytique, c'est-a-dire

de manicre asexuée par I’intermédiaire de graines.

L'apomixie gamétophytique est une forme de reproduction asexuée par graine. Elle
existe chez de nombreuses angiospermes, et prés de 400 espéces apomictiques ont été
recensées. On ne trouve cependant pas de plantes apomictiques chez les principales céréales
cultivées (mais, blé, ou riz), mais uniquement chez des plantes sauvages, quelque espéces
fourragéres cultivées, et certaines especes fruitieres. L'apomixie est un mécanisme controlé
génétiquement. Les plantes apomictiques développent les gametes femelles sans méiose
préalable. Les gamétes ainsi formés contiennent un génome identique a celui des tissus
somatiques dont ils sont dérivés. Le développement de 'embryon a partir de ces gamétes se
fait sans fécondation par un gameéte male, c'est & dire par parthénogenése. Le génome de
I'embryon ainsi form¢ est donc strictement identique a celui de sa plante meére, sans
contribution paternelle. L'apomixie est donc un mode de clonage par graine qui assure la

perpétuation a l'identique des génotypes au travers des générations.

L'utilisation de l'apomixie de maniére contrélée chez les espéces cultivées offre de
nombreuses applications potenticlles. Ces applications concernent la propagation de
génotypes instables, le contréle des contaminations polliniques, les méthodes d’amélioration

des plantes, et les méthodes de production commerciale de graines.

Aucune des ces applications n’est envisageable chez les principales espéces cultivées
telles le bl¢, mais, riz, et autres sur la base des technologies actuelles. On ne connait en effet
pas de formes apomictiques chez ces différentes espéces, et on ne connait aucun systéme

génétique qui permette d'induire de I'apomixie chez des plantes sexuées.

De nombreux laboratoires se sont attachés, au cours des années passées, a développer
des plantes apomictiques, soit en tentant de transférer les déterminants de 1’apomixie depuis

des plantes sauvages vers des plantes cultivées, soit en induisant par mutagenése des
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phénotypes apomictiques chez des plantes sexuées. Aucune de ces deux approches n’a produit
de génotype apomictique chez une espéce ou ce mode de reproduction n’existait pas

antérieurement.

Des résultats récents, publiés récemment dans la revue Nature (Ravi, M., Marimuthu,
M.P., and Siddiqi, I. (2008). Gamete formation without meiosis in Arabidopsis. Nature 451:
1121-1124.), montrent chez Arabidopsis que l'inactivation d'un géne impliqué dans la méiose,
appelé DYAD, dont la fonction est de réguler la cohésion des chromatides durant la méiose,
permet de produire environ 0,1% de gamétes qui échappent a la méiose (Ravi et al., Nature
2008 -451 :1121-1124). Le reste des gamétes, et donc 99,9% des descendances, sont stériles.
Il est méme probable que la fréquence de gamétes non-méiotiques ne soit pas
significativement différente chez ces plantes mutantes de celle chez des plantes sexuées, et
que ces gametes n'apparaissent en fait a l'observation que parce que la mutation tue par
ailleurs tous les gamétes normalement issus de sexualité. Un autre travail récent (d'Erfurth, 1.,
Jolivet, S., Froger, N., Catrice, O., Novatchkova, M., and Mercier, R. (2009). Turning meiosis
into mitosis. PLoS Biol. 7: €1000124.), beaucoup plus prometteur, montre qu’il est possible,
chez Arabidopsis, de changer la division méiotique en division mitotique par I’inactivation
simultanée de trois génes impliqués dans la méiose (osd1/Atspoll-1/Atrec8). Le triple mutant
produit des gamétes diploides fonctionnels. Ces gamétes sont cependant fécondés, les
descendances ne sont donc pas apomictiques, et on ne sait pas si ce résultat est transposable

chez d’autres espéces qu’Arabidopsis.

Les travaux des inventeurs dans ce domaine ont montré qu’il est possible d’induire un
phénotype tout ou partiellement apomictique chez le mais en manipulant 1’expression de
plusicurs génes qui sont collectivement impliqués dans la régulation de 1’expression des génes
dans les organes reproducteurs femelles (les ovules) de mais. Les graines produites échappent
a la réduction méiotique et sont fertiles. Ces résultats s’appliquent avantageusement aux

autres plantes cultivées telles que le riz ou le blé.

L’invention vise donc I’utilisation de séquences de nucléotides spécifiques dont la
manipulation permet le développement de plantes se reproduisant totalement ou partiellement

par apomixie gamétophytique.
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Elle a ¢galement pour but de fournir une méthode de production de plantes
apomictiques.

Selon encore un autre aspect, ’invention vise a utiliser de maniére controlée
I'apomixie chez des espéces cultivées a reproduction sexuce pour développer de nombreuses

applications comme il sera expos¢ ci-apres.

L’invention vise ainsi, pour la production de plantes particllement ou totalement
apomictiques, l'utilisation d’un géne codant pour une protéine & motif DNA Mcéthyl
Transférase. 1l s’agit plus spécialement d’un géne de la famille des DNA Méthyl Transférases

codant pour une protéine de séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°5.

Selon un mode de réalisation, ’invention vise 'utilisation du géne DMT 103 de la
famille des DNA M¢thyl Transférases répondant a la séquence SEQ ID N°2 ou du transcrit
d’un tel géne répondant a la séquence SEQ ID N°3, ou de I’ORF de séquence SEQ ID N°4.

Dans un autre mode de réalisation, I’invention vise 1’utilisation du géne DMT102 de la
famille des ADN Methyl Transférases, répondant a la séquence SEQ ID N°6, ou du transcrit
d’un tel géne répondant a la séquence SEQ ID N°7, ou de I’ORF de séquence SEQ ID N°8.

Ces genes sont exprimés de maniére spécifique dans les ovules ou se déterminent les

cellules reproductives.

L’inactivation de ces génes par mutagenése et donc des transcrits et des protéines chez
des plantes sexuées conduit a la formation de gamétes non-réduits et de gamétophytes

multiples dans ’ovule, caractéristiques du développement apomictique.

L’invention vise également une méthode pour induire, dans les espéces cultivées telles
que le mais, riz ou bl¢, un phénotype tout ou particllement apomictique, caractérisée en ce
qu’elle comprend l’'inactivation ciblée, par un ¢lément transposable, par exemple de type
Mutator, d’un géne, d’un transcrit de géne ou de son ORF, tels que définis ci-dessus, et

I’identification du locus muté.

L'utilisation de l'apomixie de maniére contrélée chez les espéces cultivées offre de

nombreuses applications potentielles. Elles concernent la propagation de génotypes instables,
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le contréle des contaminations polliniques, les méthodes d’amélioration des plantes, et les

méthodes de production commerciale de graines.

La premicre application concerne la propagation clonale, par graine, de génotypes
génétiquement instables. C'est le cas en particulier de toutes les plantes hybrides; ces plantes
hybrides produisent, par brassage génétique au cours de la méiose et de la fécondation des
descendances qui sont différentes entre elles, et différentes de leur plante mére. C'est encore
le cas des espéces cultivées présentant des niveaux de ploidie instables en méiose, comme les

formes triploides.

Chez la plupart des espéces cultivées, il est nécessaire, pour maintenir un haut niveau
de pureté génétique, de contréler rigourcusement la pollinisation, pour éviter une
contamination par du pollen issu de champs voisins, plus ou moins ¢loignés, le pollen
pouvant se déplacer sur des distances assez variables, fonctions de I’espéce, des conditions
climatiques, ou des vecteurs de dissémination comme les insectes. Dans le cas de plantes
apomictiques, cependant, le génome issu des gamétes males ne participe pas a la génération
suivante. L utilisation de plantes apomictiques permettrait donc de s’affranchir des risques de
contamination. L'apomixie constitue donc une méthode totalement unique de contréle de
pureté génétique. C'est aussi potentiellement une méthode efficace pour éviter les flux

indésirables de transgénes dans le cas de culture d'organismes génétiquement modifiés.

L’apomixie offre aussi de nouvelles perspectives en amélioration des plantes. Elle
permettrait en effet d’utiliser comme variété nouvelle tout génotype sélectionné comme
intéressant, dés lors qu'il s'agit d'un critére génétiquement déterminé, quelle qu’en soit la
structure génétique, puisque celui-ci, dés lors qu’il est apomictique, devient génétiquement
stable. On peut donc envisager de développer des variétés directement a partir de formes
hybrides, éventuellement interspécifiques, en s’affranchissant des ¢tapes de stabilisation
actuellement nécessaires, comme les étapes d’autofécondation successives, ou la production
d’haploides doublés. Cette méthode permet donc un gain de temps considérable, mais ouvre
aussi certainement la porte & l'introduction de matériels génétiques totalement nouveaux dans
les programmes de sélection, et en particulier de matériels génétiques qui, chez des plantes
sexuées, induisent une forte stérilité. C'est le cas par exemple de la plupart des croisements

interspécifiques.
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Une application trés importante concerne la production de graines hybrides. Telle
qu’elle se pratique aujourd'hui, celle-ci implique 1’hybridation contrélée a large échelle
d’écotypes parentaux génétiquement stables. Il s’agit généralement de lignées homozygotes,
obtenues par différentes méthodes (production d’haploides doublés, autofécondations...). L'un
des deux parents est utilis¢ comme maéle, "autre comme femelle. Seules les femelles
produisent les graines commerciales. Le rendement des parcelles de production de semences
est généralement faible comparativement aux hybrides, pour trois raisons: (1) les lignées
males sont nécessaires mais utilisent une part importante de I’espace sans produire de graines;
(2) les lignées parentales ont généralement un rendement trés inférieur aux hybrides du fait de
la dépression de consanguinité ; (3) le contréle des pollinisations implique la castration
physique ou génétique des lignées utilisées comme femelle, un processus qui entraine une
perte de rendement importante. Dans le cas de plantes apomictiques, cependant, on pourrait
envisager de produire les graines directement a partir d’hybrides, donc avec des rendements
trés supérieurs, en utilisant 100% de la surface disponible, sans nécessité de contrdler la
pollinisation, et sans étape de castration. L'intérét d’utiliser 1’apomixie pour la production de
graine est trés significatif chez les espéces comme le mais, ou I’on produit déja des formes
hybrides, pour des raisons de diminution de colits, mais aussi chez les espéces autogames,
comme par exemple le bl¢ ou le riz, ou les hybridations controlées a large ¢chelle sont
difficiles. La production de quelques plantes hybrides apomictiques serait suffisante pour

initier la production a large échelle de graines hybrides, génétiquement stables.

Les plantes ou graines de plantes partiellement ou totalement apomictiques d’espéces
cultivées telles que le mais, riz et blé, caractérisées en ce qu’elles comprennent des alleles

inactivés d’un géne, tel que défini ci-dessus entrent ¢galement dans le champ de I'invention.

Les plantes ou graines de plantes de I’invention sont avantageusement telles
qu’obtenues pas inactivation du géne par mutagénése ou selon la méthode telle que définie ci-
dessus, pour induire dans les plantes cultivées un phénotype tout ou particllement

apomictique.

Ces plantes et ces graines, dont la protéine a motif DNA M¢éthyl Transférase est

inactivée, produisent des gamétes non réduits et des sacs embryonnaires multiples.
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D’autres caractéristiques et avantages de I’invention sont donnés dans les exemples

qui suivent a titre illustratif.

Ces exemples font référence aux figures 1 a 6, qui représentent, respectivement,

- la figure 1 : les profils comparés d’expression des régulateurs chromatidiens;

- la figure 2 : la comparaison de séquences protéiques avec 1’alignement des séquences
protéiques de DMT 102 et CMT3, et DMT 103 et DRM2;

- la figure 3 : le profil d’expression des deux génes par mRNA in situ ;

- la figure 4 : la structure des deux génes DMT 102 et DMT 103 ;

- la figure 5: les phénotypes des plantes mutantes avec production de sacs
embryonnaires multiples ; et

- la figure 6 : les phénotypes des plantes mutantes avec production de gamétes non-

réduits.

Les séquences SEQ ID N°9, 10, 11 et 12 correspondent a celles de mutants ago104-
752, 770, 775 et 1352. Les séquences SEQ ID N°13 et 14 correspondent a celles de mutants
de DMT 103-1042 ¢t DMT 103-1342.

DEFINITIONS

« Le gamétophyte » est la structure haploide qui se développe a partir des produits de
la méiose, et contient & maturité les gamétes. Il s’agit du sac embryonnaire coté femelle, et du

grain de pollen c6té male. Chez le mais, ’ovule ne contient qu’un sac embryonnaire.

« L’apomixie gamétophytique » se référe a une forme de reproduction asexuée par
graines dans laquelle les gamétes produits dans les gamétophytes femelles n’ont pas subis de
réduction méiotique, et présente donc la méme ploidie et la méme constitution génétique que
la plante mere. L’apomixie gamétophytique implique deux étapes successives : apoméiose et

parthénogenése.

« L’apoméiose » correspond aux mécanismes par lesquels les plantes apomictiques

¢chappent a la méiose.
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La «non-réduction » correspond a la formation de gaméte en absence de réduction
méiotique.

Des gamétes « non-réduits » sont donc des gamétes qui se développent en absence de
méiose, ou au travers d’une méiose non réductionnelle. L’apoméiose est donc la forme

spécifique de non réduction que 1’on observe chez les plants apomictiques.

«La displosporie » est une forme spécifique d’apomixie gamétophytique, dans
laquelle les gamétes apoméiotiques se développent a partir des mémes cellules que celles qui

participent au développement reproducteur sexué, c'est-a-dire 1’archéspore.

« L’aposporie » est une forme spécifique d’apomixie gamétophytique, dans laquelle
les gamétophytes femelles et les gamétes apoméiotiques se développent a partir des cellules
somatiques de I'ovule. Chez les plantes aposporiques, la sexualité¢ et 1’apomixie coexiste
fonctionnellement, et on retrouve donc typiquement plusieurs sacs embryonnaires dans un

méme ovule, issus soit de sexualité soit d’aposporie.

La « parthénogenése » correspond au développement des embryons sans fécondation

et sans contribution génétique paternelle.

EXEMPLE 1 : Identification de régulateur de la structure de la chromatine dérégulée

chez les plantes apomictiques

L’expérience décrite ci-aprés porte sur la comparaison du profil d’expression de génes
impliqués dans le déterminisme de la structure de la chromatine entre des plantes sexuées et

des plantes apomictiques.

Les ARNs d’échantillons correspondant & des ovules de plantes apomictiques et
sexuées aux stades de développement suivants ont &té isolés ; ovules contenant une cellule
mere de la mégaspore, ovules contenant une mégaspore fonctionnelle, et ovules au moment

de la fécondation.

Les plantes sexuées utilisées sont deux lignées de mais de référence, B73 et W23.
Les plantes apomictiques sont des formes hybrides obtenues par croisement d’une

plante apomictique de 1’espéce Tripsacum dactyloides, un apparenté sauvage du mais chez
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qui on trouve des formes apomictiques, avec un mais sexu¢ ; ces plantes ont été ensuite rétro-
croisées plusieurs fois sur du mais, en sé¢lectionnant les descendances apomictiques, jusqu’a
I’obtention de plantes contenant un génome de mais diploide, et un génome de Tripsacum

dactyloides haploide.

Ces plantes ont ¢t¢ décrites dans la littérature précédemment, (Grimanelli et al,
Genetics, 2003, Nov, 163(3); 1521-31) et se reproduisent par apomixic avec trés forte
pénétrance du caractére, proche de 95%. La taille relativement importante des organes
reproducteurs chez le mais permet une dissection fine des tissus utilisés, en utilisant un
stéréomiscroscope. Un échantillon aléatoire des tissus €chantillonnés est utilis¢ aprés chaque

prélévement pour vérifier les stages de développement.

Dans cette expérience, le profil d’expression de 386 génes de mais appartenant aux
différentes familles de génes connus pour affecter la structure de la chromatine a été précisé.
Ces geénes ont ¢té identifiés en utilisant la base de donnés CHROMDB, qui répertorie
I’ensemble de génes appartenant a ces familles chez les différentes espéces dont le génome est

tout ou partiellement séquencé.

L’analyse s’est faite en deux ¢&tapes, avec tout d’abord la sélection des geénes
s’exprimant spécifiquement dans les tissus reproducteurs ; puis, pour ces genes sélectionnés,
’analyse de leur profil d’expression aux différents stades mentionnés précédemment pour les

formes apomictiques et sexuées.

Sur 386 génes analysés, 8 présentent un profil clairement altéré.

Ces résultats sont illustrés sur la Figure 1 : Légende :mei : ovule en méiose (sexualité)
ou apomgciose (apomixie), gam: ovules en gamétogenese; emb: démarrage de
I’embryogenése, correspondant au moment de la fécondation ; soma ; tissus somatiques de la

plante.

L’altération des profils d’expression peut impliquer 1’absence totale d’expression chez
une forme de reproduction par rapport a I’autre, c’est le cas par exemple de DMT 102 et CHR

106, dont I’expression est totalement abolie chez les plantes apomictiques.
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La majorité des exemples, cependant, illustrent des dérégulations plus spécifiques
dans le temps. C’est le cas de CHR120, DMT 103, DMT 107 HXA 102, MBD 109 ou SGD

110, dont I’expression n’est abolie qu’a cette étape spécifique du développement.

EXEMPLE 2 : Fonction biologique des génes, identifiée par homologie de séquence

La recherche d’homologies pour ces différents génes, et en particulier 1'utilisation de
BLAST pour les comparer aux bases de données publiques, permet de leur attribuer une
fonction biologique. 1l apparait clairement sur la base de ces homologies que I’ensemble des
geénes identifiés sont impliqués directement ou indirectement dans les voies de silencing, et en

particulier 1’établissement ou de la maintenance de la méthylation de ’ADN :

CHR 106 est un homologue chez le mais de DDM1 chez Arabidopsis, une enzyme

impliquée dans la maintenance de la méthylation de I’ADN.

DMT102, DMT103 and DMT107 sont les homologues chez le mais de respectivement
CMT3, et DRM2 ou DRMI1 chez Arabidopsis. DRM1 et 2 et CMT3 agissent de maniére

particllement redondante dans le controle de la méthylation asymétrique (au site CHH ou

CHG).

MBD109 est une protéine a motif d’attachement au groupe méthyle (Methyl Bindind

Domain), de fonction inconnue, mais agit donc probablement sur des sites méthylés.

CHR120 est un homologue chez le mais de MOMI chez Arabidopsis, un géne

impliqué dans les mécanismes de silencing.

HXA102 est un homologue chez le mais de AtADA2 chez Arabidopsis, un composant

du complexe histone acetyltransférase ADA.

SDG110 est une histone méthyl transférase, de fonction inconnue.
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EXEMPLE 3 : Profil d’expression des génes DMT102 et DMT103 chez le mais sexué.

On rapporte ci-aprés les résultats relatifs a DMT102 et DMT103. Ils correspondent a
une voie extrémement bien caractérisée chez Arabidopsis, appelée voie RADM (pour RNA

dependent DNA methylation).

DMTI102 et DMTIO3 sont respectivement les homologues de CMT3
(CHROMOMETHYLASE 3) et DRMI1 et 2 (DOMAIN REARRANGED METHYL
TRANSFERASE 1 et 2) chez Arabidopsis. Les profils d’expression tissulaires de ces deux
génes (DMT102 et DMT103) ont ét¢ analysés par hybridation in situ de sondes ARN chez un

maris sexué.

Les résultats sont illustrés Figure 3. Les profils d’hybridation obtenus confirment la
grande spécificité¢ d’expression détectée par RT-PCR: les deux génes s’expriment de manicre
trés spécifique au cours d’étapes ciblées du développement reproducteur. Ainsi, un signal est
détectable pour DMT102 immédiatement avant, puis pendant la méiose. DMT103 n’est
détecté qu’au cours de la gamétogendse. Les données in situ montrent par ailleurs qu’au
niveau tissulaire, ces deux génes ne s’expriment que dans un nombre trés limité de cellules,
correspondant pour chaque ovule d’une part a la cellule reproductrice (I’archéspore, la cellule
mére de la mégaspore et les méiocytes durant la sporogenése; le gamétophyte au cours de la

gamétogenese), et d’autre part a un petit nombre de cellules entourant la cellule reproductrice.

L’action de ces geénes est donc limitée par un profil d’expression extrémement ciblé

d’un point de vue spatial et temporel.

Ce profil indique une différence importante entre les membres de la voie RADM
identifiés ici et la voie RADM telle qu’elle a été décrite chez Arabidopsis: chez cette espéce,
la voic RdADM est essentielle dans les tissus somatiques de la plantes, ou ils jouent un réle
dans le maintien des profils de méthylation des séquences répétées. Leur réle reproducteur
chez Arabidopsis est inconnu, et des mutations dans les génes correspondant n’ont pas de
phénotype reproducteur particulier, ou d’effets notables sur la fertilité¢ des plantes. Les génes

identifiés ici, par opposition, possédent un profil d’expression essentiellement reproducteur.
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EXEMPLE 4 : Phénotype de plantes mutantes pour lesquelles la fonction de DMT102
et DMT103 est abolie

Pour démontrer le réle potentiel de DMT102 et DMTI103 dans I’expression de
I’apomixie des expérimentations ont &t¢ réalisées pour vérifier si I’inactivation de leur
fonction chez une plante sexuée conduit au méme phénotype que celui de plantes
apomictiques. Il s’agit de vérifier qu’en manipulant ’expression de ces génes de telle fagon
que leur expression soit similaire a ce qu’elle est chez une plante apomictique, on récupére
bien un réponse phénotypique équivalente.

Les plantes de mais mutées spécifiquement dans ces deux génes ont donc &té
analysées, les mutations correspondantes abolissant leur fonction. Pour DMT102, la lignée
mutante correspond a l'insertion d’un transposon de la famille Mutator dans le domaine
methyltransférase de la protéine. Pour DMT103, la mutation découle de la substitution de
plusicurs acides aminés dans des sites essentiels: R-49-1, R-272-Q, C-182-Y (résidu dans la
forme sauvage - position - résidu dans le mutant).

L’analyse de ces plantes a porté sur I’expression de deux caractéristiques propres aux
plantes apomictiques: 1I’apom¢iose, et donc la capacité a produire des gametes non réduits, et
’aposporie, et donc la capacité a produire plusieurs sacs embryonnaires dans les ovules, mais

avec une seule archéspore.

Comme montré sur la figure 5, les formes mutantes de DMT103 produisent des sacs

embryonnaires multiples dans un unique ovule.

Ce phénotype n’a jamais été décrit dans la littérature en dehors des plantes

apomictiques.

La figure 6 donne les phénotypes des plantes mutantes avec production de gamétes
non-réduits : A) la taille des gamétophytes méles est chez les plantes trés corrélée au niveau
de ploidie des gametes qu’ils contiennent. On peut rapidement évaluer la capacité d’une
plante a produire des gamétes non-réduits par [’observation sous microscope des
gametophytes matures, ici les grains de pollen.

WT correspond a une plante sauvage, la lignée W23.
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dmt102-mu et dmtl103 sont deux formes mutantes de DMTI102 et DMTI103,
respectivement, et produisent clairement des gamétophytes de tailles wvariables, telles
qu’illustrées par le graphe de fréquence B). La fréquence de ces gamétes dans les plantes
sauvage W23, et les deux formes mutantes est quantifi¢e en C). La relation entre taille des

graines et le niveau de ploidie est démontrée par une analyse en cytométrie de flux (D).

Cette figure montre que les deux geénes, sous leurs formes mutantes respectives,
produisent une proportion ¢levée de gamétes non-réduits, de 30% chez DMT103 a 50% chez

DMT102. Ces formes sont donc fortement apoméiotiques.
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REVENDICATIONS

1 - Utilisation pour produire des plantes particllement ou totalement apomictiques
d’un geéne, d’un transcrit de ce géne, ou de son ORF, codant pour une protéine a motif DNA

M¢thyl Tranférase.

2 — Utilisation selon la revendication 1, d’un géne codant pour une protéine de

séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N° 5.

3 — Utilisation selon la revendication 2, caractérisée en ce qu’il s’agit du géne DMT
103 répondant a la séquence SEQ ID N°2, ou d’un transcrit d’un tel géne répondant a la

séquence SEQ ID N°3, ou de son ORF de sé¢quence SEQ ID N°4.

4 — Utilisation selon la revendication 2, caractérisée en ce qu’il s’agit du géne DMT
102 répondant a la séquence SEQ ID N°6, ou du transcrit d’un tel géne répondant a la

séquence SEQ ID N°7, ou de son ORF de séquence SEQ ID N°8.

5 — Utilisation selon I’'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisée en ce que

le géne est inactivé par mutagénése.

6 — Méthode pour induire dans les especes cultivées telles que le mais, riz ou blé un
phénotype tout ou particllement apomictique, caractérisée en ce qu’elle
comprend I'inactivation ciblée, parun ¢élément transposable, par exemple de type
Mutator, d’un géne tel que défini dans 'une quelconque des revendications 1a 4, d’un
transcrit de ce géne selon la revendication 1 ou 4, ou de son ORF selon la revendication 1 ou

5, et I’identification du locus muté.

7 — Application de la méthode seclon la revendication 6, pour la propagation de
génotypes instables, le contréle de contaminations polliniques, I’amélioration des plantes et la

production commerciale de graines.

8 — Plantes ou graines de plantes totalement ou particllement apomictiques d'espéces
cultivées telles que le mais, riz ou blé¢ caractérisées en ce qu’elles comprennent des alleles

inactivés d’un gene tel que défini dans 1’une quelconque des revendications 1 a 4.
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9 — Plantes ou graines de plantes totalement ou partiellement apomictiques d'espéces

cultivées telles que le mais, riz ou bl¢ obtenues selon la revendication 5.
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le document en entier
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le document en entier
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pages 615-628, XP019613462,
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le document en entier

LEBLANC OLIVIER ET AL: "Seed development
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 2009 LNKD-
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585 - 596, XP002583197,
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