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Hydroxy-phényl pyruvate dioxygénase chimere, séquence d’ADN et obtention de plantes

contenant un tel géne, tolérantes aux herbicides.

La présente invention concerne une séquence d’acide nucléique codant pour une
hydroxy-phényl pyruvate dioxygénase (HPPD) chimére, un géne chimére contenant cette
séquence comme séquence codante et son utilisation pour I'obtention de plantes résistantes
a certains herbicides.

Les hydroxy-phényl pyruvate dioxygénases sont des enzymes qui catalysent la
réaction de transformation du para-hydroxy-phényl-pyruvate (HPP) en homogentisate.
Cette réaction a lieu en présence de fer (Fe’") en présence d’oxygéne (Crouch N.P. & al.,
Tetrahedron, 53, 20, 6993-7010, 1997). On peut émettre ’hypothese que les HPPD
contiennent un site actif apte a catalyser cette réaction dans lequel viennent se lier le fer, le
substrat et la molécule d’eau, un tel site actif n’ayant jamais été décrit a ce jour.

On connait par ailleurs certaines molécules inhibitrices de cette enzyme, qui
viennent se fixer a ’enzyme de maniére compétitive pour inhiber la transformation de
I’HPP en homogentisate. Certaines de ces molécules ont trouvé un emploi comme
herbicides, dans la mesure ou ’inhibition de la réaction dans les plantes conduit a un
blanchiment des feuilles des plantes traitées, et a la mort des dites plantes (Pallett K. E. et
al. 1997 Pestic. Sci. 50 83-84). De tels herbicides ayant pour cible I’'HPPD décrits dans
I’état de la technique sont notamment les isoxazoles (EP 418 175, EP 470 856, EP 487 352,
EP 527 036, EP 560 482, EP 682 659, US 5 424 276) en particulier l'isoxaflutole, herbicide
sélectif du mafs, les dicétonitriles (EP 496 630, EP 496 631), en particulier la 2-cyano-3-
cyclopropyl-1-(2-SO» CH3-4-CF3 phényl) propane-1,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-
1-(2-SOy CH3-4-2,3 Clp phényl) propane-1, 3-dione, les tricétones (EP 625 505, EP 625
508, US 5,506,195), en particulier la sulcotrione ou encore les pyrazolinates.

Pour rendre les plantes tolérantes aux herbicides, on dispose de trois stratégies
principales, (1) la détoxification de I’herbicide par une enzyme venant transformer
I’herbicide, ou son métabolite actif, en produits de dégradation non toxique, comme par
exemple les enzymes de tolérance au bromoxynil ou au basta (EP 242 236, EP 337 899) ;
(2) la mutation de I’enzyme cible en une enzyme fonctionnelle moins sensible a

I’herbicide, ou son métabolite actif, comme par exemple les enzymes de tolérance au
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glyphosate (EP 293 356, Padgette S. R. & al., J. Biol. Chem., 266, 33, 1991) ; ou (3) la
surexpression de I’enzyme sensible, de mani¢re a produire dans la plante des quantités
suffisantes d’enzyme cible au regard des constantes cinétiques de cette enzyme vis a vis de
’herbicide de maniére a avoir suffisamment d’enzyme fonctionnelle, malgré la présence de
son inhibiteur.

C’est cette troisiéme stratégie qui a été décrite pour obtenir avec succes des plantes
tolérantes aux inhibiteurs d’HPPD (WO 96/38567), étant entendu que pour la premiére fois
une stratégie de simple surexpression de ’enzyme cible sensible (non mutée) était
employée avec succes pour conférer aux plantes une tolérance a un niveau agronomique a
un herbicide.

Malgré le succés obtenu avec cette stratégie de simple surexpression de I’enzyme
cible, il reste nécessaire de diversifier le systéme de tolérance aux inhibiteurs d’HPPD,
pour obtenir une tolérance quelques soient les conditions de culture des plantes tolérantes
ou les doses commerciales d’application des herbicides dans les champs. On connait de
’état de la technique (WO 96/38567) que des enzymes d’origine différente (plantes,
bactéries, champignons) ont des séquences protéiques primaires substanticllement
différentes, alors que ces enzymes ont une fonction identique et des caractéristiques
cinétiques essentiellement similaires ou voisines.

On a maintenant constaté que toutes ces HPPD ont d’une part un grand nombre
d’homologies de séquence dans leur partie C-terminale (figure 1), et d’autre part une
structure tertiaire (tridimensionnelle) essentiellement similaire (figure 2). Au regard du
caractére compétitif de I’inhibition, on émet I’hypothése que les inhibiteurs d’HPPD
viennent se lier 4 ’enzyme dans le site actif de cette derniére, ou a proximité de celui-ci, de
maniére a bloquer I'accés de 'HPP a ce site actif et empécher sa transformation en
présence de fer et d’eau. On a maintenant constaté qu’en effectuant une mutation de
’enzyme dans sa partie C-terminale, il était possible d’obtenir des HPPD fonctionnelles
moins sensibles aux inhibiteurs d’HPPD, de maniére que leur expression dans les plantes
permette une tolérance améliorée aux inhibiteurs d’HPPD. Au regard de ces éléments, ont
peut donc conclure que le site actif de I’enzyme est localisé dans sa partie C-terminale, sa
partie N-terminale assurant essentiellement sa stabilité et son oligomérisation (I’'HPPD de

Pseudomonas est un tétramere, celles de plantes sont des diméres).
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On a maintenant constaté qu’il était possible de réaliser une enzyme chimere en
associant la partie N-terminale d’une premiére enzyme la partie C-terminale d’une seconde
enzyme, pour obtenir une nouvelle HPPD chimere fonctionnelle, permettant de choisir
chaque partie pour des propriétés particuliéres, comme par exemple choisir la partie N-
terminale d’une premiére enzyme pour ses propriétés de stabilité dans une cellule donnée
(végétale, bactérienne, etc.) et la partie C-terminale d’une deuxiéme enzyme pour ses
propriétés cinétiques (activité, tolérance aux inhibiteurs, etc.).

La présente invention concerne donc en premier lieu une HPPD chimére, qui tout
en étant fonctionnelle, c’est a dire conservant ses propriétés de catalyse de la
transformation de I’HPP en homogentisate, comprend la partie N-terminale d’une premiere
HPPD associée a la partie C-terminale d’une deuxieme HPPD.

Chaque pai'tie de I’HPPD chimére selon I’invention provient d’une HPPD pouvant
étre de toute origine, notamment choisies parmi les HPPD de plantes, de bactéries ou de
champignons.

Selon un mode préférentiel de réalisation de I’invention, la partie N-terminale de
’HPPD chimére provient d’'une HPPD de plante, ladite plante étant préférentiellement
choisie parmi les plantes dicotylédones, notamment Arabidopsis thaliana ou Daucus
carotta, ou encore de monocotylédones comme le mais ou le blé.

Selon un autre mode préférentiel de réalisation de I’invention, la partie C-terminale
de PHPPD chimére provient d’une HPPD de plante, telle que définie ci-dessus, ou d’une
HPPD de micro-organisme, notamment une bactéie, en particulier Pseudomonas, plus
particuliérement Pseudomonas fluorescens, ou de champignon, cette partie C-terminale
pouvant étre naturelle ou mutée par la substitution de un ou plusieurs acides aminés de la
partie C-terminale de I"'HPPD d’origine, notamment pour la rendre moins sensible aux
inhibiteurs d’HPPD.

Plusieurs HPPD et leur séquence primaire ont été décrites dans I’état de la
technique, notamment les HPPD de bactéries comme Pseudomonas (Riietschi & al., Eur. J.
Biochem., 205, 459-466, 1992, WO 96/38567), de plantes comme d’Arabidopsis (WO
96/38567, Genebank AF047834) ou de carotte (WO 96/38567, Genebank 87257), de
Coccicoides (Genebank COITRP), ou de mammifeéres comme la souris ou le cochon.

L’alignement de ces séquences connues, par les moyens usuels de la technique,

comme par exemple la méthode décrite par Thompson, J.D. & al. (CLUSTAL W:
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improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence
weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids
Research, 22:4673-4680, 1994), et I’acces a ces programmes informatique d’alignement de
séquence accessibles par exemple via internet, '’homme du métier peut définir les
homologies de séquence par rapport a une séquence de référence, et retrouver les acides
aminés clés, ou encore définir des régions communes, notamment permettant de définir une
région C-terminale et une région N-terminale a partir de cette séquence de référence.

Pour la présente invention, la séquence de référence est la séquence de
Pseudomonas, toutes les définitions et indications de positions d’acides aminés particuliers
étant faites par rapport a la séquence primaire d’HPPD de Pseudomonas. La figure 1 en
annexe représente un alignement de plusieurs séquences d’HPPD décrites dans I’état de la
technique, alignées par rapport a la séquence d’'HPPD de Pseudomonas comme référence,
comprenant les séquence d’HPPD de Streptomyces avermitilis (Genebank SAV11864), de
Daucus carota (Genebank DCU 87257), d’Arabidopsis thaliana (Genebank AF047834),
de Zea mais, de Hordeum vulgare (Genebank HVAIJ693), de Mycosphaerella graminicola
(Genebank AF038152), de Coccicoides immitis (Genebank COITRP) et de Mus musculus
(Genebank MUS4HD). La numérotation des acides aminés de la séquence de Pseudomonas
est donnée sur cette figure, de méme que les acides aminés communs a ces séquences,
désignés par une astérisque. Sur la base d’un tel alignement il est aisé¢ d’identifier a partir
de la définition de I’acide aminé de Pseudomonas par sa position et sa nature, la position
de l’acide aminé correspondant dans une autre séquence d’HPPD (l’alignement de
séquences de différentes origines, plantes, mammiféres, bactéries, monirant que cette
méthode d’alignement bien connue de I’homme du métier peut €tre généralisée a toute
autre séquence). Un alignement de différentes séquences d’HPPD est également décrit dans
la demande de brevet WO 97/49816.

La partie C-terminale des HPPD, siege du site actif de I’enzyme, se distingue par un
peptide de liaison de sa partie N-terminale comme le montre la représentation schématique
de la structure ternaire du monomeére de I'HPPD de Pseudomonas représentée en figure 2.
Cette structure a été obtenue par les méthodes usuelles d’étude de la diffraction aux rayons
X de cristaux Le peptide de liaison va permettre de définir ’extrémité N-terminale de la
partie C-terminale de I’enzyme, ledit peptide se situant entre les acides aminés 145 et 157

pour Pseudomonas (c.f. figure 1).
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La partie C-terminale peut donc étre définie comme constituée par la séquence
définie d’une part par le peptide de liaison, et d’autre part par I’extrémité C-terminale de
I’enzyme. Sur I’alignement de séquences représenté sur la figure 1 en annexe, on remarque
pour toutes les séquences deux acides aminés en position 161 et 162 pour la séquence de
Pseudomonas, (D = Asp161 et H = His162). Par référence 2 'HPPD de Pseudomonas, on
peut donc définir que le peptide de liaison représentant I’extrémité N-terminale de la partie
C-terminale de ’HPPD se situe entre environ 5 et 15 acides aminés en amont de I’acide
aminé Aspl6l.

La présente invention concerne également une séquence d’acide nucléique codant
pour une HPPD chimére décrite ci-dessus. Selon la présente invention, on entend par
“ séquence d’acide nucléique ” une séquence nucléotidique pouvant étre de type ADN ou
ARN, de préférence de type ADN, notamment double brin, qu’elle soit d’origine naturelle
ou synthétique, notamment une séquence d’ADN pour laquelle les codons codant pour
’HPPD chimére selon I’invention auront été optimisés en fonction de I’organisme hdte
dans lequel elle sera exprimée, ces méthodes d’optimisations étant bien connues de
I’homme du métier.

Les séquences codant pour chaque HPPD d’origine de I'HPPD chimere selon
I’invention, peuvent étre d'origine quelconque. En particulier elle peut €tre d'origine
bactérienne. Comme exemples particuliers on peut citer des bactéries du type
Pseudomonas sp, par exemple Pseudomonas fluorescens ou encore des cyanobactéries du
type Synechocystis. La séquence peut étre aussi d'origine végétale, notamment issu de
plantes dicotyledones telles que tabac, Arabidopsis, d'ombelliféres telles que Daucus
carotta ou encore monocotyledones telles que le Zea mais ou le blé. Les séquences
codantes et le moyen de les isoler et cloner sont décrits dans les références citées
auparavant, dont le contenu est incorpor€ ici par référence.

Les séquences codantes des parties N-terminales et C-terminales de I'HPPD
chimére selon l’invention peuvent étre assemblées par toute méthode usuelle de
construction et d’assemblage de fragments d’acides nucléiques bien connues de I’homme

du métier et largement décrites dans la littérature, illustrées notamment par les exemples de

réalisation de I’invention.
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La présente invention concerne donc également un procédé de préparation d’une
séquence d’acide nucléique codant pour une HPPD chimere selon I’invention, ledit procédé
étant défini ci-dessus.

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'une séquence d’acide nucléique
codant pour une HPPD chimére selon I’invention dans un procédé pour la transformation
des plantes, comme géne marqueur ou comme séquence codante permettant de conférer a
la plante une tolérance aux herbicides inhibiteurs d’HPPD. Cette séquence peut bien
entendu également étre utilisée en association avec d'autre(s) gene(s) marqueur(s) et/ou
séquence(s) codante(s) pour une ou plusieurs propriétés agronomiques.

La présente invention concerne ¢également un gene chimeére (ou cassette
d’expression) comprenant une séquence codante ainsi que des éléments de régulation en
position 5' et 3' hétérologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en particulier les
cellules végétales ou les plantes, la séquence codante comprenant au moins une séquence
d’acide nucléique codant pour une HPPD chimeére telle que définie précédemment.

Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inférieur ou
supérieur, dans lequel le géne chimére selon Iinvention peut €tre introduit, pour la
production d’HPPD chimeére. Il s’agit en particulier de bactéries, par exemple E. coli, de
levures, en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, de
champignons, en particulier Aspergillus, d’un bacilovirus, ou de préférence des cellules
végétales et des plantes.

Par "cellule végétale", on entend selon I’invention toute cellule issue d'une plante et
pouvant constituer des tissus indifférenciés tels que des cals, des tissus différenciés tels que
des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences.

On entend par "plante" selon I’invention, tout organisme muiticellulaire différencié
capable de photosynthése, en particulier monocotylédones ou dicotylédones, plus
particuliérement des plantes de culture destinées ou non a I’alimentation animale ou
humaine, comme le mais, le blé, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le
tabac, le coton, etc.

Les éléments de régulation nécessaires a ’expression de la séquence d’acide
nucléique codant pour une HPPD sont bien connus de 'homme du métier en fonction de
I’organisme hote. Ils comprennent notamment des séquences promotrices, des activateurs

de transcription, des séquences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les
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moyens et méthodes pour identifier et sélectionner les €léments de régulation sont bien
connus de I’homme du métier et largement décrits dans la littérature.

L’invention concerne plus particuliérement la transformation des plantes. Comme
séquence de régulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute séquence
promotrice d'un géne s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un
promoteur s’exprimant notamment dans les feuilles des plantes, comme par exemple des
promoteurs dits constitutifs d'origine bactérienne, virale ou végétale tel que, par exemple
un promoteur d'histone tel que décrit dans la demande EP 0 507 698, ou un promoteur
d’actine de riz., d'un géne de virus de plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du
choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou encore des promoteurs dits lumiére dépendants
comme celui d'un géne de la petite sous-unité¢ de ribulose-biscarboxylase/oxygénase
(RuBisCO) de plante, ou tout promoteur convenable connu pouvant étre utilisé.

Selon l'invention, on peut également utiliser, en association avec la séquence de
régulation promotrice, d'autres séquences de régulation, qui sont situées entre le promoteur
et la séquence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par
exemple l'activateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) décrit dans la
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) décrit par Carrington & Freed.

Comme séquence de régulation terminatrice ou de polyadénylation, on peut utiliser
toute séquence correspondante d'origine bactérienne, comme par exemple le terminateur
nos d'dgrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine végétale, comme par exemple un
terminateur d'histone tel que décrit dans la demande EP 0 633 317.

Selon un mode particulier de réalisation de I’invention, on emploie en 5’ de la
séquence d’acide nucléique codant pour une HPPD chimere, une séquence d’acide
nucléique codant pour un peptide de transit, cette séquence €tant disposée entre la région
promotrice et la séquence codant pour ’HPPD chimére de maniére a permettre I’expression
d’une protéine de fusion peptide de transit/HPPD chimere, cette derniére étant définie
précédemment. Le peptide de transit permet d’adresser 'HPPD chimeére dans les plastes,
plus particuliérement les chloroplastes, la protéine de fusion €tant clivée entre le peptide de
transit et ’HPPD chimére au passage de la membrane des plastes. Le peptide de transit
peut étre simple, comme un peptide de transit d’EPSPS (décrit dans le brevet US
5,188,642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unit¢ de ribulose-

biscarboxylase/oxygénase ( ssu RuBisCO) d’une plante, éventuellement comprenant
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quelques acides aminés de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 189 707)
ou encore un peptide de transit multiple comprenant un premier peptide de transit de plante
fusionné a une partie de la séquence N-terminale d’une protéine mature a localisation
plastidiale, fusionnée & un deuxiéme peptide de transit de plante tel que décrit dans le
brevet EP 508 909, et plus particuliérement le peptide de transit optimisé comprenant un
peptide de transit de la ssu RuBisCO de tournesol fusionné a 22 acides amines de
Pextrémité N-terminale de la ssu RuBisCO de mais fusionnée au peptide de transit de la
ssu RuBisCO de mais tel que décrit avec sa séquence codante dans le brevet EP 508 909.

La présente invention concerne également la protéine de fusion peptide de
transit/HPPD chimeére, les deux éléments de cette protéine de fusion étant définis plus haut.

La présente invention concerne également un vecteur de clonage et/ou d’expression
pour la transformation d’un organisme héte contenant au moins un geéne chimére tel que
défini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le géne chimére ci-dessus, au moins une
origine de réplication. Ce vecteur peut étre constitué par un plasmide, un cosmide, un
bactériophage ou un virus, transformés par I'introduction du géne chimére selon
Pinvention. De tels vecteurs de transformation en fonction de [’organisme hote a
transformer sont bien connus de ’homme du métier et largement décrits dans la littérature.
Pour la transformation des cellules végétales ou des plantes, il s’agira notamment d’un
virus qui peut étre employé pour la transformation des plantes développées et contenant en
outre ses propres éléments de réplication et d’expression. De maniére préférentielle, le
vecteur de transformation des cellules végétales ou des plantes selon I’invention est un
plasmide.

L'invention a encore pour objet un procédé de transformation des organismes hotes,
en particulier des cellules végétales par intégration d'au moins une séquence d’acide
nucléique ou un géne chimére tels que définis ci-dessus, transformation qui peut €tre
obtenue par tout moyen connu appropri¢, amplement décrit dans la littérature spécialisée et
notamment les références citées dans la présente demande, plus particuliérement par le
vecteur selon I’invention.

Une série de méthodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des
tissus avec des particules auxquelles sont accrochées les séquences d'ADN. Une autre série
de méthodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un géne chimere

inséré dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri d'Agrobacterium
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rhizogenes. D'autres méthodes peuvent étre utilisées telles que la micro-injection ou
I'électroporation, ou encore la précipitation directe au moyen de PEG. L'homme du métier
fera le choix de la méthode appropriée en fonction de la nature de I’organisme hote, en
particulier de la cellule végétale ou de la plante.

La présente invention a encore pour objet les organismes hotes, en particulier
cellules végétales ou plantes, transformés et contenant un gene chimére comprenant une
séquence codante pour une HPPD chimére définie ci-dessus.

La présente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules
transformées, en particulier les plantes régénérées a partir des cellules transformées. La
régénération est obtenue par tout procédé appropri€¢ qui dépende de la nature de l'espece,
comme par exemple décrit dans les références ci-dessus. Pour les procédés de
transformation des cellules végétales et de régénération des plantes, on citera notamment
les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 5,464,763,
US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 4,945,050, US
5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, US 5,565,346, US
5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520, US 5,510,318, US
5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725,
WO 91/02071 et WO 95/06128.

La présente invention concerne également les plantes transformées issues de la
culture et/ou du croisement des plantes régénérées ci-dessus, ainsi que les graines de
plantes transformées.

Les plantes transformées pouvant étre obtenues selon l'invention peuvent €tre du
type monocotylédones telles que par exemple les céréales, la canne a sucre, le riz et le mais
ou dicotyledones comme par exemple le tabac, la soja, le colza, le coton, la betterave, le
trefle, etc.

L'invention a aussi pour objet un procédé de désherbage sélectif de plantes,
notamment de cultures, a I'aide d'un inhibiteur de I'HPPD notamment un herbicide définit
auparavant, caractérisé en ce qu'on applique cet herbicide sur des plantes transformées
selon l'invention, tant en présemis, en prélevée qu'en postlevée de la culture.

La présente invention concerne également un procédé de controle des mauvaises
herbes dans une surface d’un champ comprenant des graines ou des plantes transformées

avec le géne chimeére selon I'invention, lequel procédé consiste a appliquer dans la dite
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surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d’un herbicide
inhibiteur d’HPPD, sans toutefois affecter de maniére substantielle les graines ou plantes
transformée avec le dit géne chimere selon I’invention.

La présente invention concerne également un procédé de culture des plantes
transformées selon I’invention avec un géne chimeére selon I'invention lequel procédé
consiste a planter les graines des dites plantes transformées dans une surface d’un champ
approprié pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une
dose toxique pour les mauvaises herbes d’un herbicide ayant pour cible I"'HPPD défini ci-
dessus en cas de présence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les
dites graines ou les dites plantes transformées, puis a récolter les plantes cultivées
lorsqu’elles arrivent & la maturité souhaitée et éventuellement & séparer les graines des
plantes récoltées.

Dans les deux procédés ci-dessus, I’application de I’herbicide ayant pour cible
’HPPD peut étre faite selon I’invention, tant en présemis, en prélevée qu’en postlevée de
la culture.

Par herbicide au sens de la présente invention on entend une matiére active
herbicide seule ou associée a un additif qui modifie son efficacité comme par exemple un
agent augmentant l'activité (synergiste) ou limitant l'activité (en anglais safener). Les
herbicides inhibiteurs d’HPPD sont en particulier définis auparavant. Bien entendu, pour
leur application pratique, les herbicides ci-dessus sont associée de maniére en soi connue
aux adjuvants de formulations utilisés habituellement en agrochimie

Lorsque la plante transformée selon I'invention comprend un autre géne de
tolérance a un autre herbicide (comme par exemple un géne codant pour une EPSPS
chimeére ou non conférant a la plante une tolérance au glyphosate), ou lorsque la plante
transformée est naturellement insensible a un autre herbicides, le procédé selon I’invention
peut comprendre 1’application simultanée ou décalée dans le temps d’un inhibiteur
d’HPPD en association avec ledit herbicide, par exemple le glyphosate.

L'invention a encore pour objet l'utilisation du géne chimere codant pour une HPPD
chimére comme géne marqueur au cours du cycle "transformation-régénération” d'une
espéce végétale et sélection sur I'herbicide ci-dessus

Les différents aspects de l'invention seront mieux compris a l'aide des exemples

expérimentaux ci-dessous.
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Toutes les méthodes ou opérations décrites ci-dessous dans ces exemples sont
données a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectué¢ parmi les différentes
méthodes disponibles pour parvenir au méme résultat. Ce choix n'a aucune incidence sur la
qualité du résultat et par conséquent, toute méthode adaptée peut étre utilisée par 'homme
de l'art pour parvenir au méme résultat. La plupart des méthodes d'ingénierie des fragments
d'ADN sont décrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 2,
Ausubel F.M. et al , publiés par Greene Publishing Associates et Wiley -Interscience

(1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F Fritsch, J.Sambrook,1982.

Exemple 1 : Test de criblage colorimétrique de mutants présentant une

tolérance ala 2-cvan0-3-cvclopropvl-1-(2-S02 CH3-4-CF3_ phénvyl) propane-1,3-dione

pRP C : Le vecteur pRP A (décrit dans la demande WO 96/38567) contenant un
fragment d’ADN génomique et la région codante du géne de ’'HPPD de Pseudomonas
fluorescens A32 a été digéré par Ncol, purifié puis ligué dans le vecteur d’expression
pKK233-2 (Clontech) lui-méme digéré par Ncol, site de clonage unique de ce vecteur.
L’orientation du géne dans le vecteur pRP C ainsi obtenu, permettant 1’expression sous le
contrdle du promoteur frc a été vérifiée.

Un milieu de culture de type YT broth a 1% d’agarose (ultra pur Gibco BRL) et 4
5mM de L-Tyrosine (Sigma), et contenant 1’agent de sélection du vecteur pRP C ci-dessus
est dispensé en plaque de 96 puits a raison de 100ul par puits. 10ul d’une culture de E.Coli
en phase exponentielle de croissance contenant le vecteur pRP C est dispensée dans chaque
puits. Aprés 16 heures a 37°C, les puits ne contenant que le milieu de culture ou ceux
ensemencés avec une culture d’E.Coli contenant le vecteur PKK233-2 sont translucides,
alors que les puits ensemencés avec une culture de E.Coli contenant le vecteur pRP C sont
de couleur brune.

Une gamme a été réalisée avec milieu de culture identique contenant des
concentrations variables (0mM a 14mM) du 2-cyano-3-cyclopropyl-1-(2-méthylsulfonyl-4-
trifluorométhylphényl) propan-1,3-dione (EP 0 496 631) solubilisé dans I’eau et amené a
pH7,5. Cette molécule est un dicétonitrile, reconnu comme étant un inhibiteur efficace
d’activité HPPD (Pallett, K.E. et al 1997. Pestic. Sci. 50, 83-84 ). On observe une absence

totale de coloration pour la culture bactérienne contenant le vecteur pRP C 4 7mM du

composé ci-dessus.
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Des résultats identiques ont €t¢ obtenus en substituant, a la 2-cyano-3-cyclopropyl-
1-(2-méthyl-4-trifluorométhylphényl)propan-1,3-dione, la  2-cyano-3-cyclopropyl-1-(2-
méthylsulfonyl -4-(méthylthio) phényl) propan-1,3-dione, et la 2-(2-chloro-3-ethoxy-4-
(éthylsulfonyl)  benzoyl)-5-méthyl-1,3-cyclohexadione, (WO  93/03009). Les deux
molécules sont en solution dans du DMSO en concentration finale respectivement a
3,5mM et 7mM.

Ces résultats confirment qu’un test basé¢ sur l'activitt HPPD quelle que soit
I’origine de cette activité, permet d’identifier des activités HPPD présentant une tolérance a
des inhibiteurs d’activité HPPD de famille des isoxazoles aussi bien que des tricétones.

Exemple 2: Préparation et évaluation de 1'activité d'HPPD chimeéres
L'objectif est de faire des fusions entre HPPD d’organismes

phylogénétiquement distincts comme les plantes monocotylédones et dicotylédones
ou alors comme les plantes les bactéries, ceci ayant plusieurs avantages:

- obtenir des HPPD ayant des caractéristiques en terme d'usage de codons

plus favorables pour 1'expression dans les hotes pour lesquelles une

tolérance aux inhibiteurs de I'HPPD est souhaitable mais difficile a obtenir
avec une HPPD non chimérique,

- obtenir des HPPD ayant des caractéristiques en terme de faible affinité

pour les inhibiteurs plus favorables,

- obtenir une activitt HPPD in vitro ou in vivo avec un géne intéressant

mais dont on ne dispose que d'un clone partiel.

On a testé des fusions de domaines N- et C-terminaux de plantes.

1) Construction

On réalise les fusions entre les régions N-terminales des dicotylédones, et la
région C-terminal du majs. On a permuté ces régions au sein des dicotylédones,
proches phylogénétiquement.

La recherche de la zone de fusion s’est appuyée sur des comparaisons de
séquences protéiques des différentes HPPD (figure 1). Par homologie avec ’'HPPD
de Pseudomonas fluorescens, on a identifié les parties N-terminales d’Arabidopsis
thaliana et de Daucus carota, elles se terminent respectivement aux tyrosines 219
et 212. Le géne partiel de Zea mais correspond donc a 80% de la partie C-
terminale de la protéine.

On a choisi, comme zone d'échange, la région PINEP, trés conservée chez
les plantes. Ce qui est avant est la partie N-terminale et ce qui est apres est la partie
C-terminale. Par I’étude des séquences nucléotidiques, on a cherché a introduire un
site de restriction, si possible unique, et qui ne modifie pas ou peu la séquence
protéique, dans cette région. Le site de restriction Agel qui répond a ces criteres
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peut étre obtenu en modifiant 1'usage de codons pour les acides aminés E et P
adjacents.

Le site Agel a été introduit par mutagenese dirigée en utilisant la méthode
USE pour les HPPD d’Arabidopsis thaliana et de Daucus carrota, a I'aide des
oligonucléotides dégénérés AgeAra, AgeCar et avec I’oligonuciéotide de sélection
USE AlwNT utilisable avec le vecteur pTRc.

AgeAra 5/ pCCGATTAACGAACCGGTGCACGGAAC 3
AgeCar 5/ pCCCTTGAATGAACCGGTGTATGGGACC 3’
USE AlwNI 5’/ pCTAATCCTGTTACCGTTGGCTGCTGCC 3

On a utilisé la mutageneése par PCR pour introduire, dans le méme, temps le
site Sall en fin de géne et le site Agel chez Zea mais, afin de faciliter le sous-
clonage de toutes les fusions, dans le méme vecteur, aux mémes sites. Les amorces
utilisées sont AgeMais et SalMaisRev.

AgeMais 5’ CCGCTCAACGAACCGGTGCACGGCACC 3

SalMaisRev 5’ GCAGTTGCTCGTCGACAAGCTCTGTCC 3

Apres remplacement du fragment Agel/Sall du clone d’"HPPD d’Arabidopsis
thaliana par le fragment Agel/Sall de Zea mais ou de Daucus carrota, on a obtenu
les clones codant pour les HPPD chimeriques d’Arabidopsis thaliana | Zea mais et
d’Arabidopsis thaliana / Daucus carrota notés pFAM et pFAC (pour Fusion de N-
terminal d’Arabidopsis thaliana avec un C-terminal de Mais ou de Carotte). De la
méme facgon, avec le clone d’HPPD de Daucus carrota, on a obtenu les clones
pFCM et pFCA.

2) Activité in vivo

Le brunissement des colonies isolées, reflet de 'activité de I'HPPD, a été
observé pour les fusions FAM, FAC, FCA et FCM. En comparaison avec les
HPPD d’origine d’Arabidopsis thaliana (FAA) et de Daucus carrota (FCC), le
brunissement a été noté sur une échelle de 1 a 10, 10 représentant le plus fort

brunissement (comme décrit dans 1'exemple 1)

fragment fragment C-terminal
N-terminal
*%(C *k N ok A
FC* 5 2 2
FA* 9 9 10

13
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Globalement, I’activité baisse pour chaque fusion en comparaison a ’'HPPD
fournissant le domaine N-terminal complet et début du domaine C-terminal.

Dans le cas ou le N-terminal provient d’Arabidopsis thaliana, la baisse
d'activité est faible mais dans le cas ou le N-terminal provient de Daucus carrota,

5 I'activité mesurée chute plus nettement.

Ces expériences démontrent néanmoins que les HPPD chimeres sont des
enzymes actives, et qu'il est aujourd'hui tout a fait possible d'exprimer ces
chiméres dans les plantes, et par exemple d'exprimer une HPPD avec un N-

terminal de dicotylédone et un C- terminale de monocotylédone dans les plantes.
10
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REVENDICATIONS

1. HPPD chimére comprenant la partie N-terminale d’une premiere HPPD
associée a la partie C-terminale d’une deuxiéme HPPD.

2. HPPD chimére selon la revendication 1, caractérisée en ce que chaque partie
de PHPPD chimére provient d’une HPPD de toute origine, notamment choisies parmi les
HPPD de plantes, de bactéries ou de champignons.

3. HPPD chimére selon ’'une des revendications 1 ou 2, caractérisée en ce que
la partie N-terminale de 'HPPD chimere provient d’une HPPD de plante, ladite plante
étant préférentiellement choisie parmi les plantes dicotylédones, notamment Arabidopsis
thaliana ou Daucus carotta, ou de monocotylédones comme le mais ou le bl¢.

4. HPPD chimeére selon ’une des revendications 1 a 3, caractérisée en ce que
la partie C-terminale de ’HPPD chimére provient d’'une HPPD de plante ou d’'une HPPD
de micororganisme.

5. HPPD chimére selon la revendication 4, caractérisée en ce que ’HPPD de
plante est choisie parmi les HPPD de plantes dicotylédones, notamment Arabidopsis
thaliana ou Daucus carotta, ou de monocotylédones comme le mais ou le bié.

6. HPPD chimeére selon la revendication 4, caractérisée en ce que I’HPPD de
micro-organisme est une HPPD de bactérie, en particulier Pseudomonas, plus
particulierement Pseudomonas fluorescens.

7. Séquence d’acide nucléique codant pour une HPPD chimere selon
'une des revendications 1 a 6.

8. Geéne chimére comprenant une séquence codante ainsi que des
éléments de régulation en position 5' et 3' hétérologues pouvant fonctionner dans un
organisme hote, en particulier les cellules végétales ou les plantes, caractérisé en ce
que la séquence codante comprenant au moins une séquence d’acide nucléique
codant pour une HPPD chimeére selon la revendication 7.

9. Géne chimere selon la revendication 8, caractéris€ en ce que
I’organisme hote est choisi parmi les bactéries, par exemple E. coli, les levures, en
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons,
en particulier Aspergillus, les bacilovirus, ou les cellules végétales et les plantes.

10.  Gene chimére selon la revendication 8, caractérisé en ce que
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I’organisme hote est une cellule végétale ou une plante.

11. Geéne chimére selon la revendication 10, caractéris¢é en ce qu’il
comprend en 5 de la séquence d’acide nucléique codant pour une HPPD chimere,
une séquence d’acide nucléique codant pour un peptide de transit de plante, cette
séquence étant disposée entre la région promotrice et la séquence codant pour
I’HPPD chimeére de maniére a permettre ’expression d’une protéine de fusion
peptide de transit/HPPD chimére.

12. Protéine de fusion peptide de transit/HPPD chimere, I’'HPPD chimere
étant définie selon I’une des revendications 1 a 6.

13. Vecteur de clonage et/ou d’expression pour la transformation d’un
organisme hote caractérisé en ce qu’il contient au moins un gene chimere selon I’une
des revendications 8 a 11.

14.  Procédé de transformation d’un organismes hdte, caractérisé en ce que
I’on intégre de maniére stable dans ledit organisme hote au moins une séquence
d’acide nucléique selon la revendication 7 ou un géne chimére selon I'une des
revendications 8 a 11.

15.  Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce que 1’organisme
hote est une cellule végétale.

16. Procédé selon la revendication 15, caractérisé en ce que ’on régéncre
une plante a partir de la cellule végétale transformée.

17. Organisme hote transformé, en particulier cellule végétale ou plante,
caractérisé en ce qu’il contient une séquence d’acide nucléique selon la revendication
7 ou un géne chimére selon I’une des revendication 8 a 11.

18.  Cellule végétale caractéris¢ en ce qu’elle contient une séquence
d’acide nucléique selon la revendication 7 ou un gene chimeére selon 'une des
revendication 8 a 11.

19. Plante transformée, caractérisée en ce qu’elle contient des cellules
transformées selon la revendication 18.

20.  Plante selon la revendication 19, caractérisée en ce qu’elle est
régénérée a partir des cellules transformées selon la revendication 18.

21. Plante transformée caractérisée en ce qu’elle est issues de la culture

et/ou du croisement des plantes régénérées selon la revendication 20.
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22. Plantes transformées selon 1’une des revendications 19 a 21,
caractérisées en ce qu’elles sont choisies parmi les monocotylédones, notamment les
céréales, la canne a sucre, le riz et le mais, ou les dicotyledones, notamment le tabac,
la soja, le colza, le coton, la betterave et le tréfle.

23. Graines des plantes transformées selon I’une des revendications 19 a
22.

24. Procédé de contrdle des mauvaises herbes dans une surface d’un
champ comprenant des graines selon la revendication 23 ou des plantes transformées
selon I"une des revendications 19 a 22, lequel procédé consiste a appliquer dans la
dite surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d’un
herbicide inhibiteur d’HPPD, sans toutefois affecter de maniére substantielle les
graines ou plantes transformées avec le dit géne chimere selon I’invention.

25. Procédé¢ de culture des plantes transformées selon ['une des
revendications 19 & 22, lequel procédé¢ consiste & planter les graines des dites plantes
transformées selon la revendication 23 dans une surface d’un champ approprié pour
la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une dose
toxique pour les mauvaises herbes d’un herbicide ayant pour cible ’HPPD en cas de
présence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les dites graines
ou les dites plantes transformées, puis & récolter les plantes cultivées lorsqu’elles
arrivent a la maturité souhaitée et éventuellement a séparer les graines des plantes
récoltées.

26. Procédé selon 1’'une des revendications 24 ou 25, caractérisé en ce que
’inhibiteur d’HPPD est choisi parmi les isoxazoles, en particulier l'isoxaflutole, les
dicétonitriles, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-1-(2-SOp CH3-4-CF3 phényl)
propane-1,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-1-(2-SO» CH3-4-2,3 Cly phényl)

propane-1, 3-dione, les tricétones, en particulier la sulcotrione, ou les pyrazolinates.
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LISTE DE SEQUENCES

(1) INFORMATIONS GENERALES:

(1) DEPOSANT:
(A) NOM: RHONE-POULENC AGROCHIMIE
(B) RUE: 14-20 Rue Pierre BAIZET
(C) VILLE: LYON
(E) PAYS: France
(F) CODE POSTAL: 69009

(ii) TITRE DE L'INVENTION: Hydroxy-phényl pyruvate dioxygénase chimére,
séquence d’ADN et obtention de plantes contenant un tel géne, tolérantes aux
herbicides

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR:
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk
(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible
(C) SYSTEME D'EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS
(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OEB)

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1:

CCGATTAACG AACCGGTGCA CGGAAC 26

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(1ii) TYPE DE MOLECULE: ADN

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2:

CCCTTGAATG AACCGGTGTA TGGGACC 27

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:



WO 99/24586

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide

(C) NOMBRE DE BRINS: simple

(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

CTRATCCTGT TACCGTTGGC TGCTGCC

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

CCGCTCAACG AACCGGTGCA CGGCACC

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 paires de bases

(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO:

GCAGTTGCTC GTCGACAAGC TCTGTCC
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