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plante, une sterilite male cytoplasmique a ladite plante. Elle concerne egalement un généme mitochondrial un genéme nucleaire,
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PRECIS DE DIVULGATION

La présente invention concerne une séquence d'ADN stérilité Ogura qui
confére lorsqu'elle est présente dans le cytoplasme d'une plante, une stérilité
male cytoplasmique @ ladite plante. Elle concerne &galement un géndome mitochondrial
un géndome nucléaire, une mitochondrie et un cytoplasme contenant cette séquence.
El1le concerne aussi une plante appartenant au genre Brassica contenant ce génome
et un procéde de préparation de plantes hybrides utilisant une telle plante, ainsi

qu'un hybride ainsi obtenu.
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l

SEQUENCE D'ADN CONFERANT UNE STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE,
GENOME MITOCHONDRIAL, GENOME NUCLEAIRE, MITOCHONDRIE ET
PLANTE CONTENANT CETTE SEQUENCE, ET PROCEDE DE PREPARATION

D'HYBRIDES

La presente invention se rapporte 3 un matériel biologique
possedant une stérilite mdle utile pour le développement de variétes
hybrides d'especes d'interét agronomique.

Elle concerne en particulier une plante appartenant a la
famille des cruciferacees dont le cytoplasme des cellules contient des
organites possedant des sequences nucléotidiques conférant une sterilite
méile et de bonnes caractéristiques agronomiques.

Le developpement de variétés hybrides peut étre facilité ou
rendu possible par l'utilisation d'un systeme de stérilité male cytoplas-
mique. Les hybrides sont obtenus par la fécondation croisée entre deux
populations parentales, l'une jouant le rdle de mdle, l'autre de femelle.
L'un des ecueils rencontreés lorsque l'on souhaite obtenir des varietes
hybrides de qualité uniforme par croisement sexue sur des especes
autogames, est la capacite de la plante a s'auto-polliniser. Les systemes de
sterilité male permettent d'obtenir des plantes femelles iIncapables de
s'autoféconder et sur lesquelles aprés pollinisation on peut recolter
directement les graines qui sont toutes hybrides sans avoir recours 3 des
techniques laborieuses telle que la castration des fleurs.

Parmi les determinants génétiques de la stérilité male, 1| en
est qui sont portés par le cytoplasme. A chaque génération sexuee ils sont
transmis exclusivement par la mere. On obtient ainsi 100 % de maile-
steriles a chaque genération avec un systeme de sterilité-male cytoplas-
mique (CMS5). Ces determinants génértiques sont portés par le gendme des
mitochondries.

Un systeme de stérilité mile cytoplasmique approprié chez les
cruciféracées est défini par les caractéristiques suivantes :

1) La sterilite mile doit étre totale, c'est a dire que quelles que soient les
conditions de culture et quelle que soit la lignée que I'on veut utiliser
comme parent femelle, il ne doit pas y avoir de production de pollen.
Dans le cas contraire, les graines reécoltées sur ces plantes femelles
seratent en partie issues d'autofecondation et ne seraient donc pas du
type hybride FI.
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La production de ces graines doit étre réalisee en profitant des
vecteurs naturels du pollen, c'est a dire dans le cas de ces especes des
hymenopteres, des dipteres, et le vent. Le pollen doit étre transporté
des plantes pollinisatrices sur les plantes male-steriles (femeiles). En
fait seuls les insectes peuvent assurer ce transport a distance chez les

cruciferacees.

Les plantes femelles, par consequent, doivent étre suffisamment
attractives pour les insectes qui viennent y chercher le nectar. La
morphologie des fleurs doit contraindre l'insecte a effectuer cette
recherche par le sommet de la fleur de facon a ce que sgn thorax,
principalement, entre en contact avec le stigmate. Pratiquement cela
revient a dire que la base des petales doit former une sorte de tube
autour de la base du pistil.

La morphologie des organes femeiles (pistil) doit étre identique a celle
d'une plante fertile, en particulier un seul pistil par fleur et de forme
rectiligne. En effet, il arrive souvent que des stérilités mdles se
traduisent aussi par une féminisation des antheres qui se transforment
en pseudopistils et méme par la transformation des nectaires en fleurs
completes. Il arrive aussi que le ou les pistils ainsi produits soient
deformes. Toutes ces aberrations ne permettent pas une bonne

production de graines, et l'on peut parler d'une certaine sterilite

femelle.

Pour la production de varietés hybrides Fl chez les especes dont on
recolte les graines, comme le colza ou les moutardes, il est
indispensable que le parent male de |'hybride annule totalement |'effet
du cytoplasme male sterile, de telle sorte que les plantes hybrides
soient facilement pollinisees.
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Chez les Cruciferacees le premier cas de cytoplasme male
stéerile ou CMS a ete decrit par Ogura (1968) chez le radis, Raphanus
sativus. Bannerot (1974, 1977) a transfere le cytoplasme Ogura chez les
Brassicae, obtenant ainsi des plantes qui possedent une sterilite méle
cytoplasmique. Ces mémes plantes ne presentaient pas des caractéristiques
agronomiques satisfaisantes (chlorose lors de l'abaissement des tempera-
tures, mauvaise fertilite femelle) d'ou un mauvais rendement les rendant
inaptes a l'utilisation commerciale.

Chez les cruciferes pour eviter cette chlorose, il convient d'associer
dans la méme cellule les gendmes nucleaires et chloroplastiques d'un méme
genre. Ainsi des plantes de Brassicae possedant ['un des gendmes
chloroplastiques des Brassicae ne présentent plus de chlorose. Si elles
possedent la totalité du géendme mitochondrial Ogura elles présentent une,
sterilite male cytoplasmique totale mais cependant les fleurs auront une
morphologie aberrante rendant impossible leur pollinisation par les
vecteurs naturels.

En outre, pour les especes ou l'intérét réside dans les graines,
il convient de restaurer la fertilite mile des variétés hybrides que l'on
commercialise par l'intermediaire de genes nucleaires dits restaurateurs.

[l est difficile de restaurer la fertilite méle de plantes
possedant la totalité du gendme mitochondrial Ogura car il est necessaire
de faire intervenir simuitanément plusieurs genes restaurateurs.

Nous nous sommes proposé d'obtenir un systeme de stérilite

"méile approprié en éliminant les genes responsables des caracteres

indésirables du cytoplasme Ogura tout en gardant une sterilite male
efficace et facile a restaurer.
C'est pourquoi la présente invention se rapporte a une sequence
d'ADN que nous appellerons "stérilite Ogura", caractérisée en ce que :
a) elle est portée par une seéquence d'ADN deélimitée par les nucleotides
928 et 2273 de la figure 1, ou

b) elle présente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence
mentionnée en a),

et confere, lorsqu'elle est presente dans le gendme mitochondrial ou

nucléaire d'une plante, une sterilite mile cytoplasmique a ladite plante.
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En particulier, la présente invention a pour objet une séquence
d'ADN stérilité Ogura, caractérisée en ce que :
c) elle est portee par la sequence délimitée par les nucléotides 928 et

1569 de la figure |, ou
d) elle presente au moins 50 % d'homologie avec ladite séquence

mentionnée en ¢)
et en ce qu'elle est transcrite en ARN dans les mitochondries de plantes

male-steriles
La présente invention a également pour objet une cellule de plante comportant
une séquence d’ ADN stérilité Ogura, caractérisée en ce que ladite séquence est portée par
la séquence delimitée par les nucléotides 928 et 1569 de la figure 1, ou en ce que ladite
sequence présente au moins 50 % d’identité avec la séquence délimitée par les
nucleotides 928 et 1569 de la figure 1, et en ce que ladite séquence est transcrite en ARN
dans les mitochondries de plantes male-stériles.
La présente invention a €galement aussi pour objet une culture cellulaire de plante
caracterisce en ce qu'elle comporte des cellules telles que définies plus haut.
La présente inventiop a eégalement pour objet une culture cellulaire comportant des
cellules telles que définies ci-haut, lesdites cellules étant capable de régénérer une plante.
La présente invention a pour objet une méthode de préparation d’une plante de
sterilite male cytoplasmique, ladite méthode comprenant .
- transformer des cellules de plahtes avec une sequence d’ADN comprenant une
séquence dé€limitée par les nucléotides numérotés 928 et 1569 de la figure | ; et
- regeénérer ladite plante a partir desdites cellules transformées.
La presente invention a également pour objet une méthode de préparation d’une
plante de stérilit€ male cytoplasmique, ladite méthode comprenant :
- fusionner des protoplastes obtenus a partir de (i) cellules telles que définies ci-
haut ou a partir de culture cellulaire telles que définies ci-haut avec des (ii) protoplastes
d’une espece compatible;

- cultiver les protoplastes fusionnés pour régénérer ladite plante.
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Dans ce qui suit, on se refeérera aux figures suivantes :
FIGURE | : Séquence nucléotidique du fragment d'ADN mitochondrial de
radis Ogura portant le caractere CMS.
FIGURE 2 : Carte de restriction du fragment d'ADN mitochondrial decrit
fig. L.
FIGURE 3 : Electrophorese d'ADN mitochondrial apres digestion par Bgll
(3a) et Nrul (3b). Les bandes revélées correspondent a une hybridation avec
une sonde Cox!l. (Hiesel et al. 1987).
FIGURE 4 : Electrophorese d'ADN mitochondrial apres digestion par Sall.
Les bandes reéevelees correspondent a une hybridation avec une sonde
délimitée par les nucléotides n® 389 et 1199 de la séquence deécrite fig. |.
FIGURE 5 : Fruits produits par des plantes de chou portant differents
géndmes cytoplasmiques.
FIGURE 6 : Electrophorese d'ARN mitochondrial. Les bandes revelees
correspondent a une hybridation avec une sonde, fragment EcoRI - Bam HI,
incluant une partie de la séquence dite ORF B.

La sequence d'ADN sterilité Ogura est definie par rapport a la

'séquence délimitée par les nombres | et 2428 sur la figure 1. Elle est
portée par une séquence transcrite dont les extrémités 3' et 5' sont reliees

par un pointille sur la figure 2, et qui est observée uniquement chez les
plantes male-stériles. ORF B correspond a un cadre de lecture ouvert ;
cette appellation a ete donnee ,,_d'apré;.s I'homologie observee avec une
sequence decrite par Brennicke. Sur la figure 2, on a représenté en hachuré
la séquence correspondant a l'un des deux genes de !'ARN de transfert
formylmethionine.
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La sequence d'ADN delimitee par les nucleotides numerotes
928 et 2273 sur la figure | correspond a un transcrit qui peut étre visualisé
par hybridation moléculaire (1,4) comme on le voit sur la figure 6. Sur
cette figure 6, chaque puits correspond a une plante fertile (F) ou
mile-sterile (S). Seules les plantes male-stériles synthétisent un transcrit
d'environ 1400 bases. Ce transcrit débute a la position 928 (+ 10 bases) de
la sequence figure | et se termine a la position 2273 (+ 5) (l'initiation et
|'arrét de transcription peuvent se produire a differentes positions dans les
mitochondries vegetales).

De maniere preferee, la présente invention se rapporte a un
cytoplasme comportant une sequence d'ADN présentant au moins 50 %
d'homologie avec la sequence delimitée par les nucléotides 928 et 2273 de
la figure | conferant le caractere CMS ou un cytoplasme comportant une
sequence d'ADN presentant au moins 50 % d'’homologie avec la sequence
delimitée par les nucléotides 928 et 1569 de la figure I, et transcrite en
ARN, conférant le caractere CMS et caractérise en ce qu'il comporte :
- des chloroplastes de la méme espece que le gendme nucleaire ou d'une

autre espece mais compatibles avec ce gendme nucleaire,
- ne comporte pas tout ou partie de l'un ou l'autre (ou des deux)
fragments du gendme mitochondrial Ogura, defini ci-apres :
. portant l'un des deux genes de I'ARN de transfert formyl-
methionine servant a l'initiation de la traduction,
. portant le gene Coxl, codant pour la sous unite n° | de la
cytochrome oxydase.
L'absence de ces fragments, dits "séquences indesirables", est

necessaire pour obtenir des gendmes mitochondriaux correspondant a une
stéerilité méle de bonne qualite, repondant aux & caracteristiques definies
plus haut.

Selon un autre de ses aspects, l'invention se rapporte a un
gendme nucleaire ou mitochondrial vegetal recombine, caracterise en ce
qu'il comporte une sequence d'ADN sterilite Ogura,
a) qui est portee par une séquence d'ADN comprise entre les nucleotides

928 et 2273 de la séquence representée sur la figure |, ou
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b) qui présente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence

mentionnée en a),
et confere lorsqu'il est present dans le cytoplasme d'une plante, une

sterilité méile cytoplasmique a ladite plante.

En particulier, {'un des objets de la presente invention, est un
gendme nucléaire ou mitochondrial végetal recombineé, caractérisé en ce
qu'il comporte une sequence d'ADN sterilite Ogura,

c) qui est portéee par une sequence delimitee par les nucleotides
numerotés 928 et 1569 sur la figure |,
d) qui presente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence

mentionnee en ¢)
et confere, lorsqu'elle est presente dans le cytoplasme d'une plante et est
transcrite en ARN, une sterilité mile cytoplasmique a ladite plante.

Un geéndme nucléaire ou mitochondrial selon l'invention peut
étre caractérisé en ce que ledit gendéme recombiné est dépourvu de tout ou
partie des fragments de gendme Ogura :

- portant l'un des deux genes de |'ARN de transfert formylmethionine
servant a l'initiation de la traduction,

- portant le gene coxi, codant pour la sous unité n°! de la cytochrome
oxydase,

ou dans lequel lesdits fragments sont inactifs.

Plus precisement, un gendme nucleaire ou mitochondrial
recombiné selon l'invention peut étre caracterise:

1) en ce qu'il est depourvu de tout ou partie d'un fragment
d'environ 10,7 kb apres digestion par Bgll ou d'un fragment d'environ {1 kb
apres digestion par Nrul, porteurs du gene coxl.

Ceci est mis en evidence notamment sur la figure 3, par
hybridation moleculaire avec une sonde portant la séquence Coxl.

2) en ce qu'il est depourvu de tout ou partié d'un fragment de
5,1 kb apres digestion par Sall, ou d'un fragment d'environ 15 kb apres
digestion pér Nrul, ou environ 18,5 kb apres digestion par Bgll, porteurs de
I'un des deux genes de I'ARN de transfert formylmethionine.

Ceci est mis en evidence notamment sur la figure &, par
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hybridation moleculaire avec une sonde delimitée par les nucleotides n°
389 et 1199 de la sequence decrite figurel.

Sur les figures 3 et 4, les genotypes désignés par des chiffres
correspondent a des plantes presentant un systeme de sterilité maile
cytoplasmique approprie.

GENOTYPES CHLOROPLASTES MITOCHONDRIES
B.n B. napus B. napus
27 B. napus B. napus/Ogura
OGU. R. sativus (OGU) R. sativus (OGU)
9, 17, 21, 24, 27c B. oleracea B. oleracea/Ogura
B.o B. oleracea B. oleracea

Par ailleurs, I'existence d'un catactere CMS de bonne qualite
necessite la présence d'une sequence d'ADN qui peut étre reperee par des
hybridations ADN/ADN sur des digestions. C'est ainsi que la presente
invention se rapporte a une sequence d'ADN telle qu'elle a pu étre definie
et caractéerisée en ce qu'elle comporte une sequence qui apres digestion par
Ncol donne un fragment de 2,5 kb, apres digestion par Nrul donne un
fragment de 6,8 kb, et apres digestion par Sall donne un fragment de 4,4
kb.

Cette sequence peut eégalement étre repérée par des
hybridations sur I'ARN total de plantes male-steriles. Un transcrit d'environ
1400 paires de bases est mis en evidence. Il est absent des plantes
retournant a la fertilité.

La definition des sequences nucléotidiques "indesirables" et de
sequences nucléotidiques "indispensables" a une sterilite Ogura selon
l'invention permet de selectionner, par des techniques d'hybridation d'ADN
connues de I'homme de metier, un materiel vegetal portant des chloro-
plastes compatibles avec le gendme nuciéaire et portant des mitochondries
de bonne qualite sans attendre d'avoir une plante adulte et I'apparition des
fleurs et des fruits. On a donc un outil tres performant pour selectionner
des plantes possedant un cytoplasme male-sterile ayant de bonnes

caracteristiques agronomiques.
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Selon un autre aspect, l'invention se rapporte a une
mitochondrie caracterisee en ce qu'elle contient une sequence nucleotidique
correspondant a un ADN presentant au moins 50 % d'homologie avec la
séquence délimitée par les bases numerotees 928 et 2273 sur la figure | et
codant pour la sterilite male cytoplasmique d'Ogura ; ou bien la
mitochondrie contient une sequence d'ADN portee par la sequence
délimitée par les nucléotides 928 a 1569 de la figure | ou présentant 50 %
d'homologie avec cette sequence, et qui est transcrite en ARN dans les
mitochondries de plantes male-steriles. Cet ADN peut présenter en outre
les caracteristiques definies plus haut, notamment |'absence des séquences
indesirables.
La presente invention se rapporte eégalement a un cytoplasme
de Cruciféracee, caracterise en ce qu'il comporte une sequence d'ADN
"stérilité Ogura" presente dans le gendme mitochondrial ; ce cytoplasme
contient en outre des chloroplastes de la méme espece ou d'une autre
espece mais compatibles avec le gendme nucleéaire.
La sequence sterilite Ogura est caractérisée en ce que :
a) elle est portee par la sequence d'ADN de 2428 paires de bases
representee sur la figure |,

b) elle est délimitee par les nucleotides 928 et 2273 de la figure | et
correspond a un transcrit indique par les pointilles figure 2 et visualise
par hybridation moléculaire (1,4) figure 6,

c) elle présente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence
mentionnée en b), et confere lorsqu'eile est présente dans le gendme
mitochbndrial d'une plante, une sterilite méale cytoplasmique a ladite

plante,

ou

d) elle est portee par la sequence delimitée par les nucleotides 928 a
1569 de la figure | et est transcrite en ARN dans les mitochondries de

plantes steriles, ou

e) elle presente au moins 50 % d'homologie avec la sequence decrite en d)
' et est transcrite en ARN dans les mitochondries de plantes steriles.

-

La présente invention se rapporte egalement a une plante de

la famille des Cruciferacees, caracterisee en ce qu'elle contient des

sl A
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chloroplastes et unm ‘noyau de la méme espece ou compatibles, et des
mitochondries portant un géndme conferant le caractere CMS tel que defini

ci-dessus.

Plus precisement, la presente invention se rapporte egalement
a une plante appartenant au genre’ Brassica, caracterisée en ce qu'elle
contient des chloroplastes et un noyau de Brassica, et des mitochondries
portant un géndme conferant le caractere CMS tel qu'il a ete deéfini
ci-dessus.

Ce géndme mitochondrial doit egalement porter un certain
nombre de genes de |'espece Brassica consideree. Ceci est obtenu par
recombinaison entre le geéendme Ogura et le géndme Brassica.

En particulier, la presente inve on se rapporte a une plante
appartenant a l'espece Brassica napus, carac.erisee en ce qu'elle comporte
un noyau de Brassica, et que le cytoplasme renferme des chloroplastes de
Brassica et des mitochondries male-stériles portant un ADN selon la
presente invention tel qu'il a ete deéfini plus haut ; ces mitochondries
peuvent porter egalement la plupart des genes mitochondriaux de Brassica
napus (18S, Atp9, Atpé, Coxil, ndhl, cob). Brassica napus correspond aiu

Colza, ou Canola et Rutabaga.

Y

La presente invention se rapporte a une plante de l'espece B ssica
oleracea, caracteriseée en ce qu'elle comporte un noyau de Brassica €. en ce

que le cytoplasme renferme des chloroplastes de DBrassica et des

mitochondries comportant une séquence d'ADN codant pour le caractere
CMS telle qu'elle a ete définie.

Brassica oleracea recouvre les divers types de choux : choux
pommes, de Bruxelles, raves, brocolis, fourragers et choux fleurs.

La présente invention se rapporte eégalement a une plante de
|'espece Brassica campestris, caractérisée en ce qu'elle comporte un noyau
de Brassica et en ce que le cytoplasme renferme des chloroplastes de
Brassica compatibles avec le gendme nucleéaire et des mitochondries
comportant une séquence d'ADN codant pour le caractere CMS telle qu'elle
a eté definie.

Brassica campestris correspond a navette, navets, choux chinois, de Pekin et

japonails.
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De maniere analogue, la présente invention se rappbrte a une
plante choisie dans le groupe comprenant : B. juncea, B. nigra, B. hirta,
carinata, caracterisée en ce qu'elle comporte un noyau de Brassica et en ce
que le cytoplasme renferme des chloroplastes de Brassica compatibles avec
le gendme nucleaire et des mitochondries comportant une séquence d'ADN
codant pour le caractere CMS telle qu'elle a eté définie.

Selon un autre de ses aspects, la presente invention a pour
objet une plante appartenant au genre Brassica et dont le géndme nucléaire
comporte une sequence stérilité Ogura telle que définie ci-dessus, ainsi que
1 des elements assurant son expression et le transport du produit de
traduction dans la mitochondrie. Cette plante peut notamment appartenir a
l'une des especes suivantes : B. napus, B. oleracea, B. campestris, B. nigra,
B. juncea, B. hirta et B. carinata.

La presence de la "séquence stérilité Ogura" est nécessaire et
12 suffisante pour induire une absence totale de pollen en |'absence de genes
de restauration. La pollinisation de ces plantes est assurée normalement
grace a une bonne production de nectar.

La morphologie des organes femelles est normale et les fruits
(siliques) formes contiennent un nombre normal de graines. La figure 5
2 montre la morphologie observee chez une plante normale témoin (z), une
plante a morphologie aberrante possedant le gendme Ogura entier (z(6)) et
des chloroplastes Brassica oleracea, une plante de chou portant des
chloroplastes Brassica napus et des mitochondries mile-steriles ayant des
genes Brassica napus (z(A)), et des plantes portant des chioroplastes
22 Brassica oleracea et des mitochondries recombinees ne contenant plus les
sequences indeésirables (z(9) et z(17)). Les plantes ont les caractéristiques
suivantes :

GENOTYPE CHLOROPLASTES MITOCHONDRIES
Z B.
30 z(A) B.
z(6) B. oleracea Ogura
2(9) B.
z(17) B. oleracea B. oleracea/Ogura

oleracea B. oleracea
napus B. napus/Ogura

oleracea B. oleracea/Ogura

Les genotypes z(A) et z(6) ne présentent pas un systeme de
35
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sterilité male cyteplasmique approprie.

De telles plantes peuvent étre obtenues par exemple par la
technique de fusion de protoplastes ou par toutes autres techniques qui
assurent une bonne recombinaison entre le gendme mitochondrial de
l'espece considérée et le géndme mitochondrial Ogura. Chez de telles
plantes la fertiliteé est restauree par un seul géne de restauration, appelée
Rfl, provenant du radis, ce qui n'est pas le cas des plantes qui portent la
totalité du gendme mitochondrial non approprié.

De telles plantes peuvent egalement étre obtenues par
reproduction sexuee naturelle ou artificielle. ‘

Des plantes possedant un gendme mitochondrial selon
I'invention peuvent egalement &tre obtenues par transfert de gene dans la

mitochondrie.
Dans tous les cas, ces plantes possedent un systeme CMS

-

approprié a savoir :

- une sterilite midle totale,

~- une morphologie permettant une bonne pollinisation et une bonne
production de graines comme illustré tableau | et tableau 2.

C'est pourquoi la preésente invention concerne également un
procédé de preparation de plantes hybrides, caracterise en ce que l'on
croise une plante présentant un caractere CMS approprie, comportant la
séquence stérilitée Ogura dans son gendme mitochondrial ou nucleaire avec
une plante normale quand il s'agit d'une culture potagere ou fourragere, ou
avec une plante apportant un gene restaurateur de fertilite, Rfl, lorsqu'il
s'agit de récolter des graines. Elle concerne égaiement une plante hybride
obtenue par ce procede.

D'une maniere generale, les meilleures caracteristiques
agronomiques sont obtenues pour des plantes mdle-stériles, possédant des
chloroplastes de la méme espece que le noyau et des mitochondries
présentant un systeme de sterilite mdle approprie.

Le tableau | représente la productivite d'une lignee de choux
sur différents cytoplasmes, (les génotypes z9 ou z 17 sont appropries). Le
tableau 2 represente la productivite d'une ligneée de colza sur differents
cytoplasmes (les genotypes Fu 27, Fu 58 et Fu 85 sont appropries).
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La presente invention a egalement pour objet une sonde
comportant une séquence d'au moins 10 bases de préférence |5 bases d'une
sequence comprise entre les nucleotides numerotes 928 et 1569 sur la
figure | ; ladite sonde peut étre marquee par exemple au moyen d'une base
radioactive ou par tout autre moyen, comme par exemple par fluorescence.
Cette sonde peut étre utilisee pour la mise en évidence de la sterilite mile
et peut étre utilisée notamment dans la sélection de clones.

Des caracteristiques et avantages de la présente invention

seront mieux mis en evidence dans les exemples suivants.

EXEMPLE | : MISE EN EVIDENCE DE LA SEQUENCE D'ADN RESPON-

SABLE DE LA STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE OGURA.

1. Plante.
Par "cybride" on designe des formes obtenues par la fusion de

protoplastes isoles, suivie par la regénération de la plante entiere. Ce
mode d'obtention permet le melange dans la cellule d'informations
cytoplasmiques provenant des deux parents. Le cybride n® 13 a été obtenu
parmi 820 plantes regenérees par fusions de protoplaste entre un cybride
de B. Napus resistant a la triazine, Ogura cms (descendance du cybride 77
decrit dans Pelletier et al.,, 1983 et Chetrit et al., 1985) et la variete
d'origine Brutor, sensible a la triazine, et fertile. Un test de résistance a la
triazine (Ducruet et Gasquez, 1978) realise sur un échantillon de feuille de
chaque regeénerant a permis de determiner le type de chloroplaste
(chloroplastes reésistants a la triazine provenant du parent 77 ou
chloroplastes sensibles a la triazine provenant de la lignée Brutor). On a
cultivé les plantes et observe le stade de floraison. Les plantes présentant
des combinaisons non parentales (soit sensible/male sterile ou resistant/
male fertile) ont ete selectionnées comme cybrides. Le cybride n® |3 était
du type sensible/male sterile. Le cybride 1 eétait du type resistant/médle

fertile.
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2. Isolement des acides nucleiques.

L'ADN total a été 1scle a partir de feuilles provenant de
plantes de % semaines selon la methode decrite par Dellaporta (1583).
L‘ADN mitochondrial a ete extrait de feuilles de plantes agées de 8

> semaines ainsi qu'tl a ete decrit par Vedel et Mathieu, 1982, avec les
variantes suivantes :

les mitochondries n'ont pas ete purifiées sur gradient de saccharose avant

la lyse, et la lyse a ete realisee dans du sarcosyl a 4%, avec protéinase K

0,5 mg/ml (Boehringer Mannheim GmbH), dans du Tris pH 8, 50 mM, EDTA

10 20 mM. Apres précipitation, I'ADN mitochondrial a ¢€té purifié par

centrifugation en gradient bromure d'ethidium-chlorure de caesium

(methode 1- Vedel et Mathieu 1982) dans des tubes de centrifugation en
pollyallomere.

Les ARN totaux ont ete isolés a partir de feuilles ou de

15 bourgeons floraux selon Logemann et al. 1987.

Les ARN mitochondriaux ont éte extraits de choux-fleurs dges
de 8 semaines, selon la technique de Stern et Newton, 1986.

3. Analyses par restriction de I'ADN mitochondrial et electrophorese en gel
20 d'agarose. '

Elles ont ete realisees ainsi qu'il est decrit dans Pelletier et
al.,, 1983. Les ARN totaux ou mitochondriaux ont ete charges sur des gels

d'electrophorese contenant du formaldehyde tel qu'il a ete decrit par
25 Sambrook et al., 1989.

4. Hybridation.

Le transfert d'ADN ou d'ARN sur des f{iltres de nylon

30 (Hybond-N, Amersham) a été meneé par absorption capillaire respectivement

avec 6x55SC ou 10x55PE, suivant les instructions du fabricant. La
préhybridation et |'hybridation ont ete conduites selon Amersham, en

35
* Marque de commerce
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utilisant des sondes marquees par le systeme de marquage d'ADN

multiamorce (Amersham) apres purification sur colonnes de Sephadex*GSO
(Sambrook et al., 1989).

5. Clonage de |I'ADN mitochondrial.

Deux banques genomiques de lignees cybride maile sterile
(13-7) et révertant (13-6) ont ete construites dans un vecteur phage lambda

EMBL3, cultive sur la souche restrictive d'E. Coli Nm539 (Frischauf et al,,
1983). On a obtenu environ 2,5 x 10“ clones par pug d'ADN mitochondrial.
Les banques d'ADN mitochondrial ont ete titrees et etalees
afin d'isoler les plaques qui ont été transférees sur les filtres de Mylon ainsi
qu'il est decrit dans Sambrook et al., 1989. La sonde d'hybridation utilisee
pour screener les deux banques d'ADN mitochondrial était préparée comme -
suit : le fragment d'ADN mitochondrial specifique de la cms a ete élué en

™ (BIO 101 INC.)-a partir d'un produit de
digestion d'ADN mitochondrial charge sur un gel d'agarose preparatif.

utilisant la procedure Gene clean
L'ADN eélue a eté ensuite marque ainsi qu'il a eté decrit.

L'extraction d'ADN Lambda, le sous-clonage du fragment Ncol
2,5 dans le site Ncol de pTrc99A (Amann et al.,, 1988) et les extractions

d'ADN plasmidique ont eté menes selon les protocoles de Sambrook et al.,

{989. Les plasmides recombinants ont eté introduits dans une souche d'E.
Coli NM522 (Gough et Murray, 1983).

6. Etude geénetique du cybride 13 et de ses descendants.

Dans la premiere generation de descendants obtenus par
pollinisation du cybride |3 avec Brutor, composee de |3 plantes, 5 sont

totalement males steriles (y compris des plantes 13-2 et 13-7), une est

male fertile (n° 13-6) et 7 sont pratiquement entierement steriles avec
quelques fleurs males fertiles.

* Marque de commerce
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La plante fertile 13-6 a été auto-pollinisée et croisée avec
Brutor. Dans les deux cas on obtient uniquement des plantes fertiles (43 et
42 respectivement).

Dans les croisements entre |a plante méile sterile n° [3-7 et
Brutor, 24 descendants sont entierement stériles et 6 présentent quelques
fleurs fertiles, resultat similaire a celui obtenu avec le cybride lui-méme.
La plante 13-2 a eté croisee avec la lignée restauratrice RF qui est
heétérozygote pour les genes specifiques de restauration pour la sterilité
mile Ogura (Chetrit et al, 1985). La descendance de ce croisement est
composee de 53 plantes mdles stériles, 37 plantes mailes fertiles et 9
plantes pratiquement entierement stériles bien que preésentant quelques
fleurs fertiles. Ces resultats suggerent que les plantes miles stériles de la
famille cybride 13 contiennent le determinant Ogura cms, comme les autres
cybrides etudies auparavant avec un profil de restauration plus simple

(Chetrit et al., 1985).

A ce stade de I'etude, deux possibilités peuvent étre
envisagees: soit le cybride 13 contient un melange de genomes mitochon-
driaux male fertiles et male-steriles, et l'on peut selectionner davantage
pour purifier les deux phénotypes, soit le cybride 13 contient un génome
mitochondrial recombine de structure instable qui retourne a une
configuration "fertile" plus stable, et il sera impossible de maintenir un

phénotype male sterile homogene parmi les geénérations ultérieures.

Des plantes miles steriles obt2nues a partir de la descendance
de la plante madle sterile n® |3-7 ont ete developpees a la fois par bouture
et par croisement sexue avec Brutor. Apres un nombre variable de
geneération (1 a 5) par les deux methodes, toutes les familles donnent des
plantes fertiles. Par contre, les plantes entierement fertiles ainsi obtenues

ne redonnent jamais de plantes steriles.
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A la lumiere de ces resultats, on peut considérer que la
seconde explication proposee ci-dessus c'est a dire que le cybride 13 porte
un genome mitochondrial instable qui perd le determinant Ogura cms

S

pendant le processus conduisant a une configuration "fertile", sans

)

possibilite de retour a8 un phenotype sterile, est la bonne.

7. Comparaison entre les ADN mitochondriaux de male-stériles et de
revertants fertiles. Isolement d'un fragment specifique des plantes

méale-steriles.

L'ADN mitochondrial a éte extrait des feuilles de descendants
|3-7 méle-steériles et de revertants fertiles (descendants 13-6 ou 13-7) et
digére avec plusieurs enzymes de restriction, afin de comparer leur profil
de restriction. Les genomes mitochondriaux des deux types sont tres
semblables puisqu'aucune difference ne peut étre observee entre les profiis
de restriction des mitochondries méile-steriles et révertants fertiles en
utilisant differents enzymes. Cependant un fragment de restriction de 6,8
kb a eté detectée dans le profil de restriction de I'ADN mitochondrial des
plantes male-steriles digéré avec Nrul et n'a jamais €té observe dans les
profils des revertants fertiles correspondants.

Le fragment (appele N6,8) a eté élué d'un gel d'agarose,
marque, et utilisé comme sonde sur des profils de restriction d'ADN
mitochondrial Nrul : un signal important a 6,8 kb a eté observe chez tous
les descendants méle-stériles du cybride 13, alors qu'aucun fragment de
cette taille n'a hybride a la sonde dans les génomes de mitochondries de
revertants fertiles. En outre, la sonde Né,8 hybride avec un fragment de 6,8
kb dans I'ADN mitochondrial Ogura digeré avec Nrul, mais pas dans celui de
B. Napus cv Brutor, montrant l'origine Ogura de ce fragment.

Une banque lambda contenant des extraits d'ADN mitochon-
drial provenant de plantes mdiles steriles (13-7) a ete testee avec le
fragment marque elue, et parmi 8 clones hybridant, 2 phages recombinants
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ont été isoles, contenant le fragment N6,8 entier et des sequences
adjacentes. Une carte de restriction detaillee de cette région a éte
obtenue. L'hybridation des profils de restriction de |I'ADN mitochondrial
provenant de descendants fertiles et steriles du cybride 13 avec Né,8
comme sonde a permis de [imiter la region spééiﬁque du genotype male
stérile a3 un fragment Ncol de 2,5 kb.

Le fragment Ncol de 2,5 kb a eté marque et utilisé comme
sonde vis-a-vis d'ADN mitochondrial provenant de descendants |3-7 et 13-6
digere avec Ncol. Outre le signal a 2,5 kb qui est specifique du profil méle
sterile, plusieurs fragments Ncol hybrident a la fois dans les profils de
revertant fertile et de méile-sterile, ces fragments sont a 2,2, 10 et 14 kb.
Un fragment Ncol de 2,7 kb hybride fortement dans le génome mitochon-
drial des descendants fertiles et pas dans celui des descendants stériles.
L'analyse de ce profil d'hybridation conduit a la conclusion que le fragment
Ncol de 2,5 kb, bien que spécifique de I'ADN mitochondrial male-sterile,
contient des ségquences qui sont reépetées ailleurs dans le génome
mitochondrial (sur des fragments de 2,2, 10, et 14 kb apres digestion par
Ncol) et ces séequences repétées sont aussi presentes dans I'ADN mitochon-
drial de revertants fertiles outre le fragment specifique de 2,7 kb.

Les ARN totaux sont extraits de feuilles ou de bourgeons de
descendants de cybrides |3, ou de cybrides (provenant d'autres experiences
de fusion) mile sterile ou fertile et de lignee Brutor. Les Northern blots
ont été reéalises et hybrides avec une sonde correspondant a l'insert du
clone Lambda contenant N6,8 décrit dans l'exemple 3. Un transcrit majeur
de 1,4 kb a été détecte chez tous les cybrides male-stériles, y compris le
cybride 13-7, alors qu'on n'a observe aucun transcrit de cette taille dans la
lignee Brutor, ni dans les deux cybrides fertiles (différents de 1[3). Par
ailleurs, des plantes fertiles présentent un transcrit de |,l kb hybridant
avec la sonde qui est absent ou present a un niveau tres bas dans tous les
cybrides maile-stériles testés. Plusieurs transcrits communs a tous les
echantillons hybrident faiblement avec la sonde, a cause de la taille
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importante de l'insert marque. On a verifie que les transcrits mitochon-
driaux peuvent étre detectes dans des echantillons d'ARN totaux par
hybridation du méme Northern blot avec un fragment d'ADN contenant la
séquence du gene atpa.

Le méme transcrit specifique de 1,4 a eté trouvé dans les ARN
mitochondriaux Ogura extraits de choux-fleurs, en utilisant le fragment
Ncol2,5 comme sonde. Les lLimites exactes de ce transcrit ont ete
determineées en utilisant comme sonde des sous clones du fragment Ncol

2,5-
8. Etude du cybride | et de ses descendants

Le cybride 1 etait madle fertile. Dans sa decendance, la plante 1.12
était fertile et la plante 1.18 sterile. La plante 1.12 a donné dans sa
descendance des plantes stériles (S ) et des plantes fertiles (RF, ). La
plante 1.18 a donne des plantes stenles (S ) et un rameau fertile (RF ).
Les plantes 52 et 53 sont restaurees par le méme gene nucleaire de
restauration de la fertilite pollinique que le cybride [3 sterile.

L'ADN mitochondrial des plantes 52 et 53, .par hybridation
avec le fragment Ncol de 2,5 kb marque, ne donne pas un signal a 2,5 kb sur
une digestion Ncol, ni un signal a 6,8 kb sur une digestion Nrul.

De méme I'hybridation sur les ARN totaux (Northern) avec une
sonde correspondant a la sequence ORFB ne donne pas un signal a 1,4 kb

com—e chez le cybride |3 stérile. Par contre, une sonde correspondant a la

sequence comprise entre les nucleotides 928 et 1569 de la figure | donne
un signal en Northern a environ 1,3 kb. Ce signal est absent sur I'ARN des
plantes RF1l, RF2, RF3 ou Brutor. De méme 1l est possible d'utiliser cette
sequence (928-1569) comme sonde en dot blot d'ARN totaux et dans ce cas,
seules, et toutes, les plantes male-steriles donnent un signal.

Ces resultats indiquent que les plantes S2 et S3, bien que
male-steériles, n'ont pas conservé la séquence nucleotidique, decrite dans la
figure 1, dans sa conformation originale et ils demontrent que, dans cette
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sequence, la partiescomprise entre les nucleotides 928 et 1569 est celle qui
porte le déterminant speécifique “stérilite Ogura", qui rend les plantes
male-stériles, lorsque cette sequence est transcrite.

Cette sequence n'a pas d'homologie significative avec les
sequences preésentes dans les banques de données.

EXEMPLE 2 : MISE EN EVIDENCE DE SEQUENCES INDESIRABLES DANS
LE GENOME MITOCHONDRIAL OGURA.

Une coliection de cybrides a eté obtenue dans |'espece B.
napus par fusion de protoplastes entre un colza porteur du cytoplasme
Ogura et un coiza normal. Le premier est male-sterile et deficient
chlorophyllien a basse temperature, le second est normalement vert et
fertile. Les cybrides ont été triés parmi les plantes regénerees et l'on a
retenu ceux qui etaient male-stériles et normalement verts.

De la méme maniere une collection de cybrides a ete obtenue

dans l'espece B. oleracea par fusion de protoplastes entre un chou porteur
du cytoplasme Ogura et un chou normal. On a retenu parmit les plantes
régénérées les cybrides qui étaient mile-stériles et normalement verts.

Ces cybrides ont eté croises avec différentes varietes, de colza
dans le premier cas, de chou dans le second. Les croisements ont ete
répétés a chaque géneration avec les mémes varietes de fagon a obtenir un
genotype défini, proche de celui de la variete recurrente.

Ces différentes variétes, converties ainsi sur les cytoplasmes
de différents cybrides ont été soumis 3 des essais agronomiques pour
mesurer la production de graines, qui depend de plusieurs facteurs : une
production de nectar suffisante pour assurer une pollinisation par les
insectes, une morphologle florale normale pour que cette pollinisation soit
efficace et que les fruits se developpent normalement.

La collection de cybrides a ainsi bu étre divisee en deux lots :

- un lot de cybrides presentant une sterilité male appropriee a

la production commerciale de semences.
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- un lot de cybrides ne presentant pas toutes les caracteéris-

tiques favorables a une bonne production commerciale de semencés.

Au premier lot apparuennent par exemple les cybrides de

~colza n° 27, 58, 85 et les cybrides de chou n° 9, 17, 21, 24, 27c.

Au deuxieme lot appartiennent par exemples les cybrides de
colza n® 23s, 77, 118 et les cybrides de chou n°® |, 6, l4.

Les ADN totaux de ces cybrides ont éte soumis a des
digestions enzymatique par Sall, Ncol, Nrul, Bgll, Pstl, Kpnl. Les Southern
blots obtenus ont ete hybrides avec differentes sondes mitochondriales
Atpa, Cob, CoxI, Atp6, 265, 18)5, et deux fragments du genéme Ogura de 2,5
kb issu d'une digestion Ncol et de 19,4 kb i1ssu d'une digestion Nrul.

Les deux lots de cybrides se distinguent en ce que :

a) les n® 23s, 77, lls, chez le colza et |, 6, 11, chez le chou possedent la
region du gendme Ogura qui entoure le gene coxl reconnaissable par
des fragments Bgll de 10.7 kb ou Nrul de 11 kb et la region du gendme
Ogura qui entoure un des genes de I'ARN de transfert formyiméthio-
nine reconnaissable par des fragments Sall de 5,1 kb ou Nrul de 15 kb.

b) les n°® 27, 58, &85 chez le colza et 9, |7, 21, 24, 27¢c chez le chou ne
possedent pas les regions correspondantes qui ont ete remplacees, du
fait de recombinaisons entre les gendomes des deux parents qui ont ete
fusionnes, par des regions analogues du genome mitochondrial de colza
chez les n°® 27, 58, 85, de chou chez les n° 9, 17, 21, 24, 27c.

On en déduit que les deux regions en question du gendme Ogura sont
indésirables si 1'on veut avoir un systeme de sterilité male approprie a la
production commerciale de semences.

EXEMPLE 3

. Cet exemple illustre l'interét de la connaissance des
séquences "sterilité male Ogura" et des sequences indeésirables pour
effectuer un tri immediat des cybrides obtenus sans avoir a attendre

plusieurs années de rétrocroisement et des tests agronomiques.
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On fusionne des protoplastes d'une plante de Brassica portant
le cytoplasme Ogura avec des protoplastes de |'espece Brassica consideree.
Les colonies issues de fusion sont cultivees in vitro et mises a régénerer sur
un milieu qui favorise la formation de bourgeons (voir Pelletier et al.
1983).

A partir d'un gramme de matiere fraiche qu'il s'agisse d'un cal
ou d'un fragment de la plantule régénérée, il est possible par les techniques
décrites précedemment d'isoler I'ADN total. Apres digestion par Sall,
I'hybridation de type Southern avec la sonde comprise entre les nucleotides
n° 389 et 1199 (voir figure |) ne doit donner un signal que pour une taille
de 4,4 kb (ne doit pas donner de signal a 5,1 kb). De méme apres digestion
par Nrul et hybridation avec une sonde portant le gene coxl, on doit obtenir
un signal pour une taille différente de 1l kb.

Ces hybridations permettent de prédire qu'on a bien une

plante qui sera mile stérile et qui sera appropriee a la production
commerciale de semence.

EXEMPLE 4

Cet exemple est une variante de l'exemple 3 ou l'on imagine
qu'au lieu de réaliser des fusions de protoplastes, on realise un croisement
sexué entre les deux parents dans des conditions particulieres ou avec des
genotypes particuliers de telle sorte que, contrairement aux processus
connus de la féecondation chez les vegetaux, il y a melange des cytoplasmes
de l'oosphere et du tube pollinique ou du gamete méile. Si de tels procedes
etaient decrits, on pourrait de la méme maniere effectuer un tri1 precoce,
sur de jeunes plantes issues de ces fecondations artificielles en utilisant les
mémes sondes et les mémes criteres que dans !'exemple 3.

——
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EXEMPLE )

Cet exemple illustre ['interét de la connaissance de la
séquence sterilité Ogura dans un type de manipulation genétique qui a deja
eteé deécrit chez la levure (Johnston et al. 1988).

A partir d'une plante de Brassica normale on bombarde des
meristemes ou bien des cellules in vitro avec des microparticules
recouvertes d'ADN portant la sequence stérilité Ogura. Les plantes
obtenues dans la descendance des meéristemes traités ou des plantules
régénérées seront male-steriles cytoplasmiques si I'ADN a pu pénétrer dans
les mitochondries et s'integrer au geéndme de ces organites. On évitera ainsi.
les problemes poses par les sequences indésirables, qu'il s'agisse des
chloroplastes du radis Ogura ou des séquences ainsi deéfinies du geéndme
mitochondrial Ogura.

EXEMPLE 6

Cet exemple illustre l'intérét de la connaissance de la
sequence "sterilite Ogura" dans la construction par genie génetique d'une
stérilité male nucleaire, a herédité mendélienne et non plus cytoplasmique.

A partir de la sequence d'ADN mitochondrial délimitée par les
nucleotides 928 et 1569, on peut construire un gene chimerique qui sera
apres transformation génétique de cellules de Brassica ou d'un autre genre,
transcrit dans le noyau des cellules des plantes transformees obtenues. Si le
gene chimérique contient une préséquence qui permet I'importation dans la
mitochondrie de son produit de traduction en protéine, ces transformants
seront male-steriles, et ce caractere se comportera comme un caractere
mendelien dominant.
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1. Cellule de plante comportant une séquence d’ADN stérilité Ogura,
caractérisee en ce que ladite séquence est portée par la séquence délimitée par les
nucléotides 928 et 1569 de la figure 1, ou en ce que ladite séquence présente au
moins 50 % d’identité avec la s€quence délimitée par les nucléotides 928 et 1569
de la figure 1, et en ce que ladite séquence est transcrite en ARN dans les

mitochondries de plantes male-stériles.

2. Cellule de plante selon la revendication 1, caractérisée en ce que :
a) elle est portée par une séquence d’ADN délimitée par les nucléotides
numerotes 928 et 2273 sur la figure 1, ou
b) elle présente au moins 50 % d’identité avec ladite séquence mentionnée
~ en a),
et confere, lorsque ladite séquence est présente dans le génome mitochondrial ou

nucléaire, une stérilité male cytoplasmique a ladite plante.

3. Cellule de plante comportant un génome nucléaire ou mitochondrial
végétal recombing, ledit génome étant caractérisé en ce qu’il comporte une
sequence d’ADN stérilité Ogura, qui consiste :
a) en une séquence délimitée par les nucléotides numérotés 928 et 1569 sur
la figure 1, ou
b) en une séquence preésentant au moins 50 % d’identité avec ladite séquence
mentionnée en a),
et confere, lorsque ladite cellule est présente dans une plante, une stérilité male

cytoplasmique a ladite plante.

4. Cellule de plante selon la revendication 3, caractérisée en ce que ledit
genome est dépoutvu d’une partie de la séquence qui est portée par un fragment
de 10,7 kb, apres digestion par Bgll, et un fragment de 11 kb apreés digesﬁon par

Nrul, révélés par hybridation avec une sonde coxl.

5. Cellule de plante selon ’une des revendications 3 ou 4, caractérisée en ce

que ledit génome est dépourvu d’une partie de la séquence qui aprés digestion par
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Nrul donne un fragment de 15 kb, apres digestion par Sall donne un fragment de
5,1 kb, et apres digestion par Bgll donne un fragment de 18,5 kb, et qui est revéle
par hybridation avec une sonde correspondant a la s€quence comprise entre les

bases 389 a 1199 de la séquence représentée sur la figure 1.

6. Cellule de plante selon 'une des quelconques revendications 3 a 5,
caractérisée en ce que ledit génome est un génome nucléaire comportant, outre
ladite séquence d’ADN stérilité Ogura, une préséquence permettant I’importation

dans les mitochondries du produit de traduction de ladite séquence.

7. Cellule de plante selon 'une des quelconques revendications 3 a 3,

caractérisée en ce que ledit génome est un génome mitochondrial.

8. Cellule de plante selon la revendication 6 comprenant des chloroplastes de

la méme espéce que le génome nucléaire ou d’une autre espéce mais compatibles

avec ce génome nucléaire.

9. Culture cellulaire de plante, caractérisée en ce qu’elle comporte des

cellules selon I’une des quelconques revendications 1 a 8.

10.  Culture cellulaire comportant des cellules selon 'une des quelconques

revendications 1 a 8, lesdites cellules étant capables de régénérer une plante.

11.  Cellule de plante selon la revendication 7, caractéris€ée en ce que ladite

plante appartient au genre Brassica, et en ce qu’elle contient des chloroplastes de

Brassica compatibles avec le génome nucléaire de ladite cellule.

12.  Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a 1’espece Brassica napus.

13.  Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a [’espece Brassica oleracea.
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14. Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a 1’espece Brassica campestris.

15 Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a 1’espece Brassica juncea.

16.  Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a ’espéce Brassica nigra.

17.  Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a I’espece Brassica hirta.

18.  Cellule de plante selon la revendication 11, caractérisée en ce que ladite

plante appartient a I’espéce Brassica carinata.

19.  Cellule de plante selon 1’une des revendications 11 & 18, caractérisée en ce

qu’elle est obtenue par transfert génétique dans la mitochondne.

20.  Une méthode de préparation d’une plante-de sterilité male cytoplasmique,
ladite méthode comprenant :
- transformer des cellules de plantes avec une séquence d’ADN comprenant
une séquence délimité-e par les nucléotides numérotés 928 et 1569 de la
figure 1 ; et

- régénérer ladite plante a partir desdites cellules transtormeées.

21.  Une méthode de préparation d’une plante de stérilité male cytoplasmique,
ladite méthode comprenant :

- fusionner des protoplastes obtenus a partir de (1) cellules de ’une des
quelconques revendications1-8 ou 11-19 ou a partir de culture cellulaire
de la revendication 9 ou 10 avec des (i1) protoplastes dune espece

- compatible;

- cultiver les protoplastes fusionnés pour régenerer ladite plante.
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CCCGGCGCAGAAGCTCATTCTGAACCGCGGGAACCTTCGTCTCTTCGACACAAMCGTTTT

2 3 ‘ 1 - W D W 5w o P ED WP W D S W A WD Gn P D P YD WD D WD W WS R P P T D G e W s st e e L T I 2 ‘0 0

GGGCCGCGTCTTCGAGTAAGACTTGGCGCCCTTGGAAGCAGAGAAGCTGTGTTTGCAAAA

S
C M BB N a
v Mb A sasD1lHu
i no 1l antpap3l
J l1 1 w BHYNnIhA
I I 1 IIIIVII
/ 1 /
ATGAAGAGGCTGATGGTGATGAGGATCC
240] ~ecwcrcccirocnncocctccwen ——— 2428
TACTTCTCCGACTACCACTACTCCTAGG
Enzymes qui coupent:
Accl AL£1II1 Alul Alwl AlwNl Asel Aval Avall
Ball Bamil BanlIl Bbvl Bbvil Bcefl B8glII Bpulll
Bsal BsalAl Bsabl BsaJl Bsil Basml BamAl Bapl286I
BspCl BespHI DapitI Bsrxl Bsthl BstXI BetYl CerllI
CviJl Ddel Dpnl Drdll Dsal Lael Earxl EcoS71I
EcoBl EcoDI ECONI Eco0Ql091I EcolPl EcoPlSI Ecoll EcoRII
EcoR124/31 Espl Espil Faul Finl  Fnud4ll rokl GAiIlX
Gsul Hael Haell Haelll HgiAl Hhal HincIll Hinfl
Hphl Mael Maell MaelIIll MDOII Mcrl Mfel MlylI
Mmel Mnll Masel Mepl Mwol Ncil Ncol Ndel
Nhel Nlalll NlalV Nzul NspBll Plel Pmll PpuMl
Pstl Rsal. Sacll Sall Saudél SauJAl Scal Scclfl
SfaN? Sfel Snabl Spel Spil sSpll Satl Styl
StyLTI StySJI Taql Taqll-~l Taqll-2 TE£A1 Thal Tspdsl
TSpEI TthllllX Xbal XcmIl Xoalll Xanl
Enzymes ne coupanl pas :
AatlIl Af11ZX Agel Ahall Apal ApalLl AvrlIl BanI!
Bcgl Becll Bgll BapGlI BspMIl BasHll BstEll Baulél
CLrAl Clal Dzal Dralll Drdl Ecil Ecod471IIl ECOAI
EcoDXXI ECOEI ECOKI EcoRl24I ECORV Fsel Fspl Hgal
HgiEIIl HindIIl HinflII Hpal Kpnl Mlul Nael Nacl
Notl NsilI Nspl PLIMI PShAI Pvul Pvull RleAl
Rsrcll Sfil SGIAlL Smal Snal Sphl Sspl Stul
StyShl StySP1l StySQI Tthllll UballOSI UballOS8I Xhol
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Ncol
Nrul Pst | BamHI

Ncol
BamH! Sacl

Sall BIX EcoRl  Hincll Bg/ Xbal
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