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DESCRIPCION
Nuevo sistema hibrido para brassica napus
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un sistema de esterilidad masculina condicional nuclear
en Brassica napus. Realizaciones de la presente invencion proporcionan métodos para la produccion
de la linea femenina (estéril masculina) prebasica (MsMsrfrf), la linea mantenedora (fértil masculina)
(msmesrfrf), la linea femenina (estéril masculina) basica (Msmsrfrf), y lineas hibridas. Realizaciones
adicionales de la presente invencion se refieren a marcadores asociados con los alelos de esterilidad,
de fertilidad y mantenedores, respectivamente, y al uso de esos marcadores para proporcionar el
sistema hibrido.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cosecha que sirve para la produccion de aceite a partir de plantas de Brassica es una
cosecha cada vez méas importante. Como fuente de aceite vegetal, actualmente figura sélo detras de
habas de soja y palma en importancia comercial, y es comparable a girasoles. El aceite se usa tanto
como aceite de ensaladas como aceite para cocinar, y desempefia un papel cada vez mas importante
en biocombustibles (biodiésel).

En su forma original, el aceite de Brassica, conocido como aceite de colza, era nocivo para
los seres humanos debido a su nivel relativamente elevado de &cido erdcico. El &cido erlcico esta
presente habitualmente en variedades de cultivo nativas en concentraciones de 30-50% en peso
basado en el contenido total de acido graso. Este problema se resolvié cuando los cientificos de las
plantas identificaron un germoplasma con bajo contenido de &cido erdcico (Stefansson, 1983). Aunque
estas variedades con menos de 2% de &cido erdcico en su perfil de &cido graso total (calidad cero
individual) produjeron aceite comestible, la presencia continuada de compuestos de azufre,
denominados glucosinolatos (GSL), en la harina con contenido proteico elevado, siguié siendo un
obstaculo importante para la expansion posterior en el mercado. La amplia aceptaciéon de harina de
colza para la nutricion animal esta impedida por la presencia de los GSL en la semilla. Ademas, los
glucosinolatos también son indeseables puesto que pueden conducir a la produccion de productos de
ruptura antinutricionales (por ejemplo, tiocianatos, isotiocianato y nitrito) con la escision enzimatica
durante la extraccion del aceite y digestion cuando son atacados por la enzima endégena mirosinasa
durante la trituracion. En consecuencia, se desarrollaron las denominadas variedades “doblemente
bajas” (bajas en acido erucico en el aceite, asi como bajas en glucosinolatos en la harina sélida tras la
extraccion del aceite), que tienen un contenido de &cido erdcico menor que 2% en peso basado en el
contenido total de acido graso, y un contenido de glucosinolatos menor que 30 umoles/gramo de la
harina libre de aceite. Estas formas de alta calidad de la colza, desarrolladas por primera vez en
Canad4, son conocidas como canola. Actualmente, el umbral maximo establecido por la ley europea
es 25 umoles de glucosinolato (GSL) total por gramo (g) de semilla a una humedad de 8,5%, segun se
mide mediante HPLC (decreto de la UE 2294/92). Las variedades de canola de primavera doblemente
bajas, cultivadas en Canada, necesitan tener niveles de GSL menores que 30 pumoles de GSL por
gramo de harina libre de aceite secada al aire a una humedad de 0%, segun se mide mediante TMS.
Los niveles de GSL de las variedades de colza doble cero cultivadas habitualmente en Europa y
Canada varian significativamente por debajo de los niveles umbral a 60% del nivel umbral oficial o
incluso inferior. Sin embargo, muchos paises estan solicitando niveles incluso méas bajos de
glucosinolatos a fin de registrar variedades de céanola.

Ademas, los cientificos de plantas han intentado mejorar el perfil de acidos grasos para el
aceite de colza (Robbelen, 1984; Ratledge et al., 1984; Rdbbelen, 1975; Rakow y McGregor, 1973).

Especialmente, la colza de invierno (Brassica napus L. ssp. oleifera (Metzg.), Brassicaceae)
es una cosecha importante para la producciéon de semilla para la obtencion de aceite en regiones
agricolas templadas. En Alemania, en el 2006, aproximadamente 1,5 millones de hectareas (12% del
area agricola total) se sembraron con colza.

La colza es una cosecha predominantemente autopolinizada, con alrededor de un tercio de
exogamia (Becker et al., 1992). La reproduccién de plantas de colza se ha centrado en semillas
polinizadas de forma abierta aprovechando la elevada afinidad por la autocompatibilidad de dichas
plantas. La heterosis significativa para el rendimiento de las semillas en colza ha creado interés en el
desarrollo de variedades de cultivo hibridas (Riaz et al., 2001). La heterosis significa la ventaja de
crecimiento y rendimiento de hibridos en comparacién con sus progenitores obtenida mediante el
cruzamiento de dos genotipos homocigotos genéticamente diferentes (Shull, 1922). Los hibridos de
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colza muestran siempre una heterosis significativa en el rendimiento. Diversos autores han dado a
conocer una considerable heterosis para el rendimiento de las semillas en hibridos F1 de colza
(Brassica napus L.) al comienzo de la reproduccion hibrida en colza (Schuster, 1969; Rébbelen, 1985;
Grant y Beversdorf, 1985; Lefort-Buson et al., 1987; Brandle y McVetty, 1989; Paulmann y Frauen,
1991; Stefansson, 1983; Brandle y McVetty, 1990; Shen, 2005). Principalmente, el nivel de heterosis
en colza de tipo primavera puede ser tan elevado como 20% a 30%, y en colza de tipo invierno
alrededor de 30% a 40%.

Una produccion eficaz de semillas hibridas requiere tanto la identificacion de grupos
heteréticos (patrimonios genéticos distintos; Melchinger y Gumber, 1998, Becker y Link, 2000) como
un método para el cruzamiento seleccionado de esos grupos heteréticos.

En colza de invierno, las primeras variedades hibridas que se registraron en Europa son
asociaciones de lineas hibridas que usan el sistema INRA Ogura e hibridos completamente
restaurados usando el sistema MSL (véase mas abajo para detalles). Sin embargo, en comparacion
con lineas consanguineas de élite, el efecto de la heterosis es todavia moderado. Sin embargo, la
ganancia de rendimiento relativamente baja no esta provocada por la ineficacia del sistema hibrido,
sino por la falta de acervos genéticos diversos en colza como consecuencia de décadas de
consanguinidad y regulaciones gubernamentales (por ejemplo, contenido de glucosinolatos o de &cido
erucico), que todavia provocan una variabilidad del germoplasma limitada.

Acervos genéticos méas diversos conducirdn a mayores efectos heteréticos, pero su
desarrollo se inicio sélo recientemente. No obstante, un sistema hibrido comercialmente funcional es
el requisito previo predominante para lograr incrementos significativos de rendimiento en el futuro en la
colza. Esos incrementos no s6lo se necesitan por el incremento de demanda para fines alimentarios,
sino por la demanda que crece rapidamente de biocombustibles (biodiésel).

Ademas de la esterilidad masculina inducida quimicamente (CHA), se han explorado tres
principios de sistemas hibridos a base de genética en variedades de Brassica: los reproductores usan
plantas de Brassica autocompatibles (Sl), estériles masculinas citoplasmicas (CMS), y estériles
masculinas nucleares (NMS; antiguamente también esterilidad masculina genética, GMS) como el
progenitor femenino (para un repaso de sistemas hibridos en vegetales, véase Kumar et al., 2004).
Las plantas S| no son capaces de autopolinizarse debido a su constitucion genética, y las plantas
femeninas CMS asi como NMS son incapaces de producir polen. De este modo, todas estas plantas
se deben de polinizar de forma cruzada mediante un progenitor fértil masculino. Usando estas plantas,
los reproductores estan intentando mejorar la eficiencia de la produccion de semillas y la calidad de
los hibridos F1 y reducir los costes de la reproduccion. Cuando la hibridacién se realiza sin usar
plantas SI, CMS o NMS, es mas dificil obtener y aislar los rasgos deseados en la progenie (generacion
F1), debido a que los progenitores son capaces de sufrir tanto polinizacion cruzada como
autopolinizacion.

Un sistema de control de la polinizacién simple y eficaz es la etapa clave para utilizar
heterosis en la produccion de semillas hibridas comerciales. Si uno de los progenitores es una planta
Sl, CMS o NMS que no es capaz de autopolinizarse, o es incapaz de producir polen, sélo se producira
la polinizacion cruzada. Eliminando el polen de una variedad parental en un cruzamiento, el
reproductor de plantas se asegura que se obtenga una semilla hibrida de calidad uniforme, con la
condicion de que los progenitores sean de calidad uniforme y el reproductor lleve a cabo un dnico
cruzamiento.

Sistemas de autocompatibilidad: Hasta ahora no se ha desarrollado ningin sistema Sl
comercialmente utilizable para colza. La patente canadiense CA 2.143.781 describe un método de
reproduccion hibrido para plantas de cosechas en la familia Brassicaceae, en el que se produce una
semilla F1 cruzando el progenitor femenino de una linea estéril masculina autoincompatible con un
progenitor masculino. Sin embargo, la cuestién principal para Sl es la reproducciéon de lineas
progenitoras Sl a gran escala, lo que hace a este sistema dificil para aplicaciones comerciales.

Esterilidad masculina citoplasmica (CMS): CMS es un fenémeno heredado
maternalmente, cuyos determinantes genéticos estan localizados en el genoma de los organulos
citoplasmaticos, la mitocondria. Tales plantas estan gravemente impedidas en su capacidad para
producir granos de polen funcionales. Los genes restauradores para los sistemas CMS son genes
nucleares dominantes, que suprimen efectos estériles masculinos del citoplasma. La expresién de
esterilidad masculina CMS es el resultado de la incompatibilidad entre el gen nuclear recesivo
(denominado alelo mantenedor; rf) y el genoma citoplasmatico especifico estéril masculino.

Los sistemas CMS usados en la produccién comercial de hibrido F1 de plantas de colza
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son el sistema Polima (pol; Fu, 1981), Kosena, y el Ogura (Ogura, 1968; Makaroff, 1989; Pellan-
Delourme et al., 1987; documentos US 5.254.802; US 20040237141, US 20020032918, EP 0.599.042;
US 6.229.072).

El sistema de esterilidad masculina citoplasmica Polima (Pol CMS) se ha usado
principalmente en la produccion de colza hibrida en China. Sin embargo, debido a sus limitaciones
inherentes, tales como inestabilidad de la esterilidad, el namero limitado de restauradores y la
influencia negativa potencial del citoplasma, el uso de hibridos con citoplasma CMS individual sobre
grandes areas no es ideal. La principal desventaja de pol CMS es la inestabilidad de la esterilidad
masculina a temperatura elevada. Las lineas estériles masculinas podrian hacerse parcialmente
fértiles en situaciones de temperatura relativamente baja o alta (Yang y Fu, 1987).

El sistema Ogura (ogu; Ogura, 1968; Pelletier et al., 1983; Heyn, 1976) y el Kosena se
basan ambos en un gen CMS derivado de rdbano. Se ha transferido un restaurador de la fertilidad
para plantas estériles masculinas citoplasmicas Ogura desde Raphanus sativus (rabano) hasta
Brassica (Pelletier et al., 1987), debido a que la colza carece de un alelo Rf que corresponde a dicho
gen CMS. El sistema Ogura se describe en los documentos EP 0.599.042, EP 0.671.121, y WO
2005/074671. El alelo restaurador que se origina a partir de rabano esta descrito fenotipicamente
(documento WO 92/05251; Delourme et al., 1991). El material restaurador Ogura inicial mostré6 una
fertilidad femenina reducida y un contenido elevado de glucosinolatos estrechamente relacionado con
su gen restaurador de la fertilidad, lo que se solucion6 a través de un retrocruzamiento prolongado
(Delourme et al., 1991, Renard et al., 1997). El documento EP 1.493.328 describe un método para
producir lineas restauradoras doblemente bajas de Brassica napus para esterilidad masculina
citoplasmica Ogura. Aunque el contenido de glucosinolatos se reduce en esas lineas tras un
retrocruzamiento laborioso, parece que hay algunos problemas inherentes asociados con los alelos Rf
tales como disminucion del rendimiento a mayores temperaturas, un conjunto reducido de semillas, y
un numero reducido de évulos por silicua (Pellan-Delourme y Renard, 1988; Delourme et al., 1994),
menores rendimientos de semillas, peores resistencias a enfermedades y susceptibilidad al
encamado. Algunas de esas propiedades tienen una relacion estrecha con el alelo restaurador
(Delourme et al., 1994, 1995), y los datos sugieren que algunas de esas propiedades pueden ser
enddgenas al alelo restaurador y pueden no ser capaces de superarse mediante enfoques de
reproduccion o incluso transgénicos con el alelo restaurador aislado.

Una desventaja inherente del sistema CMS es la propagacién de una linea CMS femenina
homocigota. Puesto que la linea A CMS femenina, estéril masculina, no se puede autopolinizar, se
debe mantener cruzando dicha linea A con una linea B mantenedora que es fértil masculina y
genéticamente idéntica a la linea A. El resultado de este cruzamiento es una linea A CMS estéril
masculina.

Esterilidad masculina nuclear (NMS): La esterilidad masculina nuclear (primitivamente
denominada como esterilidad masculina génica, gms) esta controlada por el gen o genes del
compartimiento nuclear. La mayoria de los mutantes estériles masculinos de origen natural o
inducidos son de naturaleza recesiva, con unas pocas excepciones en vegetales de col (por ejemplo,
repollo y brocoli) y lineas estériles masculinas genéticamente transformadas (Kaul, 1988, Williams et
al., 1997). Aungue se produce polen funcional, el polen de ciertos mutantes no se autofertiliza, debido
a la falta de dehiscencia de polen o a la morfologia especial de las flores de las plantas, por ejemplo
esterilidad posicional en el tomate (Atanassova, 1999) y esterilidad masculina funcional en berenjena
(Phatak y Jaworski, 1989). La aparicion de esterilidad masculina predominantemente recesiva indica
que la gms es el resultado de la mutacion de cualquier gen o genes que controlan la
microesporogénesis (proceso de desarrollo del polen), desarrollo del estambre o microgametogénesis
(proceso de desarrollo de gametos masculinos).

Los sistemas NMS tienen la ventaja de una esterilidad completa y estable sin casi ningun
efecto citoplasmatico negativo. Se han descrito varios tipos de mutantes de NMS en Brassica napus, y
se ha dado a conocer que la esterilidad de estos mutantes esta controlada por un gen (Takagi, 1970;
Mathias, 1985; Hu, 2000), dos genes (Li et al., 1985, 1988, 1993, 1995; Hou et al., 1990; Tu et al.,
1997a), tres genes (Chen et al., 1998; Wang et al., 2001), y un gen con multiples alelos (Song, 2005).
Sin embargo, los sistemas son préacticamente dificiles de manipular y a menudo demuestran una
elevada sensibilidad a efectos medioambientales tales como, por ejemplo, el calor. De este modo, en
comparacion con el sistema CMS, la aplicacién del método NMS dominante en la produccién de colza
esta muy por detras, principalmente debido a la herencia de fertilidad complicada y a las dificultades
en distinguir los diferentes genotipos en una poblacion segregante. El procedimiento de reproduccion
para una linea de dos tipos homocigota es muy complicado, y la identificacion de los diferentes
genotipos (Ms Rf) con rasgos esperados en generaciones de retrocruzamiento o autogeneradas es
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laboriosa y consume tiempo con la metodologia de reproduccion tradicional.

En China, se han usado tres sistemas NMS en la reproduccion hibrida, y se han registrado
unos pocos hibridos. Aunque un NMS recesivo tiene ventajas (s6lo necesita dos lineas), también tiene
el fatal inconveniente de ser dificil de conducir a una poblacion estéril masculina completa. Puesto que
gms se mantiene a lo largo del retrocruzamiento, en la produccion de semillas hibridas en el campo es
necesario que se identifiquen 50% de segregantes fértiles masculinos (Msms) y que se eliminen antes
de que desprendan polen. La eliminacién del 50% de plantas fértiles masculinas de las lineas
femeninas se puede realizar, por ejemplo, mediante seleccion asistida por marcadores (Tu et al.,
1999). Sin embargo, estos métodos son caros, de gran trabajo y comercialmente no competitivos.
Debido al proceso de mantenimiento mas tedioso y a la no disponibilidad de un gen marcador
adecuado entre las cosechas vegetales, la utilizaciéon de gms esta restringida a s6lo unos pocos
vegetales. Hasta ahora no se ha desarrollado ningun sistema en colza. La identificacién de citoplasma
fertilizante para gen estéril masculino nuclear especifico (Homer y Palmer, 1995) es un area de
investigacion interesante, la cual, al tener éxito, puede proporcionar la oportunidad para la utilizacion
més eficaz de lineas, como la linea cms.

Una forma especial de los sistemas de ms nuclear es el sistema de esterilidad masculina
transgénica, para el cual se realizaron desarrollos primitivos al comienzo de los afios 1990 (Mariani,
1992). Estos sistemas han sido posibles debido al aislamiento, clonacién y caracterizacion de genes
especificos de anteras o de polen y secuencias promotoras (Williams et al., 1997). Sin embargo, los
sistemas transgénicos tienen que sufrir un proceso de aprobacion gubernamental largo y costoso, que
coloca a esos sistemas en desventaja competitiva significativa en comparacion con otros sistemas.

Sistemas de esterilidad masculina sensible al entorno (enms): Ciertas lineas de nms en
plantas son mutantes condicionales, lo que quiere decir con ello que, en un entorno particular, las
plantas mutantes estériles masculinas se convierten en fértiles masculinas. Tras la determinacién del
entorno critico (habitualmente temperatura o fotoperiodo) para la expresion de esterilidad y fertilidad,
tales mutantes GMS se clasifican como lineas estériles masculinas nucleares sensibles al entorno
(enms). En cosechas vegetales, se han dado a conocer lineas enms mayoritariamente sensibles a la
temperatura (Tabla 1). Desde un punto de vista de aplicaciéon practica, es necesario identificar la
temperatura o fotoperiodo critico para la expresion de fertilidad/esterilidad en sistemas de esterilidad
masculina genética sensibles a temperatura y a fotoperiodo, respectivamente.

Tabla 1: Mutantes de esterilidad masculina sensible al entorno en vegetales

\Vegetal Mutante Referencia

Berza TGMS, PGMS Rundfeldt, 1961

Col de Bruselas TGMS Nieuwhof, 1968

Brocoli TGMS Dickson, 1970

Pimiento TGMS, TCMS Daskalov, 1972; Shifriss, 1997*
Zanahoria TGMS Kaul, 1988

Tomate TGMS Rick, 1948; Sawhney, 1983

TGMS-Esterilidad masculina génica termosensible
PGMS-Esterilidad masculina génica sensible a fotoperiodo

*TCMS- Esterilidad masculina citoplasmica termosensible

Tabla de Kumar et al., 2004

La produccion de semillas hibridas usando lineas enms es més atractiva debido a la
facilidad en la multiplicacion de semillas de la linea estéril masculina. Las semillas de las lineas enms
se pueden multiplicar en un entorno en el que expresan el rasgo de fertilidad masculina, mientras que
las semillas hibridas se pueden producir en otro entorno en el que expresan esterilidad masculina.
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Sistema MSL de NPZ (“Norddeutsche Pflanzenzucht Lembke”): El sistema MSL
(Lembke de esterilidad masculina) es un sistema proporcionado por NPZ/Lembke, que actualmente se
comercializa en Europa (Pinochet et al., 2000). En el afio 2006, los hibridos producidos con este
sistema cubrieron un area de alrededor de 1,15 millones de hectareas en Europa (de las cuales
850.000 hectéareas en Alemania (Frauen et al., 2007)). Se afirma que el sistema MSL se basa en una
mutaciéon y seleccién espontanea en la estacion de reproduccion NPZ en 1984 (Frauen, 1999;
Paulmann y Frauen, 1999). En Alemania, las primeras variedades hibridas MSL restauradas fueron
aprobadas en 1996 (Frauen y Baer, 1996) y demostraron un rendimiento incrementado de
aproximadamente 12% en comparacion con las variedades no hibridas convencionales de élite. El
sistema se describe como un sistema CMS alternativo (Frauen, 1999; “Hybridrapsflebel”’, material de
promocién Rapool), que usa una linea mantenedora fértil para la propagacién de una linea madre
estéril para derivar hibridos completamente restaurados. Todas las variedades de cultivo en linea de
colza convencionales conocidas son lineas restauradoras para este sistema de esterilidad masculina.
Este hecho y la afirmacion de que el sistema se origina a partir de una mutaciéon espontanea sugiere
que es diferente de otros sistemas de esterilidad conocidos. Ninguna de las lineas parentales del
sistema MSL ni el método de la preparacion de la semilla hibrida son conocidos por el publico, sino
gue se mantienen en secreto de marca. Esto limita el uso del sistema MSL y sus aplicaciones a un
espectro mas amplio de variedades de colza.

MS Takagi: Takagi (1970) indujo en la variedad japonesa “Murasaki natane” esterilidad
masculina mediante mutagénesis por irradiacién con rayos gamma. Este sistema fue descrito por
Takagi como recesivo monogén. Theis (1990) describe en su tesis doctoral (p. 14-18) que MS Takagi
esta controlada por dos genes, uno de los cuales es un gen de esterilidad masculina recesivo
homocigoto, y uno de los cuales es un “gen modificador” dominante. Theis describe que MS Takagi es
estéril en condiciones de campo normales, pero puede volver a ser fértil bajo un tratamiento de
temperatura de una semana (temperatura diurna de 38°C/temperatura nocturna de 18°C) después de
7 a 10 dias (p. 49). Theis propone ademas la produccién de una linea parental 100% fértil mediante
polinizacion de plantas estériles con polen de plantas estériles tratadas con temperatura (p. 55). Sin
embargo, no se conoce en el pablico el uso comercial de este sistema, y no se ha desarrollado ningin
sistema hibrido comercialmente viable del mismo. Ni Takagi ni Theis describen lineas homocigotas
para el gen de esterilidad o el “gen modificador’. Cuando explica sistemas de esterilidad masculina
nuclear, Denis et al. (1993) describe, con referencia al sistema de Takagi, que una razén para las
dificultades relacionadas con este sistema es la ausencia de genes marcadores que no permite la
clasificacion de plantas estériles masculinas o fértiles masculinas en la progenie, lo que se requiere
para proporcionar lineas homocigotas (para una explicacion detallada, véase también mas abajo).

Como se ha mencionado anteriormente, actualmente sélo se emplean comercialmente dos
sistemas hibridos: (1) el sistema NPZ MSL, para el cual no se conoce la genética, y (2) el sistema de
Ogura, el cual, debido a ciertas desventajas agrondmicas relacionadas con el alelo restaurador,
tampoco es o6ptimo. El sistema de canola hibrido InVigor™ disponible adicionalmente (Bayer
CropScience) es un sistema transgénico y por lo tanto esta ligado a costes de regulacién elevados y
problemas publicos. Sin embargo, estos pocos sistemas estan limitados en nimero. De este modo,
sistemas adicionales serian beneficiosos no sélo desde una perspectiva econémica, sino también por
razones agricolas: un gran uso de un sistema hibrido individual en una cosecha como colza haria
vulnerable a la poblacion frente a enfermedades que se pueden propagar mas facilmente en
poblaciones genéticas uniformes. La utilizacion de varios sistemas hibridos en paralelo permitiria una
mayor variacion genética y reduciria esta vulnerabilidad.

Por lo tanto, el problema a resolver por la presente invencion es proporcionar un nuevo
sistema hibrido de esterilidad masculina nuclear alternativo comercialmente viable en colza, que
produzca harina y aceite de colza comercialmente viables y sea un método conveniente y
econémicamente eficaz para producir semillas hibridas (preferiblemente con un contenido de
glucosinolato no mayor que 25 umoles por gramo de semilla seca al aire a una humedad de 9%), que
no tenga ademas las desventajas de los sistemas usados actualmente.

El problema se resuelve mediante la presente invencion.
DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1: Herencia del sistema hibrido restaurado (RHS) y desarrollo de la variedad. Esquema
de reproduccion para la fijacion de la linea Ms y la linea mantenedora, y el esquema
de cruzamiento subsiguiente para el sistema hibrido. La parte superior del esquema
describe la fijacion del genotipo MsMsrfrf (linea femenina prebasica) y el genotipo
msmsrfrf (linea mantenedora). La parte inferior describe el esquema de
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cruzamientos para proporcionar semilla hibrida proporcionando el primer lugar una
linea femenina basica (Msmsrfrf) cruzando la linea femenina prebasica (MsMsrfrf) y
la linea mantenedora (msmsrfrf), y proporcionando después la semilla hibrida
cruzando la linea femenina basica (Msmsrfrf) con una linea restauradora
(msmsRfRf).

Fotos que demuestran el fenotipo de rayas blancas/manchado de blanco de las
plantas condicionalmente estériles masculinas (tras la refertilizacién inducida por
temperatura) en comparacion con flores de las plantas fértiles masculinas.

A: Fenotipo de rayas blancas/manchado de blanco de una planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina tras la refertilizacion inducida por temperatura
elevada.

B: Comparacion de flores de rayas blancas/manchadas de blanco (planta de
Brassica napus estéril masculina; flor izquierda) con flores normales de la planta de
Brassica napus fértil masculina (flor derecha).

C: Igual que A, con é&reas blancas marcadas por secciones sombreadas a trazos
superpuestas.

D: Igual que B, con areas blancas marcadas por secciones sombreadas a trazos
superpuestas.

E: Flor de planta de Brassica napus fértil masculina.

Fotos que demuestran el fenotipo de aborto de la yema de las plantas de Brassica
napus condicionalmente estériles masculinas.

A: Brotes estériles de plantas estériles masculinas con aborto de la yema.

B-D: Brotes de plantas estériles masculinas tras el tratamiento térmico que tienen
flores estériles y fértiles en el mismo brote.

E: Brotes de plantas estériles masculinas con vainas tras la fertilizacion mediante
tratamiento térmico y autofecundacion.

A: Perfil de un marcador candidato de BSA que presenta un polimorfismo ligado a la
esterilidad y después a la segregacion del alelo Ms (alt: 1). El tamafio del fragmento
presentado en los agrupamientos fértiles masculinos es el mismo que el observado
para el progenitor fértii masculino. Mientras tanto, los agrupamientos estériles
masculinos presentaron dos fragmentos: el observado para el progenitor esteéril
masculino, y el observado para el progenitor fértil masculino. Esta observacion es
consistente con lo esperado, debido a que las plantas estériles masculinas pueden
ser tanto homocigotas como heterocigotas para el alelo Ms.

B: Perfil en agarosa de los productos de amplificacion obtenidos en las lineas fértil
masculina (F) y estéril masculina (S) por la combinacién de los cebadores HINK6702
y 6707 (SEC ID NO: 13y 14, respectivamente).

Gréfica de SNP tipica obtenida para el marcador SRO002A con plantas estériles
homocigotas (MsMs), estériles heterocigotas (Msms), o fértiles homocigotas (msms)
que segregan en tres nubes diferentes segun el tipo de transmision de fluorescencia
y su intensidad.

Secuencia marcadora NR1116. Estan subrayados los cebadores directo e inverso
para la amplificacion de SSR. La propia SSR esta en letra negrita. En el extremo &’
de la secuencia no se pudieron identificar claramente algunos nucleétidos, y estan
marcados con “N”, que puede representar A, T, C o G.

Secuencia marcadora NR2525. Estan subrayados los cebadores directo e inverso
para la amplificacién de SSR. La propia SSR esta en letra negrita.

Secuencia marcadora NR2219. Estan subrayados los cebadores directo e inverso
para la amplificacion de SSR. La propia SSR estéa en letra negrita.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2356491 T3

Fig. 9: A: Secuencia 1 de Consenso de SNP (SEC ID NO: 3).
B: Secuencia 2 de Consenso de SNP (SEC ID NO: 6).

Se muestran las secuencias de consenso para los alelos fértil y estéril. Las areas
mutadas estan entre paréntesis, y presentan los nucleétidos para el haplotipo tanto
fértil como estéril (véanse los ejemplos para mas detalle). Las letras en negrita en el
extremo 5 de la Secuencia 1 de Consenso marcan el extremo 3’ de la repeticion
SSR.

Fig. 10: Principio basico del ensayo de TagMan (de: Pre-Developed TagMan® Assay
Reagents Allelic Discrimination Protocol; Part Number 4312214 Rev. C 5/2005;
Applied Bio-systems)

Fig. 11: Posicion cartografica de los homdélogos de Arabidopsis de 23 genes candidatos de
Brassica a través de los cinco cromosomas de Arabidopsis thaliana. La distancia
fisica expresada en pares de bases se especifica en el lado izquierdo de la barra; la
ID de referencia de los genes de Arabidopsis thaliana se especifica en el lado
derecho de la barra.

Fig. 12: Resultado de GeneMapper para el marcador SSCP derivado de PUT-161 a-
Brassica_napus-59218 que muestra un ejemplo de un individuo de una planta estéril
homocigota (rfrf), fértil homocigota (RfRf) y fértil heterocigota (Rfrf).

DEFINICIONES

Se entenderd que esta invencion no esté limitada a la metodologia particular, protocolos,
estirpes celulares, especies 0 géneros vegetales, constructos, y reactivos descritos aqui como tales.
También se entenderd que la terminologia usada aqui es con el fin de describir solamente
realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estari
limitado soélo por las reivindicaciones anejas. Se debe observar que, como se usa aqui y en las
reivindicaciones anejas, las formas singulares “un”, “y”, y “el/la” incluyen la referencia en plural excepto
gue el contexto dicte claramente otra cosa. De este modo, por ejemplo, la referencia a “una planta” es
una referencia a una o mas plantas, e incluye equivalentes de la misma conocidos por los expertos en
la técnica, y asi sucesivamente. Como se usa aqui, la palabra “o” significa un miembro cualquiera de
una lista particular, y también incluye cualquier combinacion de miembros de esa lista (es decir,
incluye también “y”).

La expresion “alrededor de”, como se usa aqui, significa aproximadamente, apenas,
cercano a, o en la regién de. Cuando la expresiéon “alrededor de” se usa junto con un intervalo
numérico, modifica ese intervalo extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores
numéricos expuestos. En general, la expresion “alrededor de” se usa aqui para modificar un valor
numeérico por encima y por debajo del valor sefialado por una varianza de 20 por ciento,
preferiblemente 10 por ciento arriba o abajo (mayor o menor). Con respecto a una temperatura, la
expresion “alrededor de” significa + 1,0°C, preferiblemente + 0,5°C. Cuando la expresion alrededor de
se usa en el contexto de esta invencion (por ejemplo, en combinaciones con valores de temperatura o
de peso molecular), se prefiere el valor exacto (es decir, sin “alrededor de”).

El término “alelo(s)” significa cualquiera de una o mas formas alternativas de un gen, alelos
todos los cuales se relacionan con al menos un rasgo o caracteristica. En una célula diploide, los dos
alelos de un gen dado ocupan loci correspondientes en un par de cromosomas homologos. En
algunos casos (por ejemplo, para QTL), es mas exacto referirse a “haplotipo” (es decir, un alelo de un
segmento cromosomico) en lugar de “alelo”; sin embargo, en esos casos, se debe entender que el
término “alelo” comprende el término “haplotipo”. Si dos individuos poseen el mismo alelo en un locus
particular, los alelos se denominan “idénticos por filiacion” si los alelos se heredaron de un ancestro
comun (es decir, los alelos son copias del mismo alelo parental). La alternativa es que los alelos sean
“idénticos por estado” (es decir, los alelos parecen ser los mismos pero derivan de dos copias
diferentes del alelo). La informacién de identidad por linaje es Util para estudios de ligamiento; la
informacién tanto de identidad por linaje como de identidad por estado se puede usar en estudios de
asociacion tales como los descritos aqui, aunque la informacion de identidad por linaje puede ser
particularmente Uutil.

El término “retrocruzamiento” se entiende dentro del alcance de la invencidn que se refiere
a un proceso en el que una progenie hibrida se retrocruza repetidamente con uno de los progenitores.
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El término “Brassica” significa el género Brassica, muy particularmente la especie napus
(colza), campestris (remolacha), oleracea cv Tastie (repollo) oleracea cv Snowball Y (coliflor) y
oleracea cv Emperor (brécoli).

La expresion “Brassica napus” o “colza” significa plantas, semillas, partes vegetales, y
células de Brassica napus, y comprende la colza de tipo primavera anual, tipo invierno bianual, y la
colza de tipo intermedio bianual. En este contexto, anual o bianual indica si la variedad se hace crecer
durante el periodo de invierno vegetativo. Generalmente, la colza de tipo invierno se hace crecen en el
Norte de Europa Occidental, mientras que los tipos de primavera se hacen crecer principalmente en
Canada, China, India, Australia y América del Sur. La colza deriva de la hibridacién interespecifica de
B. oleracea y B. campestris. En consecuencia, el término también comprende cualquier resintesis
realizada a partir de estas dos especies. Una colza de tipo primavera preferida es la colza de tipo
canola. Las variedades de colza de invierno representativas que incluyen el medio genético para la
expresion de un contenido bajo de glucosinolatos y que estan comercialmente disponibles en Europa
incluyen, por ejemplo, CAPITOL, cv.CAMPALA, cv. CALIFORNIUM (disponible de Dekalb, marca de
Monsanto), cv. LORENZ, cv. OASE (disponible de RAPOOL). Las variedades de colza de primavera
representativas que incluyen el medio genético para la expresion de un bajo contenido de
glucosinolatos y que estan comercialmente disponibles en Canada incluyen, por ejemplo, cv. BULLET,
cv. GARRISON y cv. KRISTANA (cada una disponible de Svalof Weibull). Otras variedades de colza
de invierno que incluyen los medios genéticos para la expresién de un bajo contenido de
glucosinolatos y que estan comercialmente disponibles en Europa incluyen cv. APEX, cv. NK FAIR, cv.
VIKING, cv. BILLY, cv. LADOGA, y cv. CASTILLE. Tales niveles bajos de glucosinolatos en la colza
Brassica sirven para impartir un valor comercial aumentado a la harina.

La expresion “secuencia de ADN especifica de Brassica napus” indica una secuencia
polinucleotidica que tiene una homologia de secuencia nucleotidica de méas de 80%, preferiblemente
mas de 85%, mas preferiblemente mas de 90%, incluso més preferiblemente mas de 95%, todavia
mas preferiblemente mas de 97%, lo mas preferible mas de 99% con una secuencia del genoma de la
especie Brassica napus (o cualquiera de las dos especies Brassica napus se genero (sintetizg) a partir
de, a saber, Brassica rapa y Brassica oleracea) que muestra la mayor similitud con ella.

El término “canola” significa una Brassica napus que produce aceite que contiene menos
de 2% de éacido erucico, y el componente sélido de la semilla debe contener menos de 30 micromoles
de uno cualquiera o cualquier mezcla de 3-butenil glucosinolato, 4-pentenil glucosinolato, 2-hidroxi-3-
butenil glucosinolato, y 2-hidroxi-4-pentenil glucosinolato por gramo de sélido secado al aire, libre de
aceite.

El término “cromosoma” se usa aqui como se reconoce en la técnica para significar la
estructura genética autorreplicante en el nucleo celular que contiene el ADN celular y que posee en su
secuencia nucleotidica el conjunto lineal de genes.

La expresion “condicionalmente estéril masculina” significa un fenotipo de esterilidad
masculina (es decir, una incapacidad para producir polen fértil), que puede ser inducido y/o reprimido
por ciertas condiciones. En consecuencia, una planta se puede “cambiar” de un fenotipo estéril
masculino a un fenotipo fértii masculino aplicando dichas algunas condiciones. La esterilidad
masculina puede estar provocada por diversos factores, y se puede expresar por ejemplo como una
falta completa de 6érganos masculinos (anteras), polen degenerado, polen infértil, etc. Basandose en la
intensidad de la condicién, el “cambio” de esterilidad masculina a fertilidad masculina puede ser
completo o incompleto. Lo mas preferible, en el contexto de la presente invencion, la expresion
“condicionalmente estéril masculina” significa una esterilidad masculina dependiente de la
temperatura, y de ese modo significa un fenotipo estéril masculino nuclear, en el que la esterilidad
depende de la temperatura y se puede invertir a fertilidad a una temperatura de mas de 35°C
(preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas preferiblemente entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a
alrededor de 39°C; preferiblemente con una exposicion durante el tiempo de tratamiento térmico
preferido como se especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente, como se
define aqui).

Un “gen” se define aqui como una unidad hereditaria que consiste en una secuencia de
ADN que ocupa una localizacién especifica en un cromosoma, y que contiene la instruccién genética
para una caracteristica o rasgo particular en un organismo.

» o«

“Manipulacion genética”, “transformacién” y “modificacién genética” se usan todas aqui
como sinénimos para la transferencia de genes aislados y clonados en el ADN, habitualmente el ADN
cromosomico o genoma, de otro organismo.
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El término “genotipo” se refiere a la constitucién genética de una célula u organismo. Un
“genotipo de un individuo para un conjunto de marcadores genéticos” incluye los alelos especificos,
para uno o mas loci marcadores genéticos, presentes en el individuo. Como se sabe en la técnica, un
genotipo se puede relacionar con un Unico locus o con mudltiples loci, tanto si los loci estan
relacionados o no y/o estan ligados o no. En algunas realizaciones, un genotipo del individuo se refiere
a uno 0 mas genes que estan relacionados por cuanto el uno o mas de los genes estan implicados en
la expresion de un fenotipo de interés (por ejemplo, un rasgo cuantitativo como se define aqui). De
este modo, en algunas realizaciones, un genotipo comprende una suma de uno o mas alelos
presentes en un individuo en uno o mas loci genéticos de un rasgo cuantitativo. En algunas
realizaciones, un genotipo se expresa en términos de un haplotipo (definido aqui mas abajo).

El término “germoplasma” se refiere a la totalidad de los genotipos de una poblacién u otro
tipo de individuos (por ejemplo, una especie). El término “germoplasma” también se puede referir a
material vegetal; por ejemplo, un grupo de plantas que actia como depdsito para diversos alelos. La
frase “germoplasma adaptado” se refiere a materiales vegetales de superioridad genética demostrada,
por ejemplo, para un entorno o &rea geogréafica dada, mientras que las frases “germoplasma no
adaptado”, “germoplasma bruto”, y “germoplasma exdtico” se refiere a materiales vegetales de valor
genético desconocido o no probado, por ejemplo, para un entorno o area geogréafica dada; como tal, la
frase “germoplasma no adaptado” se refiere, en algunas realizaciones, a materiales vegetales que no
son parte de una poblacién de reproduccion establecida, y que no tienen una relacién conocida con un
miembro de la poblacion de reproduccion establecida.

El término “glucosinolatos” significa compuestos a base de azufre que quedan en el
componente sdlido de la semilla — la harina solida — después de que la semilla ha sido molida y se ha
extraido su aceite. Su estructura incluye glucosa en combinacidon con hidrocarburos alifaticos (3-
butenil glucosinolato, 4-pentenil glucosinolato, 2-hidroxi-3-butenil glucosinolato, y 2-hidroxi-4-pentenil
glucosinolato) o hidrocarburos aromaticos (3-indoilmetil glucosinolato, 1-metoxi-3-indoilmetil
glucosinolato). Los glucosinolatos alifaticos también son conocidos como alquenil glucosinolatos. Los
glucosinolatos aromaticos también son conocidos como indoles. La expresion “contenido total de
glucosinolatos” significa la suma de todos los glucosinolatos comprendidos en el material indicado,
por ejemplo en la harina o en la semilla seca. El contenido total de glucosinolatos se puede indicar en
umoles (glucosinolatos) por gramo de semilla (o semilla secada al aire a, por ejemplo, 9% de
humedad) o harina.

El término “haplotipo” se refiere al conjunto de alelos que un individuo heredé de un
progenitor. De este modo, un individuo diploide tiene dos haplotipos. El término “haplotipo” se puede
usar en un sentido mas limitado para referirse a marcadores genéticos fisicamente ligados y/o no
ligados (por ejemplo, polimorfismos de secuencia) asociados con un rasgo fenotipico. La frase “bloque
de haplotipos” (algunas veces también citada en la bibliografia simplemente como un haplotipo) se
refiere a un grupo de dos o mas marcadores genéticos que estan ligados fisicamente en un Unico
cromosoma (0 una porcion del mismo). Tipicamente, cada bloque tiene unos pocos haplotipos
comunes, y se puede escoger un subconjunto de los marcadores genéticos (es decir, una “etiqueta
haplotipica”) que identifica de forma Unica cada uno de estos haplotipos.

Los términos “homologia”®, “similitud de secuencia” o “identidad de secuencia’ de
secuencias nucleotidicas o de aminoacidos significan un grado de identidad o similitud de dos o mas
secuencias, y se pueden determinar convencionalmente usando programas de ordenador o software
tales como los programas de comparacién por pares BestFit o0 Gap (GCG Wisconsin Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711). BestFit usa el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981), para
encontrar el mejor segmento de identidad o similitud entre dos secuencias. La comparacion de
secuencias entre dos o mas secuencias polinucleotidicas o de poliaminoacidos se lleva a cabo
generalmente comparando porciones de las dos secuencias a lo largo de una ventana de comparacién
para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La ventana de comparacion
tiene generalmente alrededor de 20 a 200 nucledtidos contiguos. Gap realiza alineamientos globales:
todos de una secuencia con todos de otra secuencia similar usando el método de Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970). Cuando se usa un programa de alineamiento de secuencias
tales como BestFit para determinar el grado de homologia, similitud o identidad de la secuencia del
ADN, se puede usar el ajuste por defecto, o se puede seleccionar una matriz de puntuacion apropiada
para optimizar las puntuaciones de identidad, similitud u homologia. De forma similar, cuando se usa
un programa tal como BestFit para determinar la identidad, similitud u homologia de secuencia entre
dos secuencias de aminoacidos diferentes, se puede usar el ajuste por defecto, o se puede
seleccionar una matriz de puntuacion apropiada, tal como blosum45 o blosum80, para optimizar las
puntuaciones de identidad, similitud u homologia.
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“Recombinacién homologa” es el intercambio (“cruzamiento”) de fragmentos de ADN
entre dos moléculas de ADN o cromatidas de cromosomas emparejados en una region de secuencias
nucleotidicas idénticas. Un “suceso de recombinacion” se entiende aqui que significa un cruzamiento
meiético.

El término “heterocigoto” significa una condicion genética que existe cuando diferentes
alelos residen en loci correspondientes en cromosomas homologos.

El término “homocigoto” significa una condicion genética que existe cuando alelos
idénticos residen en loci correspondientes en cromosomas homélogos.

Los términos “hibrido”, “planta hibrida”’, y “progenie hibrida”, en el contexto de
reproduccion vegetal, se refiere a una planta que es la descendencia de progenitores genéticamente
diferentes producida cruzando plantas de diferentes lineas o razas o especies, incluyendo pero sin
limitarse al cruzamiento entre dos lineas consanguineas (por ejemplo, un individuo genéticamente
heterocigoto o mayoritariamente heterocigoto). La frase “hibrido F1 de un solo cruzamiento” se refiere
a un hibrido F; producido a partir de un cruzamiento entre dos lineas consanguineas.

El término “hibrido”, en el contexto de acidos nucleicos, se refiere a una molécula de &cido
nucleico bicatenaria, o duplex, formada mediante el enlace de hidrégeno entre bases nucleotidicas
complementarias. Los términos “hibridar” o “emparejar” se refieren al proceso mediante el cual hebras
sencillas de secuencias de acidos nucleicos forman segmentos bihelicoidales a través de enlace de
hidrégeno entre bases complementarias.

La frase “linea consanguinea” se refiere a una poblacién genéticamente homocigota o casi
homocigota. Una linea consanguinea, por ejemplo, se puede derivar a través de varios ciclos de
reproducciones de hermanos/hermanas o de autofecundacion. En algunas realizaciones, lineas
consanguineas se reproducen verdaderamente para uno 0 mas rasgos fenotipicos de interés. Un
“consanguineo”, “individuo consanguineo” o “progenie consanguinea” es un individuo que se toma
como muestra de una linea consanguinea. El término “consanguineo” significa un individuo o linea
sustancialmente homocigota.

Los términos “introgresion”, “introgresado” e “introgresamiento” se refiere a un proceso
tanto natural como artificial mediante el cual regiones genémicas de una especie, variedad o variedad
de cultivo se mueven al genoma de otra especie, variedad o variedad de cultivo, mediante
cruzamiento de esas especies. El proceso se puede completar opcionalmente retrocruzando el
progenitor recurrente.

El término “ligamiento”, y sus variantes gramaticales, se refiere a la tendencia de alelos en
diferentes loci en el mismo cromosoma a segregarse juntos mas a menudo que lo que seria de
esperar por casualidad si su transmision fuese independiente, en algunas realizaciones como
consecuencia de su proximidad fisica.

La frase “desequilibro de ligamiento” (también denominada “asociacion alélica”) se refiere
a un fenébmeno en el que alelos particulares en dos 0 mas loci tienden a permanecer juntos en grupos
de ligamiento cuando se segregan de los progenitores en descendencia con una frecuencia mayor de
la esperada a partir de sus frecuencias individuales en una poblacién dada. Por ejemplo, un alelo
marcador genético y un alelo QTL pueden mostrar desequilibrio de ligamiento cuando aparecen juntos
con frecuencias mayores que las predichas a partir de las frecuencias de los alelos individuales. El
desequilibrio de ligamiento se puede producir por varias razones, incluyendo, pero sin limitarse a, que
los alelos estén en estrecha proximidad en un cromosoma.

La expresion “grupo de ligamiento” se refiere a todos los genes o rasgos genéticos que
estan localizados en el mismo cromosoma. Dentro del grupo de ligamiento, esos loci que estan
suficientemente préximos mostraran ligamiento en cruzamientos genéticos. Puesto que la probabilidad
del cruzamiento aumenta con la distancia fisica entre genes en un cromosoma, los genes cuyas
localizaciones son eliminados entre si dentro de un grupo de ligamiento pueden no mostrar ningin
ligamiento detectable en ensayos genéticos directos. La expresiéon “grupo de ligamiento” se usa
mayoritariamente para referirse a loci genéticos que muestran un comportamiento ligado en sistemas
genéticos en los que todavia no se han realizado asignaciones cromosdmicas. De este modo, en el
presente contexto, la expresion “grupo de ligamiento” es sinénimo de (la entidad fisica de)
cromosoma.

El término “locus” se refiere a una posicion (por ejemplo, de un gen, un marcador genético,
o similar) en un cromosoma de una especie dada.
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Los términos “marcador molecular” o “marcador genético” se refieren a un indicador que
se usa en métodos para visualizar diferencias en caracteristicas de secuencias de acidos nucleicos.
Se refiere a una caracteristica de un genoma del individuo (por ejemplo, una secuencia nucleotidica o
polinucleotidica que esta presente en un genoma del individuo) que esta asociada con uno o mas loci
de interés. En algunas realizaciones, un marcador genético es polimérfico en una poblacién de interés
o en locus ocupado por el polimorfismo, dependiendo del contexto. Los marcadores genéticos
incluyen, por ejemplo, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), indels (es decir,
inserciones/supresiones), repeticiones de secuencias simples (también denominadas marcadores de
microsatélites; SSR), polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD), marcadores de secuencias polimérficas amplificadas escindidas (CAPS),
marcadores de tecnologia de chips de diversidad (DArT), y polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), entre muchos otros ejemplos. Los marcadores adicionales incluyen mutaciones
de insercidn, regiones amplificadas caracterizadas por secuencias (SCAR), o marcadores de isozimas
o combinaciones de los marcadores descritos aqui que definen una localizacion genética y
cromosémica especifica. Los marcadores genéticos se pueden usar, por ejemplo, para localizar loci
genéticos que contienen alelos que contribuyen a la variabilidad en la expresion de rasgos fenotipicos
en un cromosoma. La frase “marcador genético” también se puede referir a una secuencia
polinucleotidica complementaria a una secuencia gendmica, tal como una secuencia de un acido
nucleico usado como sondas. Un marcador genético puede estar fisicamente localizado en una
posiciéon en un cromosoma que esta dentro o fuera del locus genético con el que esta asociado (es
decir, es intragénico o extragénico, respectivamente). Dicho de otra manera, mientras que los
marcadores genéticos se emplean tipicamente cuando la localizacién en un cromosoma del gen que
corresponde al locus de interés no se ha identificado y hay una tasa no nula de recombinacién entre el
marcador genético y el locus de interés, la materia objeto descrita aqui también puede emplear
marcadores genéticos que estan fisicamente dentro de los limites de un locus genético (por ejemplo,
dentro de una secuencia gendmica que corresponde a un gen tal como, pero sin limitarse a, un
polimorfismo en un intrén o un exén de un gen). En algunas realizaciones de la presente invencion, el
uno 0 mas marcadores genéticos comprenden entre uno y diez marcadores, y en algunas
realizaciones el uno o0 mas marcadores genéticos comprenden mas de diez marcadores genéticos.

La expresion “seleccion a base de marcadores” se entiende dentro del alcance de la
invencién que se refiere al uso de marcadores genéticos para detectar uno o mas &cidos nucleicos a
partir de la planta, en el que el acido nucleico estd asociado con un rasgo deseado para identificar
plantas que poseen genes para rasgos deseables (o indeseables), de forma que esas plantas se
pueden usar (o evitar) en un programa de reproduccion selectiva.

La expresion “marcador de microsatélites o SSR (repeticiones de secuencias simples)”
se entiende dentro del alcance de la invencién que se refiere a un tipo de marcador genético que
consiste en numerosas repeticiones de secuencias cortas de bases de ADN, que se encuentran en el
loci a lo largo del ADN de la planta y tiene la posibilidad de ser altamente polimaérfico.

La frase “acido nucleico” se refiere a cualquier cadena fisica de unidades monoméricas
gue se puede corresponder con una cadena de nucledtidos, incluyendo un polimero de nucleétidos
(por ejemplo, un polimero de ADN o ARN tipico), oligonucleétidos modificados (por ejemplo,
oligonucledtidos que comprenden bases que no son tipicas para ARN o ADN bioldgico, tales como
oligonucledtidos 2’-O-metilados), y similares. En algunas realizaciones, un acido nucleico puede ser
monocatenario, bicatenario, multicatenario, 0 sus combinaciones. Excepto que se indique de otro
modo, una secuencia de acido nucleico particular de la presente invencién comprende o codifica
opcionalmente secuencias complementarias, ademas de cualquier secuencia explicitamente indicada.

La frase “rasgo fenotipico” se refiere a la aparicion u otra caracteristica detectable de un
individuo, que resulta de la interaccidn de su genoma con el entorno.

El término “pluralidad” se refiere a mas de una entidad. De este modo, una “pluralidad de
individuos” se refiere a al menos dos individuos. En algunas realizaciones, el término pluralidad se
refiere a mas de la mitad del conjunto. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una “pluralidad de una
poblacién” se refiere a mas de la mitad de los miembros de esa poblacion.

El término “progenie” se refiere al descendiente o descendientes de un cruzamiento
particular. Tipicamente, la progenie resulta de la reproduccion de dos individuos, aunque algunas
especies (particularmente algunas plantas y animales hermafroditas) se pueden autofecundar (es
decir, la misma planta actda como el donante de gametos tanto masculinos como femeninos). El
descendiente o descendientes pueden ser, por ejemplo, de la generacion Fi, la F2, o cualquier
generacion subsiguiente.
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La frase “rasgo cualitativo” se refiere a un rasgo fenotipico que esta controlado por uno o
unos pocos genes que muestran efectos fenotipicos importantes. Debido a esto, los rasgos
cualitativos se heredan tipica y simplemente. Los ejemplos en plantas incluyen, pero no se limitan a,
color de flor, color de mazorca, y resistencia a enfermedades tales como, por ejemplo, resistencia al
tizén nortefio del maiz.

“PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)” se entiende dentro del alcance de la
invencion que se refiere a un método para producir cantidades relativamente grandes de regiones
especificas de ADN, haciendo posible de ese modo diversos andlisis que se basan en esas regiones.

“Fenotipo” se entiende dentro del alcance de la invencién que se refiere a una
caracteristica o caracteristicas distinguibles de un rasgo genéticamente controlado.

Una “planta” es cualquier planta en cualquier etapa de desarrollo, particularmente una
planta de semillas.

Una “célula vegetal” es una unidad estructural y fisioldgica de una planta, que comprende
un protoplasto y una pared celular. La célula vegetal puede estar en forma de una Unica célula aislada
0 una célula cultivada, o como parte de una unidad mas organizada, tal como, por ejemplo, tejido
vegetal, un érgano vegetal, o una planta completa.

“Cultivo de célula vegetal” se refiere a cultivos de unidades vegetales tales como, por
ejemplo, protoplastos, células de cultivos celulares, células en tejidos vegetales, polen, tubos de polen,
Ovulos, sacos embrionarios, cigotos y embriones en diversas etapas de desarrollo.

“Material vegetal” se refiere a hojas, tallos, raices, flores o partes de flores, frutas, polen,
células de huevos, cigotos, semillas, esquejes, cultivos celulares o de tejidos, o cualquier otra parte o
producto de una planta.

Un “6rgano vegetal” es una parte distinta y visiblemente estructurada y diferenciada de una
planta, tal como una raiz, tallo, hoja, capullo de flor, o embrién.

“Tejido vegetal”, como se usa aqui, significa un grupo de células vegetales organizadas en
una unidad estructural y funcional. Se incluye cualquier tejido de una planta in planta o en cultivo. Esta
expresion incluye, pero no se limita a, plantas completas, 6rganos vegetales, semillas de plantas,
cultivo tisular y cualesquiera grupos de células vegetales organizadas en unidades estructurales y/o
funcionales. El uso de esta expresién conjuntamente con, o en ausencia de, cualquier tipo especifico
de tejido vegetal como se enumera anteriormente o se abarca de otro modo por esta definicion no
pretende ser exclusivo de cualquier otro tipo de tejido vegetal.

La expresion “parte vegetal” indica una parte de una planta, incluyendo células individuales
y tejidos celulares tales como células vegetales que estan intactas en plantas, racimos de células y
cultivos tisulares a partir de los cuales se pueden generar plantas. Los ejemplos de partes vegetales
incluyen, pero no se limitan a, células individuales y tejidos procedentes de polen, o6vulos, hojas,
embriones, raices, puntas de raices, anteras, flores, frutas, brotes de tallos, y semillas; asi como
polen, 6vulos, hojas, embriones, raices, puntas de raices, anteras, flores, frutos, tallos, brotes, puas,
rizomas, semillas, protoplastos, callos, y similares.

“Polimorfismo” se entiende dentro del alcance de la invencién que se refiere a la presencia
en una poblacion de dos o més formas diferentes de un gen, marcador genético, o rasgo heredado.

El término “poblacién” se refiere a una coleccién genéticamente heterogénea de plantas
gue comparten una derivacién genética comun.

La expresion “predominantemente estéril masculina” significa que, en una poblacién de
al menos 100 plantas, no mas de 10%, preferiblemente no mas de 5%, mas preferiblemente no mas
de 1% de las flores en todas esas plantas tienen 6rganos masculinos funcionales que producen polen
fértil. Se ha de entender que una planta individual puede tener flores tanto fértiles como estériles. En
realizaciones preferidas, no mas de 10%, preferiblemente no mas de 5%, mas preferiblemente no mas
de 1% de las flores en una planta individual tienen érganos masculinos funcionales que producen
polen fértil.

El término “sonda” se refiere a una secuencia oligonucleotidica monocatenaria que formara
un duaplex enlazado mediante hidrégeno con una secuencia complementaria en un analito de
secuencia de 4cido nucleico diana o su derivado de ADNc.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2356491 T3

El término “cebador”, como se usa aqui, se refiere a un oligonucleétido que es capaz de
emparejarse con la diana de amplificacion, permitiendo que se una una ADN polimerasa, que sirve de
ese modo como punto de iniciacion de la sintesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que
se induce la sintesis del producto de extension del cebador, es decir, en presencia de nucledtidos y un
agente para la polimerizacion, tal como ADN polimerasa, y a una temperatura y pH adecuados. El
cebador (de la amplificacion) es preferiblemente monocatenario para la eficiencia maxima en la
amplificacion. Preferiblemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser
suficientemente largo para cebar la sintesis de productos de tensién en presencia del agente para la
polimerizacién. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, incluyendo
la temperatura y la composicién (contenido de A/T y G/C) del cebador. Un par de cebadores
bidireccionales consiste en un cebador directo y un cebador inverso como se usa habitualmente en la
técnica de amplificacion de ADN, tal como en la amplificacion mediante PCR. Se entendera que
“cebador”, como se usa aqui, se puede referir a mas de un cebador, particularmente en el caso en el
gue existe cierta ambigiiedad en la informacién con respecto a la secuencia o secuencias terminales
de la regién diana a amplificar. Por tanto, un “cebador” incluye una coleccion de oligonucledtidos
cebadores que contienen secuencias que representan las variaciones posibles en la secuencia, o
incluye nucledtidos que permiten un emparejamiento de bases tipico. Los cebadores
oligonucleotidicos se pueden preparar mediante cualquier método adecuado. Los métodos para
preparar oligonucleétidos de secuencia especifica son conocidos en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, la clonacién y restriccion de secuencias apropiadas, y la sintesis quimica directa. Los
métodos de sintesis quimica pueden incluir, por ejemplo, el método de fosfo di- o triéster, el método de
fosforamidato dietilico, y el método de soporte sélido descrito en, por ejemplo, el documento US
4.458.066. Los cebadores se pueden marcar, si se desea, incorporando medios detectables, por
ejemplo, por medios espectroscopicos, de fluorescencia, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos,
0 quimicos. La extensiéon dependiente del molde del cebador o cebadores oligonucleotidicos esta
catalizada por un agente polimerizante en presencia de cantidades adecuadas de los cuatro trifosfatos
de desoxirribonucledétidos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, es decir, los dNTP) o analogos, en un medio
de reaccion que comprende las sales apropiadas, cationes metélicos, y el sistema tamponante del pH.
Los agentes polimerizantes adecuados son enzimas que se sabe que catalizan la sintesis de ADN
dependiente del cebador y del molde. Las ADN polimerasas conocidas incluyen, por ejemplo, ADN
polimerasa | de E. coli o su fragmento de Klenow, la T4 ADN polimerasa, y la Tag ADN polimerasa.
Las condiciones de reaccion para catalizar la sintesis de ADN con estas ADN polimerasas son
conocidas en la técnica. Los productos de la sintesis son moléculas diplex que consisten en las
hebras molde y las hebras de extension del cebador, que incluyen la secuencia diana. A su vez, estos
productos sirven como molde para otra ronda de replicacion. En la segunda ronda de replicacion, la
hebra de extension del cebador del primer ciclo se hibrida con su cebador complementario; la sintesis
produce un producto “corto”, que esta unido en los extremos tanto 5° como 3’ mediante secuencias de
cebador o sus complementos. Los ciclos repetidos de desnaturalizacion, hibridacion del cebador, y
extensiéon dan como resultado la acumulacion exponencial de la regién diana definida por los
cebadores. Se llevan a cabo ciclos suficientes para lograr la cantidad deseada de polinucleétido que
contiene la regién diana de acido nucleico. La cantidad deseada puede variar, y estd determinada por
la funcién para la que va a servir el polinucleétido producto. El método de la PCR esta bien descrito en
libros de texto, y es conocido por la persona experta. Tras la amplificacion mediante PCR, los
polinucledtidos diana se pueden detectar mediante hibridacion con un polinucleétido sonda que forma
un hibrido estable con el de la secuencia diana en condiciones de hibridacion y de lavado restrictivas a
moderadamente restrictivas. Si se espera que las sondas seran esencial y completamente
complementarias (es decir, alrededor de 99% o mayor) a la secuencia diana, se usaran condiciones
restrictivas. Si se espera algin desemparejamiento, por ejemplo si se esperan cepas variantes con el
resultado de que la sonda no sera completamente complementaria, la restriccion de la hibridacién se
puede suavizar. Sin embargo, se escogen condiciones que descarten la unién no
especifica/adventicia. Las condiciones, que afectan a la hibridacion, y que se seleccionan frente a la
unién no especifica, son conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook y Russell,
2001. Generalmente, una concentracion mas baja de sal y una mayor temperatura incrementan la
restriccion de las condiciones de hibridacion. “Cebador de PCR” se entiende preferiblemente dentro
del alcance de la presente invencién que se refiere a fragmentos relativamente cortos de ADN
monocatenario usados en la amplificacion mediante PCR de regiones especificas de ADN.

La expresion “planta descendiente” se refiere a cualquier planta que resulta como
progenie de una reproduccion vegetativa o sexual de una o mas plantas progenitoras 0 sus
descendientes. Por ejemplo, una planta descendiente se puede obtener clonando o autofecundando
una planta progenitora, o cruzando dos plantas progenitoras, e incluye autofecundaciones asi como
generaciones F1 0 F2 o incluso posteriores. Una F1 es una descendencia de primera generacion
producida a partir de progenitores, al menos uno de los cuales se usa por primera vez como donante

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2356491 T3

de un rasgo, mientras que los descendientes de segunda generacion (F2) 0 generaciones
subsiguientes (F3, F4, etc.) son especimenes producidos a partir de autofecundaciones de F1, F», etc.
Una F; puede ser de este modo (y habitualmente es) un hibrido que resulta de un cruce entre dos
progenitores de reproduccién verdadera (reproduccion verdadera es homocigota para un rasgo),
mientras que una F, puede ser (y habitualmente es) una descendencia que resulta de la
autopolinizacion de dichos hibridos Fi.

“Recombinacién” es el intercambio de informacion entre dos cromosomas homdlogos
durante la meiosis. La frecuencia de la recombinacién doble es el producto de las frecuencias de los
recombinantes individuales. Por ejemplo, se puede encontrar un recombinante en un area de 10 cM
con una frecuencia de 10%, y se encuentran recombinantes dobles con una frecuencia de 10% x 10%
= 1% (1 centimorgan se define como una progenie recombinante de 1% en un cruce de ensayo).

El término “RHS” o “sistema hibrido restaurado” significa el sistema hibrido de esta
invencion basado en esterilidad masculina nuclear. Las frases “sexualmente cruzado” vy
‘reproduccion sexual”, en el contexto de la presente invencion, se refieren a la fusién de gametos
para producir progenie (por ejemplo, mediante fertilizacion, tal como para producir semilla mediante
polinizacién en plantas). En algunas realizaciones, un “cruce sexual” o “fertilizacion por cruce” es la
fertilizacion de un individuo por otro (por ejemplo, polinizacion cruzada en plantas). En algunas
realizaciones, el término “autofecundacion” se refiere a la produccion de semilla mediante
autofertilizacion o autopolinizacion; es decir, el polen y el 6vulo proceden de la misma planta.

“Reproduccidn selectiva” se entiende dentro del alcance de la presente invenciéon que se
refiere a un programa de reproduccién que usa plantas que poseen o presentan rasgos deseables
como progenitores.

Las expresiones “condiciones restrictivas” o “condiciones de hibridacion restrictivas”
incluyen referencia a condiciones en las que un polinucleétido se hibridara a su secuencia diana en un
grado detectablemente mayor que otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces con respecto al
fondo). Las condiciones restrictivas dependen de las secuencias, y seran diferentes en diferentes
circunstancias. Controlando la restriccion de las condiciones de hibridacion y/o de lavado, se pueden
identificar secuencias diana que son 100% complementarias a la sonda (sondaje homélogo). Como
alternativa, las condiciones de restriccion se pueden ajustar para permitir cierto desemparejamiento en
las secuencias de forma que se detecten menores grados de similitud (sondaje heterélogo).
Tipicamente, las condiciones restrictivas seran aquellas en las que la concentracion de sal es menor
gue aproximadamente 1,5 M de ion Na, tipicamente 0,01 a 1,0 M de ion Na (u otras sales) a pH 7,0 a
8,3, y la temperatura es al menos alrededor de 30°C para sondas cortas (por ejemplo, 10 a 50
nucleétidos) y al menos alrededor de 60°C para sondas largas (por ejemplo, mayores que 50
nucleétidos). Las condiciones restrictivas también se pueden lograr con la adicion de agentes
desestabilizantes, tales como formamida. Las condiciones de baja restriccion ejemplares incluyen
hibridacion con una disolucion tampén de formamida al 30 a 35%, NaCl 1 M, SDS al 1% (p/v;
dodecilsulfato de sodio) a 37°C, y un lavado en 1 X a 2 X SSC (20 X SSC = 3,0 M de NaCl/=,3 M de
citrato trisédico) a 50 a 55°C. Las condiciones de restriccion moderada ejemplares incluyen la
hibridacion en formamida a 40 a 45°C, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en 0,5X a 1 X SSC a
55 a 60°C. Las condiciones de restriccion elevada ejemplares incluyen hibridacién en formamida al
50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en 0,1 X SSC a 60 a 65°C. La especificidad es
tipicamente la funcion de lavados post-hibridacién, siendo los factores criticos la fuerza iénica y la
temperatura de la disolucion final del lavado. Para hibridos de ADN-ADN, la T, se puede aproximar a
partir de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (Anal. Biochem., 138:267-284, 1984): T, = 81,5°C + 16,6 (log
M) + 0,41 (%GC) — 0,61 (%form) - 500/L, en la que M es la molaridad de cationes monovalentes, %GC
es el porcentaje de nucledtidos de guanosina y citosina en el ADN, %form es el porcentaje de
formamida en la disolucién de hibridacion, y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La T es la
temperatura (bajo fuerza i6nica y pH definidos) a la cual el 50% de una secuencia diana
complementaria se hibrida a una sonda perfectamente emparejada. T se reduce en alrededor de 1°C
por cada 1% de desemparejamiento; de este modo, Tm, las condiciones de hibridacion y/o de lavado
se pueden ajustar para hibridarse a secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan
secuencias con aproximadamente 90% de identidad, la T, se puede disminuir 10°C. Generalmente,
las condiciones restrictivas se seleccionan para que sean alrededor de 5°C mas bajas que el punto de
fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos.
Sin embargo, las condiciones muy restrictivas pueden utilizar hibridacién y/o lavado a 1, 2, 3, 6 4°C
menores que el punto de fusion térmico (Tm); las condiciones moderadamente restrictivas pueden
utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9, 6 10°C menores que el punto de fusién térmico (Tm); las
condiciones de baja restriccion pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15, 6 20°C
menores que el punto de fusion térmico (Tm). Usando la ecuacion, las composiciones de hibridacion y
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de lavado, y la Ty, deseada, los expertos normales entenderan que se describen inherentemente
variaciones en la restriccion de las disoluciones de hibridacion y/o de lavado. Si el grado deseado de
desemparejamiento da como resultado una Tm menor que 45°C (disolucion acuosa) o 32°C (disolucién
de formamida), se prefiere incrementar la concentracion de SSC de forma que se pueda usar una
mayor temperatura. En Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology -
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte 1, Capitulo 2 “Overview of principles of hybridization and
the strategy of nucleic acid probe assays”, Elsevier, N.Y. (1993); y en Current Protocols in Molecular
Biology, Capitulo 2, Ausubel, et al., eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1995),
se encuentra una guia extensa para la hibridacién de acidos nucleicos. Los métodos de hibridacién
respectiva son conocidos en la técnica, cuyas condiciones se pueden calcular por medios conocidos
en la técnica. Esto se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Cold Spring Harbor, N.Y. y en Current Protocols in
Molecular Biology, Ausebel et al, eds., John Wiley and Sons, Inc., 2000. Los métodos para determinar
el porcentaje de identidad de secuencia son conocidos en la técnica, un ejemplo de los cuales es el
software de andlisis de secuencias por ordenador de GCG (GCG, Inc, Madison Wis.)

“Planta de ensayo” se entiende dentro del alcance de la presente invencién que se refiere
a una planta usada para caracterizar genéticamente un rasgo en una planta a ensayar. Tipicamente,
la planta a ensayar se cruza con una planta “de ensayo”, y se puntua la relacion de segregacion del
rasgo en la progenie del cruce.

La expresion “de ensayo” se refiere a una linea o individuo con un genotipo estandar,
caracteristicas conocidas, y comportamiento establecido. Un “progenitor de ensayo” es un individuo
procedente de una linea de ensayo que se usa como progenitor en un cruce sexual. Tipicamente, el
progenitor de ensayo no esta relacionado con o es genéticamente diferente del individuo con el que se
cruza. Un progenitor de ensayo se usa tipicamente para generar la progenie F; cuando se cruza con
individuos o lineas consanguineas para evaluacion fenotipica.

La frase “combinacidén de cruce superior” se refiere al proceso de cruzar una linea de
ensayo individual con miltiples lineas. El fin de producir tales cruces es determinar el comportamiento
fenotipico de la progenie hibrida, esto es, evaluar la capacidad de cada una de las multiples lineas
para producir fenotipos deseables en la progenie hibrida derivada de la linea mediante el cruce de
ensayo.

Las expresiones “variedad” o “variedad de cultivo” significan un grupo de plantas
similares que, mediante rasgos estructurales o genéticos y/o comportamiento, se pueden distinguir de
otras variedades dentro de la misma especie.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion proporciona un sistema comercialmente viable para la produccién de semilla
hibrida de Brassica napus. Este sistema emplea un gen de fertilidad masculina nuclear dominante. La
fertilidad se puede restaurar mediante un alelo restaurador dominante. Las contribuciones inventivas
comprenden, pero no se limitan a:

1. Proporcionar una linea condicionalmente estéril masculina nuclear, que comprende el gen de
esterilidad masculina en una forma homocigota (genotipo MsMsrfrf). La provision de esta linea
es posible por la provision de un marcador genético para el gen de esterilidad masculina como
parte de esta invencion.

2. Proporcionar un método para propagar la linea condicionalmente estéril masculina en una
forma sin cambiar induciendo fertilidad via un tratamiento térmico especifico.

3. Proporcionar una linea mantenedora de Brassica napus, que ni comprende el gen de
esterilidad masculina nuclear ni una copia funcional del alelo restaurador (genotipo msmsrfrf).

Puesto que la propagacion de la linea femenina en todos los sistemas hibridos es la
principal etapa costosa y limitante de la cantidad, el sistema actual proporciona la linea femenina en
un procedimiento de 2 etapas: en primer lugar, se encontré que el presente sistema es un sistema de
esterilidad masculina nuclear sensible al entorno (enms). Aunque la mayoria de estos sistemas no son
comercialmente viables, debido a que la esterilidad se puede perder accidentalmente en condiciones
de crecimiento en campo, el sistema actual se puede activar y desactivar mediante un tratamiento de
temperatura elevada, lo que es improbable que ocurra en condiciones en las que normalmente se
hace crecer la colza. La utilizacion de este sistema proporciona cantidades suficientes de la linea
femenina prebasica mediante un procedimiento de autofecundacion inventivo que utiliza las
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propiedades de enms.

En una segunda etapa, la linea femenina prebasica se cruza con la linea mantenedora
(msmsrfrf) para producir una linea femenina basica estéril masculina que comprende el gen de
esterilidad masculina en una forma heterocigota (genotipo Msmsrfrf).

La expresion “femenina prebasica”, como se usa aqui, se refiere, por ejemplo, a una linea
de Brassica napus condicionalmente (por ejemplo, modulada por temperatura elevada) estéril
masculina con el genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual es obtenible, por ejemplo, a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480 (véase la seccion 1, “Método
para proporcionar la planta y semilla femenina prebasica”’, mas abajo), en la que dicha planta de
Brassica napus femenina es

i. homocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Nimero de Dep6sito NCIMB 41480,

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de Brassica
napus depositada con el Nimero de Depésito NCIMB 41480 6 41481,

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floraciéon a una
temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracion a una temperatura mayor que 35°C.

Ademas, la expresién “femenina basica”, como se usa aqui, se refiere, por ejemplo, a una
planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf (véase la
seccion 2, “Produccion de semilla basica”, mas abajo), en la que dicha planta de Brassica napus
femenina es

i. heterocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la semilla
de Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480,

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de Brassica
napus depositada con el Niumero de Depdsito NCIMB 41480 6 41481,

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracion a una
temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C.

Tanto las lineas femeninas estériles masculinas prebéasicas como béasicas son adecuadas
como lineas femeninas en la produccion de semilla hibrida.

Finalmente, la expresion “linea mantenedora”, como se usa aqui, se refiere a una planta
de Brassica napus fértil masculina con el genotipo msmsrfrf, genotipo el cual esta presente en la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdésito NCIMB 41481 (véase la seccion
2.1, “Linea mantenedora”, mas abajo), en la que dicha planta de Brassica napus es

i. homocigota para el alelo de fertilidad (alelo ms) obtenible a partir de la semilla de Brassica
napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41481,

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de Brassica
napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41481, y

iii. predominantemente fértil masculina.

Es una ventaja especial del sistema hibrido de la presente invencién que virtualmente cada
linea de colza disponible comprende un alelo restaurador funcional y se puede usar como una linea
fértil masculina para ser combinada con la linea femenina (estéril masculina) para producir semilla
hibrida.

Una de las dificultades mas obstaculizadoras a la hora de proporcionar un sistema hibrido
de esterilidad masculina nuclear comercialmente factible es la propagacién y multiplicacién de la
planta femenina (estéril masculina). En la mayoria de los sistemas, sélo es factible la propagacién que
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parte de una planta heterocigota para el alelo Ms. Esto conduce a la necesidad de extraer todas
aquellas plantas que, como consecuencia de la autofecundacién, carecen completamente del alelo
Ms. De este modo, es ventajoso proporcionar un sistema de esterilidad condicional, en el que la
fertilidad/esterilidad se puede activar/desactivar basandose en un factor que no esta presente en
condiciones de crecimiento normales, y en el que la distribucion de la fertilidad/esterilidad es casi
completa. Hasta ahora no se ha descrito tal sistema, el cual es comercialmente factible.

Ahora se encontr6 sorprendentemente que ciertos componentes comprendidos en la
semilla hibrida MSL se podrian utilizar para obtener un sistema gms comercial. Durante el trabajo, se
observé una notable, y sorprendente, similitud con el sistema de Takagi. Aunque las genéticas del
sistema hibrido de la presente invencién se aislaron a partir de lineas hibridas (de hecho, las plantas
estériles masculinas se seleccionaron inicialmente a partir de la linea hibrida NPZ “Panther”
comercialmente disponible; véase el Ejemplo 3), que no se pudieron ligar claramente a un
germoplasma de Takagi (y de hecho se describen como pertenecientes a un sistema cms), existen
algunas indicaciones fenotipicas (tales como la sensibilidad al calor) para suponer al menos una
similitud de las genéticas. Basandose en el material MSL, se han desarrollado marcadores (véanse los
Ejemplos), y, mediante el uso de estos marcadores, se han aislado los elementos del sistema de la
presente invencion. Sin embargo, las semillas de las lineas de Takagi originales ya no estan
disponibles, de manera que no fue posible realizar una comparacion detallada. Incluso si las genéticas
en el germoplasma de Takagi fuesen idénticas a la descrita aqui, ni la descripcion original de Takagi ni
el trabajo subsiguiente relacionado de Theis (1990) proporcionan una descripcion factible para la
invencién descrita aqui debajo. Sin comprender la genética exacta de un sistema hibrido, no es
factible su reduccién a un proceso comercialmente viable.

Theis describe el sistema de Takagi como sigue: sélo estaban presentes las plantas
estériles masculinas, si las plantas homocigotas para el gen de esterilidad masculina (ms) recesivo
también comprenden el denominado gen modificador (md) en una forma recesiva no homocigota.
Como consecuencia, Theis postula un gen de esterilidad masculina recesivo y un gen modificador
dominante. Sin embargo, los hallazgos de los presentes inventores son completamente diferentes: la
separacion de los dos genes subyacentes en el sistema de Takagi, que fue posible por la provisién de
marcadores, demostrd un gen de esterilidad masculina (Ms) dominante y un alelo restaurador recesivo
(alelo rf). La restauracion de la fertilidad es posible por un alelo restaurador dominante (alelo Rf), que
esta presente en todas las lineas no basadas en Takagi (virtualmente todas las lineas de Brassica
napus publicamente disponibles). Obviamente, Theis nunca segregé los dos genes ni proporciond
lineas, que fueron homocigotas para los genes (segun se demuestra por los patrones de segregacion
en sus experimentos de cruzamientos). El gen que Theis denominé errébneamente el “alelo ms” no es
— como se demuestra en el contexto de la presente invencion — capaz como tal de proporcionar un
fenotipo estéril masculino. Por el contrario, sélo es la forma inactiva de un gen restaurador (rf). El gen
que Theis denomind el “gen modificador” es de hecho el gen de esterilidad masculina. Esto no es
sorprendente basandose en el hecho de que sin los marcadores tal analisis de segregacion puede ser
muy dificultoso. Otras propiedades fenotipicas ligadas al alelo Ms no son adecuadas para diferenciar
entre la forma heterocigota y homocigota. De este modo, Theis proporciona informacién erronea que
habria impedido a la persona experta en la técnica desarrollar un sistema hibrido comercialmente
disponible. Ademas, un gen de esterilidad masculina recesivo esta ligado a muchas dificultades en un
sistema hibrido comercial. También desde este angulo, Theis se aleja en su ensefianza de una
aplicaciéon comercial del sistema de Takagi.

Ademas, la provision de una linea estéril masculina homocigota todavia no conduciria a un
sistema comercialmente viable. Es necesario resolver dos problemas importantes: en primer lugar, el
problema de la propagacion de la linea estéril masculina (Ms) homocigota (denominada en el contexto
de la presente invencion como plantas femeninas prebésicas), que hace a todos los otros sistemas de
esterilidad masculina nuclear conocidos hasta hoy comercialmente no viables. En segundo lugar,
existe el problema de aumento de escala hasta una escala comercial. El problema de la propagacion
de la linea Ms homocigota ha sido resuelto por la presente invencién proporcionando un procedimiento
de refertilizacion condicionalmente inducible por calor. Este procedimiento permite una propagacion
facil de la linea prebéasica estéril masculina.

Aunque las plantas femeninas prebasicas se pueden emplear principalmente de forma
directa como una femenina para la produccién de semillas hibridas, el procedimiento de tratamiento
térmico no seria adecuado para proporcionar cantidades suficientes de dicha linea. Por lo tanto, el
método de la presente invencion emplea una etapa de aumento de escala, en la que la linea
condicionalmente estéril masculina (femenina prebésica) se cruza con una linea mantenedora para
proporcionar nuevamente semillas estériles masculinas. Esta semilla es heterogénea para el gen de
esterilidad masculina, pero todavia tiene el fenotipo condicionalmente estérii masculino. Esta
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propagacion sélo ha sido posible proporcionando una linea mantenedora, que no tiene un alelo ms
funcional ni un alelo restaurador funcional. Este procedimiento de aumento de escala es necesario
para un sistema comercialmente viable.

De forma interesante y siendo una caracteristica especial inventiva y ventajosa de la
presente invencion, el gen restaurador de la fertilidad esta presente en todas las lineas no Takagi, es
decir, en virtualmente todas las lineas de Brassica napus disponibles. Esto es beneficioso debido a
que esto significa que virtualmente todas las lineas se pueden usar como lineas masculinas en el
proceso de produccién de semillas hibridas sin la necesidad de introgresar un alelo restaurador. Esto
es una ventaja significativa en comparaciéon con, por ejemplo, el sistema de Ogura, y una similitud
notable con el sistema NPZ MSL, cuya genética es publicamente desconocida, aunque se afirma que
el sistema NPZ MSL es un sistema de esterilidad masculina citoplasmatico (cms) (Frauen, 1999).

1. Método para proporcionar la planta y semilla femenina prebasica

Una primera realizacion de la presente invencion se refiere a un método para producir o
multiplicar semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina (modulada
mediante temperatura elevada) con el genotipo MsMsrfrf (adecuada como linea femenina prebasica
para la produccion de semillas hibridas de Brassica napus), comprendiendo dicho método las etapas
de

a) proporcionar una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual esta presente en la semilla de Brassica napus depositada
con el Nimero de Dep6sito NCIMB 41480, en el que dicha planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf)
obtenible a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el Niumero de Depdsito
NCIMB 41480 6 4148,y

iii. predominantemente estérii masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C, y

iv. vuelve a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) exponer dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina durante al
menos 4 horas a una temperatura mayor que 35°C, y

c) exponer la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina tratada
térmicamente obtenida en la etapa (b) a una temperatura menor que 33°C hasta el desarrollo
de flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa (c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar las
semillas, en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea
de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf.

La expresion “genotipo MsMsrfrf” significa una planta homocigota para el alelo Ms
dominante, y homocigota para el alelo mantenedor recesivo (también denominado como alelo
restaurador disfuncional o alelo rf). Este genotipo puede estar presente en cualquier antecedente
genético de una planta de Brassica, preferiblemente una planta de Brassica napus, con la condicién
de que no esta presente ninguna copia de un alelo restaurador funcional (alelo Rf).

En una realizacion preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina proporcionada en la etapa (a) del método para producir o
multiplicar semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
MsMsrfrf descrito anteriormente se caracteriza ademas por ser

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracion a una
temperatura preferiblemente menor que 25°C, mas preferiblemente a una temperatura menor
que 20°C, pero al menos a una temperatura que permita el crecimiento normal, tal como al
menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, mas preferiblemente al menos 16°C, y
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iv. vuelve a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracibn a una temperatura de preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas
preferiblemente a una temperatura de entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a una temperatura
de alrededor de 39°C; lo mas preferible, con una exposicion durante el tiempo de tratamiento
térmico preferido como se especifica mas abajo (por ejemplo, en la etapa b)) y un crecimiento
subsiguiente a temperatura ambiente, como se define mas abajo (por ejemplo, en la etapa c)).

En una realizacion preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina se expone en la etapa (b) del método para producir o multiplicar
semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf
descrito anteriormente antes y/o durante la floraciéon durante al menos 4 horas, preferiblemente
durante al menos 8 6 12 horas, mas preferiblemente durante al menos 24 6 36 horas, incluso mas
preferiblemente durante al menos 48 6 96 horas, y lo mas preferible durante al menos 112 horas a una
temperatura de alrededor de 35°C a alrededor de 43°C, preferiblemente a una temperatura de
alrededor de 36 a alrededor de 42°C, més preferiblemente a una temperatura de alrededor de 37°C a
alrededor de 41°C, incluso més preferiblemente a una temperatura de alrededor de 38 a alrededor de
40°C, y lo mas preferible a una temperatura de alrededor de 39°C.

En una realizacion adicional preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina se expone en la etapa (c) del método para producir o multiplicar
semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf
descrito anteriormente a una temperatura menor que 30°C, preferiblemente a una temperatura menor
que 28°C, més preferiblemente a una temperatura entre 16 y 25°C, incluso més preferiblemente a una
temperatura de entre 18 y 20°C, hasta el desarrollo de flores fértiles masculinas.

La planta de Brassica napus homocigota para el alelo Ms representa una contribucion de la
presente invencion. De este modo, otra realizacién de la presente invencion se refiere a una planta de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual es
obtenible a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el NUmero de Depédsito NCIMB
41480, en la que dicha planta de Brassica napus femenina condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41480,

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf) obtenible a
partir de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480 6
41481,

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién a una
temperatura menor que 28°C,

iv. vuelve a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C.

En el contexto de la presente invencion, la planta de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf como se describe anteriormente también se denomina
como “linea femenina prebéasica” o “femenina prebasica”.

Preferiblemente, dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf es obtenible a partir de la semilla producida por el método para la produccion de
semilla femenina prebasica de la presente invencion. Otra realizacion de la presente invenciéon se
refiere a semillas, que crecen para formar dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina con el genotipo MsMsrftf, partes de dicha planta, y al uso de dicha planta en un proceso de
produccién de semillas hibridas. Preferiblemente, el antecedente genético de dicha planta no es un
hibrido; méas preferiblemente, es una linea de Brassica napus consanguinea. Preferiblemente, dicha
parte vegetal se selecciona del grupo que comprende semillas, microesporas, protoplastos, células,
Ovulos, polen, partes vegetativas, cotiledones, cigotos.

En una realizacion preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual es obtenible a partir de
la semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depodsito NCIMB 41480, se caracteriza
ademas por ser

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién a una
temperatura preferiblemente menor que 25°C, mas preferiblemente a una temperatura menor
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que 20°C, pero al menos a una temperatura que permite el crecimiento normal, tal como al
menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, mas preferiblemente al menos 16°C, y

iv. vuelve a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracion a una temperatura preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas preferiblemente
a una temperatura entre 37°C y 40°C, lo més preferible a una temperatura de alrededor de
39°C; preferiblemente con una exposiciéon durante el tiempo de tratamiento térmico preferido
como se especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente, como se define
aqui.

En una realizacion preferida de la presente invencién, la semilla depositada con el Namero
de Depdsito NCIMB 41480 se usa para obtener una planta de Brassica napus estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf (es decir, la femenina prebasica como se describe aqui). En una realizacion
adicional preferida de la presente invencion, se puede usar cualquier semilla producida por la
Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG (NPZ) en Alemania basado en su sistema MSL,
para obtener una planta de Brassica napus estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf. Los ejemplos
de tales semillas incluyen, pero no se limitan a, semillas de las lineas Joker, Pronto, Panther, Artus,
Baldur, Elan, Marcant, Mendel, Talent, Taurus, Tenno, Titan, Trabant, Zeppelin, Visby, Horus, y Siesta.
Otros ejemplos de semillas a partir de las cuales se puede obtener la planta de Brassica napus estéril
masculina con el genotipo MsMsrfrf incluyen, pero no se limitan a, semillas como Alkido, Mika, Fangio,
Elektra, y Libretto. En una realizacion adicional preferida de la presente invencion, las semillas
depositadas con el Numero de Depdsito NCIMB 41480 se usan en un método para producir o
multiplicar semillas de una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, por ejemplo en un método como se describe anteriormente.

La linea estéril masculina prebasica de la presente invencion tiene preferiblemente un
contenido total de glucosinolatos no mayor que 50 umoles por gramo de semilla secada al aire a 9%
de humedad (menor que 40 umoles, mas preferiblemente entre 5y 35 umoles, lo mas preferible entre
10 y 25 umoles por gramo). Se ha de sefialar que el tratamiento térmico utilizado en la propagacion de
la linea femenina prebasica (por ejemplo en condiciones de camara térmica) incrementa el contenido
de glucosinolatos hasta niveles que en algunos casos superan los 30 umoles por gramo. También, el
hibrido F1 cosechado a partir de la linea femenina béasica estéril puede superar 30 umoles de GSL
debido al bajo conjunto de semillas en la produccién de semillas. Sin embargo, esto no es un resultado
de las genéticas de la linea sino debido al estrés medioambiental, mientras que los niveles de
glucosinolatos en el grano producido a partir de las plantas hibridas de la presente invencion (semilla
F2) estan a niveles comerciales (teniendo un contenido total de glucosinolatos no mayor que 25
umoles por gramo de semilla secada al aire a 9% de humedad (preferiblemente entre 1 y 22 umoles,
més preferiblemente entre 5y 20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo)).

1.1 El alelo Ms, su fenotipo y marcador asociados

El término “obtenible” con respecto a un depdsito hecho bajo las regulaciones del Tratado
de Budapest, y referido al alelo Ms, Rf, ms, rf o a cualquier genotipo que comprende una combinacion
de los mismos, significa que estos genes o0 genotipos se pueden obtener a partir de dicho material
depositado, pero también se pueden obtener a partir de otro material. La secuencia de los genes
obtenidos a partir de otro material puede variar con respecto a la secuencia del gen en el material
depositado (“variante”). De este modo, la expresion “alelo Ms” comprende el gen obtenible a partir del
material depositado, pero también variantes del mismo. En consecuencia, en una realizacion preferida
de la presente invencion, el alelo Ms es el alelo Ms presente en la semilla depositada con el Numero
de Deposito NCIMB 41480 o una variante génica del mismo, que confiere esencialmente el mismo
fenotipo que el alelo Ms presente en la semilla depositada con el Nimero de Depésito NCIMB 41480.
En una realizacion preferida de la presente invencion, las semillas depositadas con el Numero de
Deposito NCIMB 41480 se usan para obtener el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms). En una
realizacién adicional preferida de la presente invencion, el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms)
también se puede obtener a partir de semillas producidas por la Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-
Georg Lembke KG (NPZ) en Alemania basandose en su sistema MSL. Los ejemplos de tales semillas
incluyen, pero no se limitan a, semillas de las lineas Joker, Pronto, Panther, Artus, Baldur, Elan,
Marcant, Mendel, Talent, Taurus, Tenno, Titan, Trabant, Zeppelin, Visby, Horus, y Siesta. Otros
ejemplos de semillas a partir de las cuales se puede obtener el alelo de esterilidad masculina (alelo
Ms) incluyen, pero no se limitan a, semillas como Alkido, Mika, Fangio, Elektra, y Libretto.
Adicionalmente, el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) también se puede obtener a partir de
semillas producidas por Syngenta (o una de sus filiales), tales como, por ejemplo, pero sin restringirse
a, semillas de las lineas NK Petrol, NK Karibik, NK Speed, NK Octans, NK Kick, NK Technik, NK
Picolo, NK Caravel.
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“Esencialmente el mismo fenotipo”, como se usa aqui, significa la capacidad de conferir
un fenotipo condicionalmente (preferiblemente modulado por temperatura elevada) estéril masculino
nuclear.

Preferiblemente, si se obtiene de otras fuentes, el origen de dicha otra fuente es la linea
mutada proporcionada por Takagi (1970). Se ha de entender que aunque el alelo Ms es obtenible a
partir de las semillas de Brassica napus depositadas con el Numero de Depésito NCIMB 41480,
pueden existir otras fuentes a partir de las cuales se puede obtener dicho alelo Ms (en idéntica forma o
en forma variante). La identidad y/o similitud de los genes y genotipos proporcionados en el contexto
de la presente invencion (ya sea obtenidos del depdsito o de otras fuentes) se pueden demostrar por
una o mas de las propiedades ligadas a dichos genes o genotipos descritos mas abajo.

La propiedad mas caracteristica y Unica del alelo Ms utilizado en el contexto de la presente
invencion es el hecho de que la fertilidad se puede restaurar mediante virtualmente cualquier linea de
Brassica napus disponible publicamente accesible (distinta de las lineas que resultan de un
germoplasma de Takagi), pero no por la linea mantenedora para la cual se depositan semillas con el
Numero de Deposito NCIMB 41481. La linea mantenedora, como se proporciona mediante la presente
invencion, comprende el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional) en una forma homocigota
(rfrf), mientras que una planta de Brassica napus “normal” comprende el restaurador en una forma
funcional (RfRf). Excepto para un germoplasma derivado del germoplasma de Takagi, no existen
lineas conocidas que no comprendan al menos una copia funcional del alelo Rf. Como consecuencia
de esto, se encuentra que virtualmente todas las lineas de colza disponibles hasta la fecha de la
invencién son lineas restauradoras. La presencia de dos genes Ms y rf, que presumiblemente
presentan una mutacién doble en el germoplasma de Takagi, es esencial para un sistema hibrido
funcional como se describe en la presente invencién. Esto también significa que, usando el material
depositado, se puede determinar faciimente la presencia del alelo Ms o del alelo rf. Una linea estéril
masculina basada en el alelo Ms se puede “mantener” en su fenotipo estéril masculino cruzandola con
la linea mantenedora para la cual se depositan semillas con el Numero de Depdsito NCIMB 41481,
pero también se puede volver a hacer fértil cruzandola con cualquier linea restauradora (véase mas
abajo para los ejemplos).

En consecuencia, el alelo Ms esta ligado a un genotipo estéril masculino que se puede
devolver (al menos en parte en la siguiente generacién) a la fertilidad por cualquier planta que
comprende al menos un alelo Rf dominante (las denominadas “plantas restauradoras” como se citan
aqui), pero no por las plantas derivadas de las semillas depositadas con el Nimero de Deposito
NCIMB 41481 (mantenedoras). De este modo, el alelo Ms se caracteriza preferiblemente por conferir
un fenotipo estéril masculino nuclear condicional, el cual

a) se devuelve temporalmente a la fertilidad mediante una exposicion a una temperatura mayor
que 35°C,

b) se devuelve a la fertilidad en al menos parte de las plantas F; obtenidas cruzando una planta
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf o Msmsrfrf con cualquier planta de Brassica napus
que comprende al menos un alelo Rf dominante, y

c) se mantiene en las plantas F; obtenidas cruzando una planta con un fenotipo estéril
masculino nuclear referido por dicho alelo Ms con las plantas fértiles masculinas derivadas de
semillas depositadas con el Numero de Depdsito NCIMB 41481.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el alelo Ms se caracteriza
preferiblemente por conferir un fenotipo estéril masculino nuclear condicional, el cual

a) se restaura temporalmente a la fertilidad mediante una exposicion a una temperatura mayor
que 35°C, preferiblemente a una temperatura entre 35°C y 43°C, mas preferiblemente a una
temperatura entre 37°C y 40°C, lo més preferible a una temperatura de alrededor de 39°C;
preferiblemente con una exposicién durante el tiempo de tratamiento térmico preferido como se
especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente, como se define aqui,

b) se restaura a la fertilidad en al menos parte de las plantas F; obtenidas cruzando una planta
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf o Msmsrfrf con cualquier planta de Brassica napus
que comprende al menos un alelo Rf dominante, o en todas las plantas F; obtenidas cruzando
una planta estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf o Msmsrfrf con una planta de Brassica
napus homocigota para el alelo Rf, es decir, con el genotipo RfRf, y

¢) se mantienen las plantas F; obtenidas cruzando una planta estéril masculina condicional con

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2356491 T3

el genotipo MsMsrfrf (por ejemplo, una planta con un fenotipo estéril masculino referido por
dicho alelo Ms) con las plantas derivadas de la semilla depositada con el NUmero de Depésito
NCIMB 41481.

Una “restauracion temporal de la fertilidad” significa que solo las flores inducidas durante
el tratamiento a alta temperatura se desarrollan en flores fértiles masculinas, mientras que las flores
inducidas antes o después se desarrollan solamente en flores estériles masculinas, incluso si se
desarrollan en la misma planta. De este modo, puesto que el tratamiento a temperatura elevada es
temporal, también la restauracion de la fertilidad es temporal y se correlaciona con la duraciéon y
longitud del tratamiento a temperatura elevada.

De este modo, cruzando una planta estéril masculina con

a) cualquier planta de Brassica napus consanguinea, fértil masculina, que comprende al menos
un alelo Rf, que es preferiblemente homocigota para el alelo Rf (planta restauradora), y

b) las plantas derivadas a partir de la semilla depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB
41481, se puede identificar sin ambigiiedad la presencia o ausencia del alelo Ms.

“Plantas restauradoras” o “linea restauradora” significa cualquier planta de Brassica
napus consanguinea, fértil masculina, que comprende al menos un alelo Rf, que es preferiblemente
homocigota para el alelo Rf. Las plantas restauradoras incluyen todas las lineas de Brassica napus
fértiles, consanguineas (polinizadas de forma abierta, no hibridas), comercializadas como semillas
para el crecimiento, preferiblemente a la fecha de prioridad de esta invencién. No se ha encontrado
ninguna excepcioén por los inventores. Las lineas restauradoras adecuadas también incluyen aquellas
en la lista de variedades de OECD de diciembre de 2006 (lista de variedades de OECD apta para la
certificacion -  2006/2007; Dic. 2006; http://www.oecd.org/dataoecd/1/44/33999447.PDF;
http:/www.oecd.org/document/14/0,2340,en_2649_33909_2485070_1 1 1 1,00,html),
preferiblemente lineas no hibridas comercializadas como semillas para crecimiento (para la
produccién de aceite), mas preferiblemente aquellas que no estan marcadas como “d” (consanguinea
en tanto que representan lineas parentales hibridas) o “b” (hibridas) en dicha lista de OECD.

Aunque esta propiedad es Unica al sistema hibrido de la presente invencién proporcionado
aqui mas abajo, existen otras propiedades que estan ligadas o asociadas con el alelo Ms. En una
realizacién preferida de la presente invencién, el fenotipo condicionalmente estéril masculino y/o el
alelo Ms esté ligado y/o asociado con una o mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste
en

I. un fenotipo de aborto de la yema en una planta con un fenotipo estéril masculino conferido
por el alelo Ms,

Il. un fenotipo de pétalos de rayas blancas o manchado de blanco en una planta con un
fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms, y

lll. la presencia de un marcador especifico del alelo Ms tanto en plantas fértiles masculinas
como estériles masculinas que comprenden al menos una copia del alelo Ms.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el fenotipo condicionalmente estéril
masculino y/o el alelo Ms esté ligado y/o asociado con uno o mas marcadores (marcador del alelo Ms)
seleccionados del grupo (“grupo de marcadores del gen MS”) que consiste en

I. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos (mutaciones) en la region del
marcador NR1116 que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 85 en SEC ID NO: 3,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una G en la posicidon que
corresponde a la posicion 87 en SEC ID NO: 3,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 139 en SEC ID NO: 3,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 214 en SEC ID NO: 3,
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e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posiciéon que
corresponde a la posicion 218 en SEC ID NO: 3,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicién que
corresponde a la posicion 277 en SEC ID NO: 3,

g) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 286 en SEC ID NO: 3,

h) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 312 en SEC ID NO: 3,

i) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 319 en SEC ID NO: 3,

j) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicién que
corresponde a la posicién 359 en SEC ID NO: 3,

k) la mutacion de supresion 5’- TTGGTGAACAATC -3’ en la posicién correspondiente a 221
en SEC ID NO: 3,

) la mutacién de insercion 5°- GAA -3’ en la posicion que corresponde a 328-330 en SEC ID
NO: 3,

Il. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos (mutaciones) en la regién del
marcador NR2525 que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 60 en SEC ID NO: 6,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicién que
corresponde a la posicion 92 en SEC ID NO: 6,

¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posiciéon 105 en SEC ID NO: 6,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicién 158 en SEC ID NO: 6,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 431 en SEC ID NO: 6,

f) la mutacion de supresion de un solo nucledtido en la posicion que corresponde a la
posicién 82 en SEC ID NO: 6,

g) la mutacion de supresion 5’- TGAGCAAAA -3’ en la posicién que corresponde a 17 a 25
en SEC ID NO: 6,

Ill. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SNP que consiste en

a) una sefial positiva en un ensayo de SNP (preferiblemente un ensayo de SNP a base de
TagMan®) que usa una sonda de SNP (sonda 1 de SNP) que comprende la secuencia
nucleotidica descrita por SEC ID NO: 12 (sonda especifica del alelo estéril HINK6701), y
una sefial negativa que usa una sonda de SNP (sonda 2 de SNP) que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 11 (sonda especifica del alelo fértil
HINK6700),

b) una sefal positiva en un ensayo de SNP (preferiblemente un ensayo de SNP a base de
TagMan®) que usa una sonda de SNP (sonda 3 de SNP) que comprende la secuencia
nucleotidica descrita por SEC ID NO: 17 (sonda especifica del alelo estéril HINK6775), y
una sefial negativa que usa una sonda de SNP (sonda 4 de SNP) que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 18 (sonda especifica del alelo fértil
HiNK6776),

IV. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SSR que consiste en:

a) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 96,7 (+/- 1,0) pb que resulta de
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una reaccién de PCR con los cebadores descritos por las SEC ID NO: 1y 2,

b) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 192,8 (+/- 0,3) pb que resulta
de una reaccion de PCR con los cebadores descritos por las SEC ID NO: 4y 5,y

V. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores ligados a al menos una de las
secuencias expuestas como SEC ID NO: 3, 6, 11y 18,

en los que el uno o mas marcadores (marcador del alelo Ms) también incluyen una secuencia
nucleotidica aislada seleccionada del grupo que consiste en secuencias las cuales

I. tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o

1. se hibridan en condiciones restrictivas con, o

Ill. comprenden al menos 25 nucleétidos consecutivos de
las secuencias marcadoras definidas anteriormente en |. a V.

En una realizacion preferida, el fenotipo condicionalmente estéril masculino y/o el alelo Ms
esta ligado y/o asociado con marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos (mutaciones) en la
region marcadora NR1116 que consisten en al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 6 12 de las
mutaciones del grupo I., mas preferiblemente al menos las mutaciones en las posiciones que
corresponden a la posicion 214 (T/C) y 218 (T/G) en SEC ID NO: 3. Preferiblemente, hay al menos 1,
2,3,4,5, 6,067 mutaciones del grupo Il., méas preferiblemente al menos las mutaciones en la posicion
gue corresponde a la posicion 158 en SEC ID NO: 6.

Adicionalmente, uno o mas marcadores del grupo V. anterior ligados a y/o asociados con el
fenotipo condicionalmente estéril masculino y/o el alelo Ms pueden estar ligados a 1, 2, 3, 0 a todas
las secuencias expuestas como SEC ID NO: 3, 6, 11y 18.

Los marcadores como se describen anteriormente se pueden usar en otros diversos
aspectos de la presente invencion. Sin embargo, los aspectos de la presente invencidon no estan
limitados al uso de los marcadores como se describe en la presente Solicitud. Se enfatiza
adicionalmente que estos aspectos pueden también hacer uso de marcadores no descritos
explicitamente aqui, 0 marcadores aun por identificar.

El término “SNP” o la expresion “polimorfismo de un solo nucle6tido” significa una
variacion de una secuencia nucleotidica (preferiblemente un ADN) que se produce cuando un solo
nucleotido (preferiblemente A, T, C, o G) en preferiblemente el genoma (u otra secuencia compartida)
difiere entre miembros de una especie o0 entre cromosomas o0 alelos emparejados en un individuo. Por
ejemplo, dos fragmentos de ADN secuenciados procedentes de diferentes individuos, AAGCCTA a
AAGCTTA, contienen una diferencia en un solo nucleétido. En este caso se puede decir que hay dos
alelos: C y T. Los polimorfismos de un solo nucleétido pueden caer dentro de las secuencias
codificantes de genes, en regiones no codificantes de genes, o en las regiones intergénicas entre
genes. Los SNP dentro de una secuencia codificante pueden no cambiar necesariamente la secuencia
de aminoacidos de la proteina que se produce, debido a degeneracion del cédigo genético. Un SNP
en el que ambas formas conducen a la misma secuencia polipeptidica se denomina sinénimo (algunas
veces denominado mutacion silenciosa); si se produce una secuencia polipeptidica diferente, son no
sinénimos. Los SNP que no estan localizados en regiones codificantes de proteinas todavia pueden
tener consecuencias para el corte y empalme génico, union a factores de transcripcion, o la secuencia
de ARN no codificante. Sin embargo, un SNP como tal puede no tener relevancia funcional en
absoluto, sino que pude estar “ligado” o asociado solamente con un cierto fenotipo y/o genotipo (es
decir, se segrega con una cierta probabilidad con dicho genotipo y/o fenotipo). La expresién “sonda de
SNP” significa una sonda que es adecuada para detectar un SNP, méas preferiblemente una sonda
marcada, adecuada para la deteccién automatizada (como se describe méas abajo).

La frase “posicion que corresponde a la posicion X en SEC ID NO: Y” indica que la
secuencia descrita por SEC ID NO: Y es una secuencia de consenso. La secuencia correspondiente
en una planta concreta (en la que se va a detectar la presencia o ausencia del SNP) sera (en la
mayoria de los casos) diferente a dicha secuencia de consenso. Sin embargo, en una realizacion
preferida, se puede determinar la identidad de la secuencia en un alineamiento de dicha secuencia de
consenso con dicha secuencia en dicha planta concreta. El alineamiento de secuencias es una forma
de disponer las secuencias primarias de nucledtidos (por ejemplo, ADN) para identificar regiones de
similitud que pueden ser una consecuencia de relaciones funcionales, estructurales o evolutivas entre
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las secuencias. Las secuencias alineadas de los restos nucleotidicos se representan tipicamente
como filas en una matriz. Entre los restos se insertan saltos de manera que los restos con caracteres
idénticos o similares se alinean en columnas sucesivas. Un alineamiento de secuencias se puede
producir, por ejemplo, mediante el programa ClustalW o BLAST. Si dos secuencias en un alineamiento
comparten un ancestro comun, los desemparejamientos se pueden interpretar como mutaciones de
punto, y los espacios como indels (esto es, mutaciones de insercion o supresion) introducidos en una
0 ambas estirpes en el momento desde que divergieron entre si. En consecuencia, la secuencia en
dicha planta concreta puede diferir como consecuencia de supresiones y mutaciones en longitud con
la secuencia de consenso. Como consecuencia, también la posiciéon absoluta de un SNP especifico
(segun se mide desde el comienzo de la secuencia) puede diferir. Sin embargo, cuando se alinean de
forma apropiada, esas posiciones todavia estdn emparejadas entre si. La frase “posicion que
corresponde a la posicion X en SEC ID NO: Y” indica este hecho, y de este modo significa que —
aunque en la secuencia segun se obtiene a partir de una planta concreta — la posicion absoluta puede
ser diferente, en el alineamiento con la secuencia de consenso (“Y”) todavia se emparejara en la
posicion indicada (“X”).

La expresion “ensayo de SNP” significa cualquiera de los métodos conocidos en la técnica
gue es adecuado para detectar o visualizar un polimorfismo de un solo nucleétido. Estos métodos se
pueden basar por ejemplo en la hibridacion. Se han desarrollado diversas aplicaciones que interrogan
los SNP hibridando sondas de ADN complementario al sitio del SNP (Rapley y Harbron, 2004). Tales
métodos incluyen hibridacién dinamica especifica de alelo (DASH). Otros métodos para la deteccion
de SNP incluyen el uso de haces moleculares que usan una sonda oligonucleotidica monocatenaria
especificamente manipulada mediante ingenieria que comprende un fluoréforo y un extintor de la
fluorescencia (Abravaya et al., 2003). Los SNP también se pueden detectar mediante chips de SNP
oligonucleotidicos de alta densidad que comprenden cientos de miles de sondas dispuestas en un
pequefio chip, que permiten que se interrogue simultdneamente un gran nimero de los SNP (Rapley y
Harbron, 2004). Ademas, se ha empleado un amplio intervalo de enzimas, incluyendo ADN ligasa,
ADN polimerasa y nucleasas, para generar métodos de genotipado de SNP de alta fidelidad. Otro
método se basa en el polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP). Se han
desarrollado diversos métodos de deteccién de SNP basados en PCR. Tales métodos incluyen el
ARMS-PCR de tetracebadores, que emplea dos pares de cebadores para amplificar dos alelos en una
reaccion de PCR. La Flap endonucleasa (FEN) es una endonucleasa que cataliza la escision
especifica de estructuras. Esta escision es muy sensible a desemparejamientos, y se puede usar para
interrogar los SNP con un grado elevado de especificidad (Olivier, 2005). En el ensayo invasor basico,
se combina una FEN denominada escindasa con dos sondas oligonucleotidicas especificas, que junto
con el ADN diana pueden formar una estructura tripartita reconocida por la escindasa (Olivier, 2005).

La extensién del cebador es un proceso de dos etapas que implica en primer lugar la
hibridacion de una sonda a las bases inmediatamente en direccion 5’ del nucledtido de SNP, seguido
de una reaccion de “minisecuenciacion”, en la que la ADN polimerasa extiende el cebador hibridado
afiadiendo una base que es complementaria al nucleétido del SNP. Esta base incorporada se detecta
y determina el alelo de SNP (Syvanen, 2001; Rapley Y Harbron, 2004). El ensayo lllumina
Incorporated’s Infinium es un ejemplo de una tuberia de genotipado de genoma completo que se basa
en un método de extension del cebador. En el ensayo Infinium, se pueden genotipar alrededor de
100.000 SNP. El ensayo usa nucletdtidos marcados con haptenos en una reaccion de extension del
cebador (Gunderson et al.,, 2006). El ensayo de ligasa oligonucleotidica utiliza ADN ligasa, que
cataliza la ligacion del extremo 3’ de un fragmento de ADN al extremo 5 de un fragmento de ADN
directamente adyacente. Este mecanismo se puede usar para interrogar un SNP hibridando dos
sondas directamente sobre el sitio polimérfico de SNP (Rapley y Harbron, 2004).

En el contexto de la presente invencion, lo mas preferido es el uso del ensayo TagMan®
para la deteccién de los SNP. La expresién “ensayo TagMan®” significa en general un método de
PCR en tiempo real cuantitativo que usa una sonda fluor6gena doblemente marcada (sonda TagMan;
Heid et al., 1996). La PCR en tiempo real de TagMan mide la acumulaciéon de un producto via el
fluoréfero durante las etapas exponenciales de la PCR, en lugar de en el punto final como en la PCR
convencional. El incremento exponencial del producto se usa para determinar el ciclo umbral, C+, es
decir, el numero de ciclos de PCR al que se detecta un incremento exponencial significativo en la
fluorescencia, y que esta directamente correlacionado con el nimero de copias de un molde de ADN
presente en la reaccion. Diferente de la PCR normal, en la PCR en tiempo real de TagMan se afiade
una sonda a la reaccion, es decir, un oligonucleétido monocatenario complementario a un segmento
de 20-60 nucledtidos dentro del molde de ADN y localizado entre los dos cebadores. A los extremos &’
y 3’ de la sonda, respectivamente, se unen covalentemente un informador fluorescente o fluoréforo
(por ejemplo, 6-carboxifluoresceina, cuyo acronimo es FAM, o tetraclorofluoresceina, cuyo acrénimo
es TET) y un extintor (por ejemplo, tetrametilrrodamina, cuyo acrénimo es TAMRA, o “ligante de surco
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menor” tripeptidico dihidrociclopirroloinddlico, cuyo acrénimo es MGB) (Kutyavin, 2000). La estrecha
proximidad entre el fluoréforo y el extintor unidos a la sonda inhibe la fluorescencia del fluoréforo.
Durante la PCR, a medida que comienza la sintesis del ADN, la actividad de la 5" a 3’ isonucleasa de
la Taq polimerasa degrada aquella proporcion de la sonda que se ha emparejado al molde. La
degradacion de la sonda libera al fluor6foro de ella y rompe la estrecha proximidad al extintor,
aliviando asi el efecto de extincion y permitiendo la fluorescencia del fluor6foro. Por tanto, la
fluorescencia detectada en el ciclador térmico de PCR en tiempo real es directamente proporcional al
fluoréforo liberado y a la cantidad de molde de ADN presente en la PCR.

Mas especificamente para la deteccion de SNP, en el ensayo de Tagman para el
genotipado de SNP se usa la actividad de la 5’ nucleasa de la Taq ADN polimerasa. El ensayo de
Tagman se realiza concurrentemente con una reaccién de PCR, y los resultados se pueden leer en
tiempo real a medida que transcurre la reaccion de PCR (McGuigan y Ralston, 2002). El ensayo
requiere cebadores directos e inversos de PCR que amplificaran una region que incluye el sitio
polimérfico de SNP. La discriminacion alélica se logra usando FRET combinado con una o dos sondas
especificas de alelos (las sondas de SNP preferidas, tales como las sondas 1, 2, 3 6 4 de SNP de la
presente invencion) que se hibridan al sitio polimérfico de SNP. Las sondas (por ejemplo, las sondas
1, 2, 3 6 4 de SNP de la presente invencion) tendran preferiblemente un fluorédforo ligado al extremo 5’
de su secuencia central de acido nucleico, y una molécula extintora ligada a su extremo 3’. Aunque la
sonda esté intacta, el extintor permanecera en estrecha proximidad al fluor6foro, eliminando la sefial
del fluoréforo. Durante la etapa de amplificacion de PCR, si la sonda especifica del alelo es
perfectamente complementaria al alelo de SNP, se unir4 a la hebra de ADN diana y entonces se
degradara por la actividad de la 5’ nucleasa de la Taq polimerasa a medida que extiende el ADN a
partir de los cebadores de PCR. La degradacion de la sonda da como resultado la separacion del
fluoréforo de la molécula extintora, generando una sefial detectable. Si la sonda especifica del alelo no
es perfectamente complementaria, tendra una menor temperatura de fusion y no se unir4 tan
eficazmente. Esto evita que la nucleasa actlie sobre la sonda (McGuigan y Ralston, 2002). El ensayo
de Tagman se basa en PCR, y es relativamente simple de implementar. El ensayo de Tagman se
puede multiplicar combinando la deteccion de hasta siete SNP en una reaccion. (Syvanen, 2001).
Véase también Affymetrix (2007) Genome-Wide Human SNP Array 5.0. [en linea] Direccion:
http://www.affymetrix.com/products/arrays/specific/genome_wide/ genome_wide snp_5.affx
(recuperado el 27 de febrero de 2007). Existen y se describen reactivos y protocolos detallados para la
deteccion de SNP a base de TagMan (documento US 5.876.930; Livak et al., 1995; Pre-Developed
TagMan® Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol; Part Number 4312214 Rev. C 5/2005;
Applied Biosystems).

Ensayos de deteccion de SNP adicionales son bien conocidos por la persona experta en la
técnica, y se basan en propiedades fisicas de ADN, polimorfismo de conformacién monocatenaria,
empleo de electroforesis en gel con gradiente de temperatura, o cromatografia de liquidos de altas
prestaciones desnaturalizante, fusion de alta resolucion de todo el amplicon, o secuenciacion.

La expresion “fragmento de PCR” significa un fragmento de acido nucleico
(preferiblemente un fragmento de ADN) obtenido de la amplificacion de un ADN diana (por ejemplo, un
ADN genodmico) utilizando uno o mas cebadores, una ADN polimerasa (preferiblemente una ADN
polimerasa térmicamente estable) y uno o mas ciclos de amplificacion. La reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) es una técnica de bioquimica y biologia molecular para amplificar exponencialmente
ADN via replicacion enzimatica. Puesto que la PCR es una técnica in vitro, se puede llevar a cabo sin
restricciones sobre la forma de ADN, y se puede modificar ampliamente para llevar a cabo un amplio
conjunto de manipulaciones genéticas.

La expresion “peso molecular aparente” significa el peso molecular de una molécula (por
ejemplo, un fragmento de ADN segun se mide en comparacién con un patrén de peso molecular. Por
ejemplo, el peso se puede medir mediante electroforesis en gel (por ejemplo, agarosa o gel de
poliacrilamida) (en geles de perlas planas, capilares o de otro modo como se conoce en la técnica).
Preferiblemente, la determinacién del peso molecular se lleva a cabo usando un secuenciador de ADN
y, como patrén, sondas marcadas para fluorescencia. Mas especificamente, como se usa en el
contexto de la presente invencion, el peso molecular aparente significa el peso determinado en
comparacién con el patron de tamafio GeneScan™ 500 ROX™ (un patron de tamafio marcado con
colorante ROX™ para el tamafio reproducible de datos de analisis de fragmentos) usando un
analizador de ADN 3700 o equivalente. EI GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard se disefia para
medir fragmentos de ADN en el intervalo de 35-500 nucleétidos, y proporciona 16 fragmentos
marcados monocatenarios de 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 y
500 nucledtidos. La curva de tamafios generada a partir de estos fragmentos cortos hace al
GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard ideal para una variedad de aplicaciones de andlisis de
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fragmentos tales como microsatélites, polimorfismos de longitud de fragmentos y cuantificacion
fluorescente relativa. Cada uno de los fragmentos de ADN se marca con el fluor6foro ROX™ que da
como resultado un Unico pico cuando se ejecuta en condiciones desnaturalizantes.

En otra realizacion preferida, el alelo Ms, el alelo ms, y/o el fenotipo estéril masculino se
caracterizan ademas por estar localizados en el cromosoma N7 de Brassica napus, preferiblemente
entre las secuencias de marcadores NR1116 (por ejemplo, SEC ID NO: 21) y NR2525 (por ejemplo,
SEC ID NO: 22), mas preferiblemente con una distancia de 2,8 ctM a NR1116 y 6,0 cM a NR2525,
incluso mas preferiblemente entre los marcadores de SNP SR0O002A y SR0003B, lo mas preferible con
una distancia de aproximadamente 2,8 cM a SR0002A y 3,3 cM a SR0O003B.

La expresion “secuencia del marcador NR1116” significa la secuencia como se describe
mediante SEC ID NO: 21 y sus variantes que

i) tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o
i) se hibridan en condiciones restrictivas a, o

iii) comprenden al menos 25 nucledtidos consecutivos de

la secuencia como se describe mediante SEC ID NO: 21.

La expresion “secuencia del marcador NR2525” significa la secuencia como se describe
mediante SEC ID NO: 22 y sus variantes que

i) tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o
i) se hibridan en condiciones restrictivas a, o

iii) comprenden al menos 25 nucledtidos consecutivos de

la secuencia como se describe mediante SEC ID NO: 22.

La expresion “marcador de SNP SRO002A” significa el fragmento que comprende una
mutacion de SNP segun se amplifica mediante el par de cebadores descrito por las SEC ID NO: 8 y
10, que — preferiblemente — da para el alelo fértil una sefial negativa en un ensayo de SNP
(preferiblemente un ensayo de SNP a base de TagMan®) que usa la Sonda 1 de SNP que comprende
la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 12 (sonda especifica del alelo estéril HINK6701), y
— preferiblemente — una sefal positiva usando la Sonda 2 de SNP que comprende la secuencia
nucleotidica descrita por SEC ID NO: 11 (sonda especifica del alelo fértil HINK6700) (y viceversa para
el alelo estéril).

La expresion “marcador de SNP SR0003B” significa el fragmento que comprende una
mutacion de SNP segun se amplifica mediante el par de cebadores descrito por las SEC ID NO: 15y
16, que — preferiblemente — da para el alelo fértili una sefial negativa en un ensayo de SNP
(preferiblemente un ensayo de SNP a base de TagMan®) que usa la Sonda 3 de SNP que comprende
la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 17 (sonda especifica del alelo estéril HINK6775), y
— preferiblemente — una sefial negativa usando la Sonda 3 de SNP que comprende la secuencia
nucleotidica descrita por SEC ID NO: 18 (sonda especifica del alelo fértil HINK6776) (y viceversa para
el alelo estéril).

De este modo, el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) esta ligado en forma homocigota a
un fenotipo estéril masculino que

- se puede restaurar a fertilidad cruzandolo con cualquier planta que comprenda al menos un
alelo Rf funcional dominante (alelo restaurador), y

- se puede mantener cruzandolo con plantas derivadas de la semilla depositada con el Nimero
de Depdsito NCIMB 41481 (linea mantenedora),

en el que dicho alelo Ms se selecciona del grupo que consiste en

a) el alelo Ms segun se puede obtener a partir de la semilla de Brassica napus depositada con
el Numero de Depdsito NCIMB 41480, y

b) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica (es decir, con respecto a la
esterilidad masculina).
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Mas preferiblemente, dicho alelo Ms es el alelo Ms, que en la semilla depositada con el
Numero de Depdsito NCIMB 41480 esta ligado y/o asociado con una o mas caracteristicas
seleccionadas del grupo que consiste en:

I. un fenotipo de aborto de la yema en una planta con un fenotipo condicionalmente estéril
masculino conferido por el alelo Ms,

Il. uno o mas de los marcadores seleccionados del grupo de marcadores del gen MS (como se
define anteriormente) en plantas tanto fértiles masculinas como estériles masculinas que
comprenden al menos una copia del alelo Ms,

Ill. un fenotipo de pétalos con rayas blancas o manchas blancas en una planta con un fenotipo
estéril masculino conferido por el alelo Ms,

0 una variante de dicho alelo Ms, que muestra un fenotipo condicionalmente estéril masculino con las
mismas propiedades restauradoras.

En consecuencia, en una realizacion preferida, la planta de Brassica napus estéril
masculina con el genotipo MsMsrfrf es homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms)
ligado a un fenotipo estéril masculino, que

- se puede restaurar a la fertilidad cruzandola con cualquier planta que comprenda al menos un
alelo Rf funcional dominante (restaurador), y

- se puede mantener cruzandola con plantas derivadas de la semilla depositada con el Nimero
de Depdsito NCIMB 41481 (mantenedora),

en la que dicho alelo Ms se selecciona del grupo que consiste en

a) el alelo Ms segln se obtiene a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el
NuUmero de Depésito NCIMB 41480, y

b) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica (es decir, esterilidad masculina).

Mientras que el ligamiento al marcador del alelo Ms (caracteristica Il. como se define
anteriormente) esta presente tanto en las plantas fértiles masculinas como las estériles masculinas
que comprenden el gen Ms (es decir, independientemente de la presencia o ausencia del alelo Rf), las
propiedades fenotipicas de aborto de la yema y pétalos con rayas blancas o manchados de blanco
(caracteristica I. y lll., respectivamente) sélo son observables en el fenotipo estéril masculino (es decir,
en presencia del alelo Rf). Esta observacion permite asi una discriminacién facil de plantas estériles
masculinas y fértiles masculinas.

Se ha de entender que aunque en la semilla depositada el alelo Ms esta ligado a un
marcador del alelo Ms (caracteristica Il. como se define anteriormente) y/o a las propiedades
fenotipicas de aborto de la yema y/o pétalos con rayas blancas o manchados de blanco (caracteristica
I. y lll., respectivamente), puede haber algunas circunstancias en las que dicho ligamiento se puede
perder o se rompe intencionadamente o no intencionadamente durante un programa de reproduccion.
La probabilidad de romper dicho ligamiento depende de la distancia del marcador al alelo Ms. Es bien
sabido por la persona experta en la técnica como romper el ligamiento entre un marcador y un gen
ligado. Sin embargo, es posible mediante andlisis de marcadores adicionales, andlisis de fenotipos,
y/o experimentos de hibridacion, demostrar la identidad del alelo Ms en tales lineas modificadas con el
alelo Ms en la semilla depositada. Para el fenotipo de pétalos con rayas blancas o manchados de
blanco (caracteristica 1ll.), no esta nada claro si esta causado directamente por el alelo Ms o por un
gen estrechamente ligado al mismo. Hay ciertas lineas en las que este fenotipo no se puede observar
0 no estad claramente expresado. Sin embargo, también se sabe que tales fenotipos pueden ser
enmascarados por otros fenotipos tales como la expresién con nivel elevado de carotenoides en
pétalos. Hasta ahora, no se ha encontrado segregacion del fenotipo estéril masculino ni del fenotipo
de aborto de la yema (caracteristica 1.). Como consecuencia, es probable que este fenotipo esté
estrechamente ligado a o directamente provocado por el alelo Ms.

El término “variante”, cuando se usa con respecto al alelo Ms o ms, significa variaciones
genéticas que preferiblemente no afectan a la funcionalidad del alelo Ms pero que pueden afectar a su
secuencia. Durante la propagacion de la linea original (por ejemplo, la linea de Takagi original), puede
ocurrir que se produzcan en la secuencia genética del alelo Ms sin afectar a su funcion ciertos
polimorfismos de secuencia o variaciones somaclonales. Tales variaciones pueden estar en regiones
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funcionalmente no relevantes del gen, tales como intrones. Preferiblemente, la identidad genética de
una variante del alelo Ms y/o del alelo ms es mayor que 90%, preferiblemente mayor que 95%, mas
preferiblemente mayor que 98%, en comparacion con el alelo Ms segun se obtiene de la semilla
depositada con el Nimero de Depédsito NCIMB 41480 o el alelo ms segun se obtiene de la semilla
depositada con el Numero de Depoésito NCIMB 41481. De otro modo, una variante preferiblemente
todavia se hibrida en condiciones restrictivas (preferiblemente condiciones restrictivas medias, mas
preferiblemente condiciones restrictivas elevadas) con el alelo Ms segun se obtiene de la semilla
depositada con el NUumero de Depésito NCIMB 41480. Puesto que no se puede descartar (de hecho,
es probable) que el alelo Ms sea una copia disfuncional del alelo ms (que puede presentar un gen
funcional implicado en el desarrollo del polen o de anteras en Brassica napus), el término variante, con
respecto al alelo Ms, también comprende otras formas disfuncionales del alelo ms (o una variante del
mismo como se define anteriormente), en tanto que se puedan mantener en esterilidad por la linea
mantenedora segun se deposita con el Nimero de Depésito NCIMB 41481. Tales variaciones pueden
variar del alelo Ms segun se obtiene de la semilla depositada con el Nimero de Depésito NCIMB
41480, por ejemplo mediante mutaciones diferentes, supresiones, truncamientos, etc.

El término “variante”, cuando se usa con respecto al alelo Ms o ms, también se refiere a
variantes de los alelos Ms o ms que cartografian en la misma region que el alelo Ms o ms descrito d,
es decir, la variante también estd4 siendo localizada en el cromosoma N7 de Brassica napus,
preferiblemente entre las secuencias de marcadores NR1116 (por ejemplo, SEC ID NO: 21) y NR2525
(por ejemplo, SEC ID NO: 22), mas preferiblemente con una distancia de 2,8 cM a NR1116y 6,0 cM a
NR2525, respectivamente, incluso méas preferiblemente entre los marcadores de SNP SR0002A y
SR20003B, lo més preferible con una distancia de aproximadamente 2,8 cM a SR0002A y 3,3 cM a
SR0003B, respectivamente. Este tipo de variante también se hibrida preferiblemente en condiciones
restrictivas (preferiblemente condiciones medias de restriccion, mas preferiblemente condiciones
elevadas de restriccion) con el alelo Ms segun se obtiene de la semilla depositada con el Nimero de
Depdsito NCIMB 41480. Preferiblemente, la variante del alelo Ms o ms muestra un fenotipo
condicionalmente estéril masculino con las mismas propiedades restauradoras como se describen
anteriormente para el alelo Ms.

1.2 El alelo rf y su fenotipo

Las expresiones “alelo mantenedor”, “alelo restaurador disfuncional” o “alelo rf”
significan la ausencia del alelo restaurador funcional (alelo Rf) y — mas especificamente — un alelo rf
seguln se obtiene de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depésito NCIMB
41480 y/o 41481 y sus variantes. Este alelo rf esta ligado preferiblemente a y se caracteriza por las
propiedades fenotipicas de

a) no es capaz de devolver a la fertilidad al fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms,
y

b) es capaz de mantener el fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms.

Se ha de entender que aunque el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf,
o rf) es obtenible a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el Niamero de Deposito
NCIMB 41480 y/o 41481, pueden existir otras fuentes a partir de las cuales se puede obtener dicho
alelo rf.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la semilla depositada con el Nimero
de Depdsito NCIMB 41480 o la semilla depositada con el Namero de Depoésito NCIMB 41481, se usan
para obtener el alelo mantenedor (alelo rf).

En una realizacién adicional preferida de la presente invencion, el alelo mantenedor (alelo
rf) también se puede obtener a partir de semilla producida por la Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-
Georg Lembke KG (NPZ) en Alemania basandose en su sistema MSL. Los ejemplos de tales semillas
incluyen, pero no se limitan a, semillas de las lineas Joker, Pronto, Panther, Artus, Baldur, Elan,
Marcant, Mendel, Talent, Taurus, Tenno, Titan, Trabant, Zeppelin, Visby, Horus, y Siesta. Otros
ejemplos de semillas a partir de las cuales se puede obtener el alelo mantenedor (alelo rf) incluyen,
pero no se limitan a, semillas como Alkido, Mika, Fangio, Elektra, y Libretto. Ademas, el alelo
mantenedor (alelo rf) también se puede obtener a partir de semilla producida por Syngenta (o una de
sus filiales), tal como, por ejemplo, a partir de semillas de las lineas NK Petrol, NK Karibik, NK Speed,
NK Octans, NK Kick, NK Technik, NK Picolo, NK Caravel.

El alelo mantenedor (alelo rf) esta ligado a un fenotipo que mantiene la esterilidad
masculina, el cual en una forma homocigota permite que sea expresado el fenotipo estéril masculino
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provocado por el Ms. Dicho fenotipo que mantiene la esterilidad masculina se puede invertir mediante
al menos un alelo Rf dominante funcional. Dicho alelo Rf se puede obtener a partir de cualquier
germoplasma no basado en Takagi. No se conocen lineas, aparte de un germoplasma derivado del
germoplasma de Takagi, que no comprendiese al menos una copia funcional del alelo Rf. Como
consecuencia, se encuentra que virtualmente todas las lineas de colza disponibles hasta la fecha de la
invencion son lineas restauradoras.

En otra realizacion preferida de la presente invencién, el alelo rf, el alelo Rf, y/o el fenotipo
que mantiene la esterilidad masculina se caracterizan ademas por estar localizados en el cromosoma
N19 de Brassica napus, preferiblemente entre las secuencias de los marcadores NR2219 (por
ejemplo, SEC ID NO: 23) y NR3454 (por ejemplo, SEC ID NO: 26), mas preferiblemente con una
distancia de 10,2 cM a NR2219 y 26,5 cM a NR3454, lo mas preferible entre las secuencias de los
marcadores NR3454 (por ejemplo, SEC ID NO: 26) y PUT-161a-Brassica_napus-59218 (por ejemplo,
SEC ID NO: 31), mas preferiblemente con una distancia de 26,5 cM a NR3454 y 4,1 cM a PUT-161a-
Brassica_napus-59218.

La expresion “secuencia del marcador NR2219”, como se usa aqui, significa la secuencia
como se describe mediante SEC ID NO: 23y sus variantes la cual

i) tiene una identidad de secuencia de al menos 80% con, o
i) se hibrida en condiciones restrictivas a, o

iii) comprende al menos 25 nucleétidos consecutivos de

la secuencia descrita por SEC ID NO: 23.

La expresion “secuencia del marcador NR3454”, como se usa aqui, significa la secuencia
como se describe mediante SEC ID NO: 26 y sus variantes la cual

i) tiene una identidad de secuencia de al menos 80% con, 0
i) se hibrida en condiciones restrictivas a, o

iii) comprende al menos 25 nucleétidos consecutivos de

la secuencia descrita por SEC ID NO: 26.

La expresion “secuencia del marcador PUT-161 a-Brassica_napus-59218”, como se usa
aqui, significa la secuencia como se describe mediante SEC ID NO: 31 y sus variantes la cual

i) tiene una identidad de secuencia de al menos 80% con, 0
i) se hibrida en condiciones restrictivas a, o

iii) comprende al menos 25 nucle6tidos consecutivos de

la secuencia descrita por SEC ID NO: 31.

De este modo, el alelo mantenedor (alelo rf) esta ligado en una forma homocigota a un
fenotipo que mantiene la esterilidad masculina, el cual

a) no es capaz de restaurar la fertilidad de una planta que comprende al menos un alelo Ms,
b) es capaz de mantener la esterilidad de una planta que comprende al menos un alelo Ms,
en el que dicho alelo rf se selecciona del grupo que comprende

a) el alelo rf segin se obtiene a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el
NUmero de Depésito NCIMB 41480 6 41481, y

b) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica con respecto a la restauracion de y
al mantenimiento de la esterilidad masculina conferida por el alelo Ms.

En otra realizacion preferida de la presente invencién, el fenotipo que mantiene

condicionalmente la esterilidad masculina y/o el alelo rf estd ligado y/o asociado a uno o mas
marcadores seleccionados del grupo (“grupo de marcadores del alelo rf”) que consiste en los
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marcadores de SSR que consisten en un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 240,8
(+/- 0,4) pb que resulta de una reaccién de PCR con los cebadores que tienen las secuencias como se
describen por las SEC ID NO: 19 y 20. Consiguientemente, en una realizacién preferida, la planta de
Brassica napus con el genotipo MsMsrfrf o msmsrfrf es homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf)
ligado en una forma homocigota a un fenotipo que mantiene la esterilidad masculina el cual

- no es capaz de restaurar la fertilidad de una planta que comprende al menos un alelo Ms,
- es capaz de mantener la esterilidad de una planta que comprende al menos un alelo Ms,

- esta ligado a uno o mas marcadores seleccionados del grupo de marcadores del alelo rf (como
se define anteriormente),

en el que dicho alelo rf se selecciona del grupo que consiste en

a) el alelo rf segun se obtiene a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el
NuUmero de Depésito NCIMB 41480 6 41481, y

b) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica.

En el contexto de la presente invencién, una planta de Brassica napus con el genotipo
msmsrfrf se denomina como “mantenedora” o “planta mantenedora”.

El término “variante”, cuando se usa con respecto al alelo rf o Rf, significa variaciones
genéticas que preferiblemente no afectan a la funcionalidad del alelo rf pero que pueden afectar a su
secuencia. Durante la propagacion de la linea original (por ejemplo, la linea de Takagi original), puede
ocurrir que se produzcan en la secuencia genética del alelo rf sin afectar a su funcion ciertos
polimorfismos de secuencia o variaciones somaclonales. Tales variaciones pueden estar en regiones
funcionalmente no relevantes del gen, tales como intrones. Preferiblemente, la identidad genética de
una variante del alelo rf y/o del alelo Rf es mayor que 90%, preferiblemente mayor que 95%, méas
preferiblemente mayor que 98%, en comparacién con el alelo rf segun se obtiene de la semilla
depositada con el Numero de Deposito NCIMB 41481 o el alelo Rf segun se obtiene de cualquier linea
restauradora. De otro modo, una variante preferiblemente todavia se hibrida en condiciones
restrictivas (preferiblemente condiciones restrictivas medias, méas preferiblemente condiciones
restrictivas elevadas) con el alelo rf segun se obtiene de la semilla depositada con el Nimero de
Deposito NCIMB 41480. Puesto que no se puede descartar (de hecho, es probable) que el alelo rf sea
una copia disfuncional del alelo Rf (que puede presentar un gen funcional implicado en el desarrollo
del polen o de anteras en Brassica napus), el término variante, con respecto al alelo rf, también
comprende otras formas disfuncionales del alelo Rf (o una variante del mismo como se define
anteriormente), en tanto que puedan mantener la esterilidad de una linea Ms estéril masculina segin
se deposita con el NUmero de Depdsito NCIMB 41480. Tales variaciones pueden variar del alelo rf
segun se obtiene de la semilla depositada con el Nimero de Depo6sito NCIMB 41480 6 41481, por
ejemplo, mediante diferentes mutaciones, supresiones, truncamientos, etc.

Como ya se afirma anteriormente, el término “variante”, cuando se usa con respecto al alelo
rf o Rf, también se refiere a variantes de los alelos rf o Rf que cartografian en la misma regioén que el
alelo rf o Rf descrito anteriormente, es decir, la variante también estd siendo localizada en el
cromosoma N19 de Brassica napus, preferiblemente entre las secuencias de marcadores NR2219
(por ejemplo, SEC ID NO: 23) y NR3454 (por ejemplo, SEC ID NO: 26), mas preferiblemente con una
distancia de 10,2 cM a NR2219 y 26,5 cM a NR3454, lo mas preferible entre las secuencias de
marcadores NR3454 (por ejemplo, SEC ID NO: 26) y PUT-161a-Brassica_napus-59218 (por ejemplo,
SEC ID NO: 31), mas preferiblemente con una distancia de 26,5 cM a NR3454 y 4,1 cM a PUT-161a-
Brassica_napus-59218. Este tipo de variante también se hibrida preferiblemente en condiciones
restrictivas (preferiblemente condiciones medias de restriccion, mas preferiblemente condiciones
elevadas de restriccion) con el alelo rf segun se obtiene de la semilla depositada con el Nimero de
Depdsito NCIMB 41480 6 41481. Preferiblemente, la variante del alelo rf o Rf muestra las mismas
caracteristicas fenotipicas como se describen anteriormente para el alelo rf o Rf.

1.3 Combinacion preferida

Ademas, en una realizacion especialmente preferida, la invencion se refiere a un método
para producir o multiplicar semilla de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina
con el genotipo MsMsrfrf (adecuada como femenina prebasica estéril masculina para la produccién de
semilla hibrida de Brassica napus), comprendiendo dicho método las etapas de
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a) proporcionar una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual se puede obtener a partir de la semilla de Brassica napus
depositada con el Nimero de Depésito NCIMB 41480, en el que dicha planta de Brassica
napus condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) ligado a un fenotipo estéril
masculino que se puede restaurar a fertilidad cruzandola con cualquier planta que
comprenda al menos un alelo Rf funcional dominantes (gen restaurador), y que se
puede mantener cruzandola con plantas derivadas de la semilla depositada con el
Numero de Depoésito NCIMB 41481 (mantenedora), y en la que dicho alelo Ms se
selecciona del grupo que consiste en

i) el alelo Ms obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el NUmero de
Depésito NCIMB 41480, y

i) sus variantes, que tienen esencialmente la misma propiedad fenotipica (es decir,
confiere un fenotipo nuclear condicionalmente estéril masculino),

y en la que dicho alelo Ms es preferiblemente el alelo Ms que en la semilla depositada
con el Nimero de Deposito NCIMB 41480 esta ligado a y/o asociado con una 0 mas
caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en:

I. un fenotipo de aborto de yema en una planta con un fenotipo estéril masculino
conferido por el alelo Ms,

Il. la presencia de uno o mas marcadores seleccionados del grupo de marcadores
génicos de MS (como se define anteriormente) en plantas tanto fértiles masculinas
como estériles masculinas que comprenden al menos una copia del alelo Ms,

Ill. un fenotipo de pétalos de rayas blancas o manchados de blanco en una planta
con un fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms,

0 una variante del mismo, que confiere un fenotipo nuclear condicionalmente estéril
masculino (mantenible por la linea mantenedora (como se define anteriormente), pero
restaurable a la fertilidad por cualquier planta que comprenda un alelo Rf; y de este
modo que tiene la misma propiedad fenotipica esencial),

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf), en el
que dicho alelo mantenedor (alelo rf esta ligado en una forma homocigota a un fenotipo
que mantiene la esterilidad masculina que no es capaz de restaurar la fertilidad de una
planta que comprende al menos un alelo Ms, y que es capaz de mantener la esterilidad
de una planta que comprende al menos un alelo Ms, y en el que dicho alelo rf se
selecciona del grupo que consiste en

1) el alelo rf segun se obtiene de la semilla de Brassica napus depositada con el
Numero de Depésito NCIMB 41480 0 41481, y

I1) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica,

y en la que dicho alelo rf es preferiblemente el alelo rf que en la semilla depositada con
el Numero de Depésito NCIMB 41480 estd ligada y/o asociada con uno o mas
marcadores seleccionados del grupo de marcadores del alelo rf (como se define
anteriormente),

0 una variante de dicho alelo rf, que tiene esencialmente la misma propiedad fenotipica
(es decir, mantiene el fenotipo nuclear condicionalmente estéril masculino conferido por
el gen Ms),

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C (preferiblemente menor que 25°C, mas
preferiblemente menor que 20°C, pero al menos a una temperatura que permite el
crecimiento normal, tal como al menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, mas
preferiblemente al menos 16°C), y

iv. revertir a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C (preferiblemente entre 35°C y
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43°C, mas preferiblemente entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a alrededor de 39°C;
preferiblemente con una exposicion durante el tiempo de tratamiento térmico preferido
como se especifica aqui, y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente como
se define aqui),

b) exponer a dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina antes y/o
durante la floracién durante al menos 4 horas (preferiblemente al menos 8 6 12 horas, mas
preferiblemente al menos 24 6 36 horas, incluso mas preferiblemente al menos 48 6 98 horas,
lo méas preferible al menos 112 horas) a una temperatura de alrededor de 35 a 43°C
(preferiblemente alrededor de 36°C a alrededor de 42°C, mas preferiblemente alrededor de
37°C a alrededor de 41°C, incluso mas preferiblemente alrededor de 38°C a alrededor de 40°C,
lo mas preferible alrededor de 39°C), y

c) exponer la planta de Brassica napus tratada térmicamente condicionalmente estéril
masculina obtenida en la etapa b) a una temperatura menor que 33°C (preferiblemente menor
que 30°C, mas preferiblemente menor que 28°C, incluso mas preferiblemente a una
temperatura entre 14°C y 25°C, lo més preferible entre 18°C y 20°C) hasta el desarrollo de
flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar la
semilla de dicha linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
MsMsrfrf.

En el contexto de la presente invencion, la planta de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf como se describe anteriormente se denomina como
“femenina prebasica’.

1.4 La etapa de tratamiento térmico

La propagacion de la linea estéril masculina femenina prebasica (genotipo MsMsrfrf) se
lleva a cabo con una induccidn de la fertilidad inducida por calor.

En una realizacion preferida, el “intercambio” entre fenotipo predominantemente estéril
masculino y predominantemente fértil masculino significa preferiblemente que no todas las plantas y/o
no todas las flores en una planta individual tienen el mismo fenotipo (esterilidad/fertilidad). De este
modo, se pueden producir en cierto grado en la misma planta flores fértiles y estériles en paralelo. Sin
embargo, preferiblemente las plantas condicionalmente estériles masculinas de la presente invencion
(plantas femeninas prebasicas o bésicas) tienen en una Unica planta hasta un grado de mas de 80%
(preferiblemente mas de 90%, mas preferiblemente mas de 95%, incluso mas preferiblemente més de
98%) de flores estériles masculinas a una temperatura menor que 30°C (lo mas preferible, no
muestran flores fértiles en sustancialmente todas las plantas), pero producen flores fértiles masculinas
hasta un grado de méas de 20% (preferiblemente mas de 40%, méas preferiblemente mas de 60%, lo
mas preferible mas de 80%) a una temperatura mayor que 35°C. La relacion de flores fértiles
masculinas a flores estériles masculinas se determina preferiblemente 1 a 2 semanas después de la
terminacion de la exposicion térmica. Si se aplica calor durante alrededor de una semana, la relacion
se determina preferiblemente alrededor de 2 a 3 semanas después del comienzo de la exposicion al
calor. El fenotipo estéril masculino de una planta que comprende el alelo Ms (y no el alelo Rf) se
puede revertir a un fenotipo fértii masculino mediante exposiciobn a temperaturas elevadas de
preferiblemente alrededor de 35 a 43°C (mas preferiblemente entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a
alrededor de 39°C). A una temperatura menor que 28°C, preferiblemente menor que 25°C, mas
preferiblemente 20°C antes y durante la floracién, s6lo hay un fenotipo estéril masculino. Sin embargo,
a una temperatura mayor que 35°C antes y/o durante la floracion, se desarrollan flores fértiles. Una
relacion optima entre el desarrollo floral y la exposicion al calor se encuentra a temperaturas de
aproximadamente 39°C, es decir, el dafio provocado por el estrés térmico inducido por la temperatura
elevada es manejable por la planta, mientras que, por otro lado, se induce suficientemente el
desarrollo de flor fértil masculina para obtener las relaciones de flores fértiles masculinas a flores
estériles masculinas en la misma planta como se describe anteriormente. La exposicion al calor se
puede realizar en cAmaras aclimatadas (Redeker Kaeltetechnik; D-32791 Lage, Alemania) con control
de temperatura (tolerancia + 1°C) y de humedad. En una realizacion preferida adicional, la exposicion
al calor se realiza en un compartimiento de invernadero, en el que se podria aplicar un régimen de
temperatura similar. También se prefiere realizar el tratamiento térmico en el campo en taneles de
plastico durante el periodo de vegetacion, aplicandose la temperatura elevada por calefaccion natural
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0 calefaccién adicional con cualquier tipo de calefactor. Incluso es posible mantener las plantas
estériles masculinas en el campo si el campo de crecimiento proporciona un nivel significativo de
temperatura durante el periodo de floracion.

El término “exposicion”, con relacion al tratamiento de temperatura elevada, significa un
tratamiento con temperatura elevada, preferiblemente en condiciones de crecimiento de otro modo
Optimas tales como humedad elevada (>80%), tratamiento con fertilizantes y de proteccién de las
cosechas, etc. La exposicion se lleva a cabo preferiblemente durante al menos 4 horas,
preferiblemente durante al menos 8 6 12 horas, mas preferiblemente durante al menos 24 6 36 horas,
incluso mas preferiblemente durante al menos 48 6 96 horas, lo mas preferible durante al menos 112
horas (“tiempo de tratamiento térmico”). El tiempo de tratamiento térmico puede ser continuo, o puede
estar interrumpido con periodos a temperatura normal (ambiente) (preferiblemente a alrededor de
19°C a 22°C). Preferiblemente, el tiempo de tratamiento térmico se aplica durante un periodo de 1 a
14 dias, mas preferiblemente entre alrededor de 3 y 10 dias, incluso méas preferiblemente entre 4 y 9
dias, o entre 5 y 8 dias, lo méas preferible durante alrededor de 7 dias. Como se describe
anteriormente, el tratamiento térmico no significa necesariamente un tratamiento a una temperatura
elevada durante todo el tiempo. En una realizacion preferida de la presente invencion, el tratamiento
térmico para la fertilizacion de la femenina prebasica se lleva a cabo con una variacion de temperatura
diurna/temperatura nocturna para evitar el estrés excesivo por temperatura. Esto disminuye el estrés
térmico en las plantas. Preferiblemente, durante el tiempo diurno, el calor se incrementa (como se
define anteriormente), mientras que en el tiempo nocturno el calor se disminuye hasta una
temperatura menor que 33°C, preferiblemente menor que 30°C, mas preferiblemente menor que 28°C,
incluso mas preferiblemente hasta una temperatura entre 16 y 25°C, lo mas preferible entre 19 y 22°C.
Preferiblemente, el tiempo de tratamiento térmico se distribuye por igual a lo largo del periodo indicado
anteriormente ajustandolo a un régimen de dia:noche. La relacion de dia a noche esté entre alrededor
de 0,5:1 y alrededor de 3:1, preferiblemente desde alrededor de 1:1 hasta alrededor de 2,5:1, més
preferiblemente desde alrededor de 1,2:1 hasta alrededor de 2,0:1, lo més preferible es alrededor de
1,8:1 (preferiblemente con una temperatura de dia noche de 39°C (temperatura diurna) a 21,5°C
(temperatura nocturna)). En una realizacion preferida de la presente invencién, el régimen de
dia:noche se regula mediante luz artificial en una camara de tratamiento térmico/crecimiento.
Preferiblemente, se usa luz diurna artificial de al menos 10000 lux.

Dependiendo de la temperatura y duracidn de la exposicion, una planta puede comprender
flores tanto fértiles como estériles. Sin embargo, si la exposicion al calor se detiene antes del final del
proceso de floracion, se pueden desarrollar flores estériles masculinas adicionales ademas de las
fértiles masculinas. Sin embargo, preferiblemente, la temperatura y la duracion de la exposicion se
ajusta para producir plantas prebasicas con mas de 30% (preferiblemente mas de 50%) de flores
fértiles masculinas.

Después de la exposicion térmica y después de que se ha inducido el desarrollo de flores
fértiles, las plantas se pueden transferir a condiciones “normales” (en general una temperatura menor
que 28°C) - por ejemplo en invernaderos) y continuara el desarrollo de estas flores (aunque no se
induciran mas flores fértiles, las yemas ya inducidas se abriran como flores fértiles). Preferiblemente,
la planta de Brassica napus tratada térmicamente se transfiere a un entorno con una temperatura
menor que 33°C, preferiblemente menor que 30°C, mas preferiblemente menor que 28°C, incluso mas
preferiblemente a una temperatura entre 16 y 25°C, lo mas preferible entre 18°C y 20°C) hasta el
desarrollo de flores fértiles masculinas. Tipicamente, las plantas se mantienen en estas condiciones
durante alrededor de 5 a 14 dias (preferiblemente 5 a 7 dias) hasta el desarrollo de flores fértiles
masculinas. Las plantas prebasicas Ms fértiles masculinas asi obtenidas se “autofecundan”, es decir,
se dejan autopolinizar. Tal autopolinizacion se puede producir con o sin ingerencia humana. Sin
embargo, es importante que no se produzca polinizacién cruzada con otras plantas de Brassica. En
consecuencia, las plantas o las flores fértiles se mantienen aisladas de diferentes polinizadores. La
autofecundacion se puede incrementar, por ejemplo, mediante transferencia de polen mediada por
cepillo u otros métodos conocidos en la técnica. Tras la polinizacion exitosa (autofecundacion), las
plantas “fertilizadas” tratadas térmicamente se pueden usar como una linea masculina (polinizador) en
combinacion con una linea no tratada térmicamente del mismo genotipo que la linea femenina estéril
masculina. Como alternativa, la linea tratada térmicamente se puede emplear como una linea
individual, es decir, que representa tanto la linea femenina como la masculina. Ambos procedimientos
se entienden aqui como autopolinizacién basada en el antecedente genético idéntico. Tras la
polinizacion, se deja que las plantas polinizadas desarrollen semillas maduras, que se cosechan como
es conocido por la persona experta en la técnica y se almacenan para uso posterior (por ejemplo, para
la produccién de semilla femenina basica).

Se ha de sefialar — y también es una realizacion preferida de la presente invencion — que no

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2356491 T3

es necesario exponer a todas las plantas de la linea estéril masculina femenina prebasica (genotipo
MsMsrfrf) al calor para obtener polen de la linea estéril masculina femenina prebasica. A fin de obtener
cantidades suficientes de polen, sélo una parte de las plantas de la linea estéril masculina femenina
prebasica, o sblo algunas o unas pocas de estas plantas, se trata o se tratan con las temperaturas
elevadas. Con el polen obtenido en las plantas tratadas, se polinizara el resto de las plantas de la
linea estéril masculina femenina prebasica. El nimero de plantas que se han de exponer al calor a fin
de obtener cantidades suficientes de polen es conocido por la persona experta en la técnica.

2. Produccién de semilla basica

Principalmente, la linea femenina prebasica ya seria adecuada como linea femenina (estéril
masculina) directamente para la produccion de semilla hibrida. Sin embargo, aunque la multiplicacién
via la etapa de tratamiento térmico se puede llevar a cabo en una mayor escala (ya sea en camaras
climatizadas o mediante crecimiento en condiciones naturales que proporcionan suficiente calor antes
0 durante la etapa de desarrollo de la floraciéon para la induccion de la fertilidad masculina), es
comercialmente menos atractiva debido a los costes adicionales que resultan del equipo especializado
de las camaras térmicas, o — en condiciones naturales — los rendimientos de semilla bajos y/o
incontrolables.

Por lo tanto, es una contribucién inventiva de la presente invencién proporcionar una etapa
de multiplicacién del fenotipo, linea y semilla estériles masculinos, sin tratamiento térmico. Esto se
puede lograr cruzando la linea femenina (estéril masculina) prebasica con una linea mantenedora, que
no comprende el alelo Ms sino que so6lo comprende el alelo mantenedor (alelo restaurador
disfuncional; linea mantenedora; genotipo msmsrfrf). Tal cruce da como resultado una linea que
todavia es estéril masculina, pero comprende solo una copia del alelo Ms. Este cruce de la femenina
prebésica estéril masculina y la mantenedora como masculina se puede usar para proporcionar
semilla basica estéril masculina (es decir, semilla de la femenina basica estéril masculina) a escala
comercial.

De este modo, otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere a un método
para producir semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo Msmsrfrf adecuada como femenina basica (estéril masculina) para la produccion de semillas
hibridas de Brassica napus), comprendiendo dicho método las etapas de

a) proporcionar como una planta femenina una planta de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina (prebasica) con el genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual es obtenible de la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdésito NCIMB 41480, en el que
dicha planta de Brassica napus femenina condicionalmente estéril masculina con el genotipo
MsMsrfrf es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf)
obtenible a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el Namero de Depdsito
NCIMB 41480 6 41481,y

iii. predominantemente estérii masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracion a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes
y/o durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) proporcionar como una planta masculina una planta de Brassica napus mantenedora fértil
masculina con el genotipo msmsrfrf, genotipo el cual es obtenible de la semilla de Brassica
napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41481, en el que dicha planta de
Brassica napus con el genotipo msmsrfrf es

i. homocigota para el alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina disfuncional; alelo
ms) obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el NUmero de Depdsito
NCIMB 41481, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf)
obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito
NCIMB 41481, y
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iii. predominantemente fértil masculina, y

¢) permitir que la planta masculina de la etapa b) polinice a la planta femenina de la etapa a),
dejando que se desarrolle la semilla (preferiblemente hasta madurez), y cosechando la semilla,
en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf (es decir, la planta
femenina basica).

El alelo Ms y el alelo rf se definen como antes con las mismas preferencias que para la
linea femenina prebasica. El alelo de fertilidad (gen de esterilidad masculina disfuncional; alelo ms) se
define mas abajo.

En una realizacion preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina proporcionada en la etapa (a) del método para producir semilla de
una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf descrito
anteriormente se caracteriza adicionalmente por ser

a. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién a una
temperatura preferentemente menor que 25°C, mas preferiblemente a una temperatura menor
gue 20°C, pero al menos a una temperatura que permita el crecimiento normal, tal como al
menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, méas preferiblemente al menos 16°C (subetapa iii.
De la etapa a) anterior), y

b. revertir a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas preferiblemente
a una temperatura entre 37°C y 40°C, mas preferiblemente a una temperatura de alrededor de
39°C; lo més preferible con una exposicién durante el tiempo de tratamiento térmico preferido
como se especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente, como se define
aqui.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina proporcionada en la etapa (b) del método para producir o
multiplicar semilla de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
Msmsrfrf descrito anteriormente tiene opcionalmente un contenido total de glucosinolatos de no més
de 25 umoles por gramo (preferiblemente entre 1 y 22 umoles, méas preferiblemente entre 5 y 20
umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo) de semilla secada al aire a 9% de humedad.

En una realizacion preferida del método para producir semilla de una linea de Brassica
napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf adecuada como femenina béasica
(estéril masculina) para la produccion de semilla hibrida de Brassica napus, la planta de Brassica
napus (prebasica) condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf usaba como planta
femenina y proporcionada en la etapa a) se hace crecer a partir de la semilla que se ha producido
usando el método descrito anteriormente para producir o multiplicar semilla de una linea de Brassica
napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf, es decir,

a) proporcionando una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual esta presente en la semilla de Brassica napus depositada
con el Numero de Depo6sito NCIMB 41480, en la que dicha planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible de la semilla de
Brassica napus depositada con el Nimero de Depésito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf) obtenible de
la semilla de Brassica napus depositada con el Niumero de Depdsito NCIMB 41480 6 4148

Ys

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracion a
una temperatura menor que 28°C, y

iv. revertir a una fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) exponer dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina durante al
menos 4 horas a una temperatura mayor que 35°C, y
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c) exponer la planta de Brassica napus condicionalmente estérii masculina tratada
térmicamente obtenida en la etapa (b) a una temperatura menor que 33°C hasta el desarrollo
de flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa (c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar la
semilla, en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf.

Preferiblemente, la linea masculina y la linea (estéril masculina) femenina empleadas en la
produccién de la semilla femenina basica se basan en un antecedente genético idéntico. Mas
preferiblemente, dicha linea masculina y dichas lineas femeninas (estériles masculinas) se
proporcionan mediante introgresion de los genes respectivos para el sistema hibrido en una linea de
Brassica napus consanguinea, seguido de al menos un (preferiblemente 2, 3 6 4) retrocruzamiento
frente a dicha linea. Por ejemplo, la introgresién puede comprender uno o mas métodos seleccionados
de un grupo que consiste en el aislamiento y transformacion, reproduccién convencional, reproduccién
de pedigri, cruzamiento, autopolinizacién, haploidia, tecnologia de haploides dobles, rescate de
embriones, descendencia de semilla individual, reproduccion asistida por marcadores, mutagénesis
inducida, y retrocruzamiento.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la produccién de la semilla femenina
basica se puede realizar haciendo crecer las plantas femenina (estéril masculina) y masculina
respectivas en tiras alternas, en las que el polinizador (la linea fértil masculina) se descarta tras la
polinizacion. Se prefieren buenas condiciones de polinizacion para un rendimiento suficiente en la
linea femenina. La relacion de madre a polinizador deberia ser preferiblemente 2:1, 3:1, 6 4:1, siendo
preferida 3:1. La relacion se puede ajustar usando maquinas de siembra con un ajuste de 2/3. Son
utiles 3 a 5 colmenas de abeja por hectarea si la produccion se lleva a cabo en los campos.

Si se pretende producir semilla prebasica con un genotipo Msmsrfrf uniforme,
preferiblemente si se realiza en el campo, la produccién de la semilla femenina basica se lleva a cabo
en condiciones y/o localizaciones en las que la temperatura no aumenta mas alld de 33°C,
preferiblemente 30°C. Para colza de tipo invierno, que se planta a principios de primavera, esto no es
normalmente critico en la mayoria de las localizaciones. Para colza de tipo primavera (por ejemplo,
canola), se prefieren localizaciones con condiciones que tengan una temperatura mas ambiental
(Suecia, Canada). Sin embargo, una produccidon a mayor temperatura no es desventajosa en esta
etapa. Sélo provocaria - cuando se supera una temperatura de 35°C — que la linea femenina
prebésica se pueda autopolinizarse, y que la semilla basica producida comprenda un cierto nivel de
semilla prebésica. Sin embargo, tanto la semilla prebasica como la semilla basica son igualmente muy
adecuadas para hacer crecer una planta femenina para la produccion de semilla hibrida. En
consecuencia, un control de la temperatura para la produccién de la linea femenina basica es
meramente opcional y estd mas ligado a un rendimiento de semilla elevado (lo que se consigue
reducir a mayor temperatura) que a prevenir la fertilizacion de la femenina prebasica.

Para evitar la polinizacién cruzada con polen de plantas distintas de la linea mantenedora,
el campo para la produccion de la semilla basica se mantiene separado de otras plantas de Brassica
napus, preferiblemente otras plantas de Brassica como tales. Las distancias de aislamiento son al
menos 500 metros, preferiblemente 1 km, més preferiblemente 2 km, lo mas preferible 5 km.

Se ha encontrado que las plantas femeninas (estériles masculinas) se retrasan en la
floracibn en comparacion con las plantas fértiles masculinas empleadas en estas etapas de
produccion. Por lo tanto, para permitir una polinizacion 6ptima, se prefiere sincronizar la floracion de la
planta masculina y la planta femenina (estéril masculina) mediante uno o mas de los métodos
seleccionados del grupo que consiste en:

i. podar la planta fértil masculina (es decir, la parte de floracion) para retrasar la floracién hasta
la floracion de la planta femenina (estéril masculina) (preferiblemente, la planta se poda
inmediatamente después del comienzo de la floracion aproximadamente 30 cm usando un
cortador eléctrico 0 mecanico),

ii. tratar la planta de floracién con productos quimicos que retrasan el crecimiento y/o la
maduracion (tales como Folicur™, un fungicida con propiedades reguladoras del crecimiento),
y

iii. retrasar la siembra del progenitor fértil masculino hasta tres semanas (es decir, las plantas
masculinas (fértiles masculinas) se siembran hasta 3 semanas mas tarde que las plantas
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femeninas (estériles masculinas)).

Se prefiere que la produccion de la semilla femenina basica y/o de la semilla hibrida se
realice a una temperatura menor que 33°C, preferiblemente menor que 28°C, mas preferiblemente
menor que 25°C. El efecto de propagacion desde la semilla prebasica a la semilla basica es en
general aproximadamente 1:500 a 1:1000.

La planta (estérii masculina) femenina basica que resulta de este proceso es
preferiblemente una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
Msmsrfrf, en la que dicha planta de Brassica napus (condicionalmente estéril masculina) femenina es

i. heterocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la semilla
de Brassica napus depositada con el Nimero de Depésito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf) obtenible de la
semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41480 6 41481,y

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién a una
temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracion a una temperatura mayor que 35°C.

La planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf
como se describe anteriormente se caracteriza ademas por ser

I. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracion (véase
ii. anterior) a una temperatura preferiblemente menor que 25°C, més preferiblemente a una
temperatura menor que 20°C, pero al menos a una temperatura que permite el crecimiento
normal, tal como al menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, més preferiblemente al
menos 16°C, y

Il. por revertir a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracion a una temperatura de preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas
preferiblemente a una temperatura entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a una temperatura de
alrededor de 39°C; preferiblemente con una exposicion para el tiempo de tratamiento térmico
preferido como se especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente, como
se define aqui (véase iv. anteriormente).

En una realizacion preferida de la presente invencién, la planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf como se describe anteriormente se
caracteriza ademas por tener un contenido total de glucosinolatos de no mas de 25 pmoles por gramo
de semilla secada al aire a 9% de humedad, preferiblemente entre 1y 22 umoles, mas preferiblemente
entre 5y 20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo.

El alelo Ms y el alelo rf son como se definen anteriormente con las mismas preferencias que
para la linea femenina prebésica. El alelo de fertilidad (gen de esterilidad masculina disfuncional; alelo
ms) se define a continuacion.

Preferiblemente, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo Msmsrfrf (es decir, la planta femenina basica) es

i. heterocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) ligado a un fenotipo estéril
masculino que se puede restaurar a la fertilidad mediante cruzamiento con cualquier planta que
comprenda al menos un alelo Rf funcional dominante (restaurador), y se puede mantener
mediante cruzamiento con plantas derivadas de la semilla depositada con el NUumero de
Deposito NCIMB 41481 (mantenedora), y en la que dicho alelo Ms se selecciona del grupo se
selecciona del grupo que consiste en

I) el alelo Ms segun se obtiene de la semilla de Brassica napus depositada con el
Numero de Deposito NCIMB 41480, y

Il) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica (es decir, que confiere un
fenotipo nuclear condicionalmente estérii masculino (mantenible por la linea
mantenedora como se define anteriormente, pero restaurable a la fertilidad por cualquier
planta que comprenda un alelo Rf)),
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y en la que dicho alelo Ms esta ligado y/o asociado preferiblemente con una o mas
caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en:

I. un fenotipo de aborto de yema en una planta con un fenotipo estéril masculino
conferido por el alelo Ms, y

Il. uno o méas marcadores seleccionados del grupo de marcadores del gen MS (como se
define anteriormente) en plantas tanto fértiles masculinas como estériles masculinas que
comprenden al menos una copia del alelo Ms, y

Ill. un fenotipo de pétalos de rayas blancas o manchados de blanco en una planta con
un fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms,

0 una variante del mismo, que confiere un fenotipo nuclear condicionalmente estéril masculino
(mantenible por la linea mantenedora (como se define anteriormente), pero restaurable a la
fertilidad por cualquier planta que comprenda un alelo Rf; y de este modo que tenga la misma
propiedad fenotipica esencial),

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf), en el que dicho
alelo mantenedor (alelo rf) esta ligado en forma homocigota a un fenotipo que mantiene la
esterilidad masculina que no es capaz de restaurar la fertilidad de una planta que comprende al
menos un alelo Ms, y que es capaz de mantener la esterilidad de una planta que comprende al
menos un alelo Ms, y en el que dicho alelo rf se selecciona del grupo que consiste en

1) el alelo rf seguin se obtiene de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero
de Depdsito NCIMB 41480 6 41481,y

Il) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica (es decir, mantienen el
fenotipo nuclear condicionalmente estéril masculino conferido por el alelo Ms),

y en la que dicho alelo rf es preferiblemente el alelo rf que en la semilla depositada con el
Numero de Deposito NCIMB 41480 esta ligado a y/o asociado con uno o mas marcadores
seleccionados del grupo de marcadores del alelo rf (como se define anteriormente), o una
variante de dicho alelo rf; que tiene esencialmente la misma propiedad fenotipica (es decir,
mantiene el fenotipo nuclear condicionalmente estéril masculino conferido por el gen Ms),

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién a una
temperatura menor que 28°C (preferiblemente menor que 25°C, méas preferiblemente menor
que 20°C, pero al menos a una temperatura que permita el crecimiento normal, tal como al
menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, més preferiblemente al menos 16°C), y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracion a una temperatura mayor que 35°C (preferiblemente entre 35°C y 43°C,
mas preferiblemente entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a alrededor de 39°C; preferiblemente
con una exposicion durante el tiempo de tratamiento térmico preferido como se especifica aqui
y un crecimiento subsiguiente a temperatura ambiente como se define mas abajo), y

V. que tiene opcionalmente un contenido total de glucosinolatos de no mas de 25 umoles por
gramo de semilla secada al aire a 9% de humedad (preferiblemente entre 1 y 22 pmoles, mas
preferiblemente entre 5y 20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo).

Por otro lado, la planta heterocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms)
obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480 es
heterocigota para el alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina disfuncional; alelo ms). A
continuacién se proporciona una definicion detallada.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las semillas depositadas con el
Numero de Depdsito NCIMB 41480 se usan en un método para producir una planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmesrfrt, es decir, la madre béasica segun la
presente invencion. En una realizacién preferida adicional de la presente invencion, la semilla
producida por la Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG (NPZ) en Alemania basando
en su sistema MSL también se puede usar en un método para producir una planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrt. Los ejemplos de tales semillas incluyen,
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pero no se limitan a, semillas con las lineas Joker, Pronto, Panther, Artus, Baldur, Elan, Marcant,
Mendel, Patent, Taurus, Tenno, Titan, Trabant, Zeppelin, Visby, Horus, y Siesta. Otros ejemplos de
semillas que se pueden usar en un método para producir una planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf incluyen, pero no se limitan a, semillas
como Alkido, Mika, Fangio, Elektra, y Libretto. Ademas, también se pueden usar semillas producidas
por Syngenta (0 una de sus filiales), tales como, por ejemplo, a partir de semillas de las lineas NK
Petrol, NK Karibik, NK Speed, NK Octans, NK Kick, NK Technik, NK Picolo, NK Caravel, en un método
para producir una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
Msmsdrf.

Preferiblemente, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo Msmsrfrf es adecuada como una semilla femenina béasica en un sistema de produccion para
semilla hibrida.

En una realizacion preferida, dicha planta femenina basica se usa en un proceso de
produccién de semillas hibridas. Preferiblemente, el antecedente genético de dicha planta femenina
basica no es hibrido, mas preferiblemente es consanguineo. Otras realizaciones preferidas de la
presente invencion se refieren a los componentes vegetales empleados en el sistema de produccién
de semillas hibridas de la presente invencion: la linea femenina prebasica, la linea mantenedora, la
femenina basica, las plantas hibridas resultantes, y las semillas que crecen hasta dichas plantas.

La produccion de semilla basica (es decir, la semilla que crece hasta plantas femeninas
béasicas) se realiza preferiblemente en el campo usando la linea femenina prebésica condicionalmente
estéril masculina y la linea mantenedora fértil masculina. Preferiblemente, las dos lineas se plantan en
tiras (como se describe por Sauermann y Lamp, 1997). Sdélo se cosechan las semillas obtenidas en la
linea prebasica femenina estéril masculina. La mantenedora se usa sé6lo como polinizador, y se
elimina tras la floracién y se desecha.

2.1. Linea mantenedora

La presente invencion se refiere ademas a una planta de Brassica napus fértil masculina
con el genotipo msmsrfrf (también denominada como “mantenedora” en el contexto de la presente
invencion), genotipo el cual es obtenible a partir de la semilla de Brassica napus depositada con el
Numero de Deposito NCIMB 41481, en la que dicha planta de Brassica napus fértil masculina es

i. homocigota para el alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina disfuncional; alelo ms)
obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdésito NCIMB
41481,y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf) obtenible de la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depodsito NCIMB 41481, y

iii. predominantemente fértil masculina, y

iv. que tiene opcionalmente un contenido total de glucosinolatos de no mas de 25 pmoles por
gramo (preferiblemente entre 1 y 22 umoles, mas preferiblemente entre 5 y 20 umoles, lo mas
preferible entre 8 y 17 umoles por gramo) de semilla secada al aire a 9% de humedad que
produce dicha planta.

El alelo rf es como se define anteriormente con las preferencias correspondientes.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, la semilla depositada con el Namero
de Deposito NCIMB 41481 se usa para obtener una planta de Brassica napus fértil masculina con el
genotipo msmsrfrf (es decir, la linea mantenedora como se describe anteriormente), o para
proporcionar el alelo de fertilidad (alelo ms como se describe més abajo en 2.2) y/o el alelo
mantenedor (alelo rf como se describe anteriormente en 1.2) para uso en cualquiera de los métodos
de la presente invencion.

Un aspecto preferido ademas de la presente invencion se refiere al uso de la semilla
depositada con el Numero de Depo6sito NCIMB 41481 para mantener la esterilidad masculina
condicional de semillas producidas en el método para producir semilla de una planta de Brassica
napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf (es decir, la femenina prebasica de
la presente invencion) segun la presente invencion (es decir, el método como se describe en las
secciones 1).
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2.2 El alelo ms, su fenotipo y marcador asociados

Las expresiones “alelo ms”, alelo de fertilidad”, o “alelo de esterilidad masculina
disfuncional” significan la ausencia del alelo de esterilidad masculina funcional (alelo Ms o gen Ms) y —
mas especificamente — un alelo ms segln se obtiene de la semilla de Brassica napus depositada con
el Numero de Dep6sito NCIMB 41481 y variantes de dicho alelo que confieren esencialmente el
mismo fenotipo (es decir, un fenotipo fértil masculino). Este alelo ms esté preferiblemente ligado a y/o
caracterizado por las propiedades fenotipicas de

a) no ser capaz de devolver a la fertilidad al fenotipo estéril masculino provocado por el alelo
Ms, y

b) no ser capaz de conferir un fenotipo estéril masculino en ausencia de un alelo Ms.

Mientras que estas propiedades son Unicas para el alelo ms, hay otras propiedades que
estan ligadas a o asociadas con el alelo ms. En una realizacion preferida de la presente invencion, el
alelo ms esta ligado a uno o mas marcadores (“marcador del alelo ms”) seleccionados del grupo
(“grupo de marcadores del alelo ms”) que consiste en

I. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos (mutaciones) en la region del
marcador NR1116 que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicion que
corresponde a la posicion 85 en SEC ID NO: 3,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicién 87en SEC ID NO: 3,

¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicién 139 en SEC ID NO: 3,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 214 en SEC ID NO: 3,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 218 en SEC ID NO: 3,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicién 277 en SEC ID NO: 3,

g) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una G en la posiciéon que
corresponde a la posicién 286 en SEC ID NO: 3,

h) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 312 en SEC ID NO: 3,

i) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una C en la posicién que
corresponde a la posicion 319 en SEC ID NO: 3,

j) el marcador de polimorfismo de un solo nucle6tido que tiene una T en la posicién que
corresponde a la posicion 359 en SEC ID NO: 3,

K) la mutacién de insercion 5-TTGGTGAACAATC-3’ en la posicion correspondiente a 221
en SEC ID NO: 3,

[) la mutacion de supresion 5’-GAA-3’ en la posicién que corresponde a 328-330 en SEC ID
NO: 3,

Il. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos (mutaciones) en la region del
marcador NR2525 que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 60 en SEC ID NO: 6,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
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corresponde a la posicion 92 en SEC ID NO: 6,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posiciéon que
corresponde a la posicion 105 en SEC ID NO: 6,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 158 en SEC ID NO: 6,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 431 en SEC ID NO: 6,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 82 en SEC ID NO: 6,

g) la mutacién de insercion 5’-TGAGCAAAA-3’ en la posicidn que corresponde a 17 a 25 en
SEC ID NO: 6,

Ill. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SNP que consiste en

a) una sefial positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP (sonda 2 de SNP)
gue comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 11 (sonda especifica del
alelo fértil HINK6700), y —preferiblemente- una sefial negativa en un ensayo de SNP
(preferiblemente un ensayo de SNP a base de TagMan®) que usa una sonda de SNP
(sonda 1 de SNP) que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 12
(sonda especifica del alelo estéril HINK6701), y

b) una sefial positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP (sonda 4 de SNP)
gue comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 18 (sonda especifica del
alelo fértil HINK6776), y —preferiblemente- una sefial negativa en un ensayo de SNP
(preferiblemente un ensayo de SNP a base de TagMan®) que usa una sonda de SNP
(sonda 3 de SNP) que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 17
(sonda especifica del alelo estéril HINK6775),

IV. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SSR que consiste en:

a) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente seleccionado del grupo de pesos
moleculares aparentes que consiste en 94 (+/- 0,9) pb, 110,4 (+/- 0,5) pb, 112,3 (+/- 0,4) pb
y 116,3 (+/- 0,4) pb, que resulta de una reaccion de PCR con los cebadores que tienen la
secuencia descrita como SEC ID NO: 1y 2,

b) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 183,8 (+/- 0,4) pb o un
fragmento de PCR asociado a un alelo no fértil que resulta de una reaccion de PCR con los
cebadores que tienen la secuencia descrita como SEC ID NO: 4y 5,y

en los que el uno o mas marcadores (marcador del alelo Ms) también incluyen una secuencia
nucleotidica aislada seleccionada del grupo que consiste en secuencias las cuales

|. tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o

Il. se hibridan en condiciones restrictivas con, o

IIl. comprenden al menos 25 nucleétidos consecutivos de
las secuencias marcadoras definidas anteriormente en . a IV.

Preferiblemente, al menos hay 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 6 12 de las mutaciones del
grupo |, mas preferiblemente al menos las mutaciones en las posiciones que corresponden a la
posicion 214 (T/C) y 218 (T/G) en SEC ID NO: 3. Preferiblemente, hay al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 6 7 de
las mutaciones del grupo Il., mas preferiblemente al menos las mutaciones en la posicion que
corresponde a la posicion 158 en SEC ID NO: 6. Se ha de sefialar que los marcadores asociados con
el alelo ms son — contrariamente al alelo Ms — mucho mas diversos. Como consecuencia, puede haber
una o0 mas bandas con pesos moleculares aparentes diferentes como se indica anteriormente. La
razén es bastante simple: mientras que el alelo Ms resulta de una fuente de germoplasma Unica que
no se sometié a modificaciones genéticas subsiguientes frecuentes, el alelo ms es un “alelo natural”
de Brassica napus que esta presente en diferentes antecedentes genéticos, y su entorno genético se
vio afectado por numerosas actividades de reproduccién. De este modo, existe una variabilidad
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significativamente mayor de los marcadores asociados.

Como ya se ha afirmado anteriormente, los marcadores se pueden usar en otros diversos
aspectos de la presente invencion. Sin embargo, estos aspectos de la presente invencion no estan
limitados al uso de los marcadores como se describe en la Solicitud. Se enfatiza que estos aspectos
también pueden hacer uso de marcadores no descritos explicitamente aqui o marcadores aun por
identificar.

Ademas, se ha de entender que aunque el alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina
disfuncional; alelo ms o ms) es obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Numero
de Depdsito NCIMB 41481, pueden existir otras fuentes a partir de las cuales se puede obtener dicho
alelo ms. De hecho, la presencia del alelo ms es mas bien una regla y no una excepcién, y deberia
estar presente en virtualmente todo germoplasma de Brassica napus (distinto del germoplasma
derivado del germoplasma de Takagi). En una realizacién preferida de la presente invencion, la semilla
depositada con el Niamero de Depédsito NCIMB 41481 se usa para obtener el alelo de fertilidad (alelo
ms como se define anteriormente).

El alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina disfuncional; alelo ms) en una forma
homocigota esta ligado a un fenotipo fértii masculino. En una forma heterocigota (es decir, en
combinacion con el alelo Ms), permite que el fenotipo estéril masculino provocado por el Ms sea
expresado en presencia de un alelo rf homocigoto (rfrf, o — en otras palabras — en ausencia del alelo
Rf). Dicho alelo ms esta presente en cualquier germoplasma no basado en Takagi. No existen lineas
conocidas distintas de un germoplasma derivado del germoplasma de Takagi que no comprenda al
menos una copia funcional del alelo ms. De este modo, el alelo de fertilidad (alelo de fertilidad
masculina disfuncional; alelo ms) esta ligado en una forma homocigota a un fenotipo estéril masculino,
en el que dicho alelo ms se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en

a) el alelo ms como esta presente en la semilla de Brassica napus depositada con el Namero
de Depésito NCIMB 41481, y

b) sus variantes, que tienen la misma propiedad fenotipica.

En una realizacién preferida de la presente invencion, dicha planta de Brassica napus feértil
masculina con el genotipo msmsrfrf es adecuada como una linea mantenedora en el proceso de
produccién de semilla femenina bésica de la presente invencion. Otra realizacion se refiere al uso de
dicha planta en un proceso de produccién de semilla hibrida. Preferiblemente, el antecedente genético
de dicha planta no es hibrido; mas preferiblemente es consanguineo.

3. Produccion de semilla hibrida

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método para producir semilla
hibrida fértil masculina de Brassica napus, comprendiendo dicho método las etapas de

a) proporcionar como una planta femenina una planta de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf (madre basica) o MsMsrfrf (femenina prebasica), en
la que dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina femenina es

i. heterocigota (madre basica) u homocigota (femenina prebéasica) para el alelo de
esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible de la semilla de Brassica napus depositada
con el Numero de Depésito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo restaurador disfuncional (alelo rf) obtenible de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480 6 41481, y

iii. predominantemente estérii masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revertir a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) proporcionar como una planta masculina una planta de Brassica napus fértil masculina
(“linea restauradora” como se define mas abajo) con el genotipo RfRf, en la que dicha planta de
Brassica napus fértil masculina es
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i. homocigota para el alelo restaurador funcional (alelo Rf), que es obtenible a partir de
cualquier linea de Brassica napus fértil consanguinea comercializada como semilla para
crecimiento, y

ii. predominantemente fértil masculina, y

¢) permitir a la planta masculina de la etapa b) polinizar la planta femenina condicionalmente
estéril masculina de la etapa a), dejar que se desarrolle la semilla, y cosechar dicha semilla
hibrida fértil masculina.

En una realizacion preferida, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina proporcionada como planta femenina en la etapa a) del método para producir semilla
hibrida fértil masculina de Brassica napus descrita anteriormente tiene el genotipo Msmesrfrf (es decir,
es la madre béasica como se describe aqui anteriormente). Como consecuencia de ello, la planta
femenina proporcionada en la etapa a) es preferiblemente heterocigota para el alelo de esterilidad
masculino (alelo Ms).

En una realizacion preferida adicional, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina proporcionada como planta femenina en la etapa a) del método para producir semilla
hibrida fértil masculina de Brassica napus descrita anteriormente se caracteriza ademas por ser

I. Predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la floracién (véase
iii. En la etapa a) anterior) a una temperatura de preferiblemente menos de 25°C, mas
preferiblemente a una temperatura de menos 20°C, pero al menos una temperatura que
permita el crecimiento normal, tal como al menos 12°C, preferiblemente al menos 14°C, més
preferiblemente al menos 16°C, y

Il. revertir a un fenotipo predominantemente fértii masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracibn a una temperatura de preferiblemente entre 35°C y 43°C, mas
preferiblemente a una temperatura de entre 37°C y 40°C, lo mas preferible a una temperatura
de alrededor de 39°C; preferiblemente con una exposicion durante el tiempo de tratamiento
térmico preferido como se especifica aqui y un crecimiento subsiguiente a temperatura
ambiente, como se define aqui (véase iv. en la etapa a) anterior).

En una realizacion adicional, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina proporcionada como planta femenina en la etapa a) del método para producir la semilla
hibrida fértil masculina de Brassica napus descrita anteriormente se caracteriza ademas por tener un
contenido total de glucosinolatos de no mas de 25 pumoles por gramo de semilla secada al aire a 9%
de humedad, preferiblemente entre 1 y 22 umoles, méas preferiblemente entre 5 y 20 umoles, lo méas
preferible entre 8 y 17 umoles por gramo.

En una realizacion preferida del método para producir semilla hibrida fértil masculina de
Brassica napus, la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
Msmsrfrf (madre basica) o MsMsrfrf (femenina prebasica) proporcionada como una planta femenina en
la etapa a) se hace crecer a partir de una semilla que se ha producido usando uno de los métodos
descritos anteriormente, tal como el método para producir o multiplicar semilla de una linea de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf para la femenina
prebésica, que consiste en las etapas de

a) proporcionar una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual esta presente en la semilla de Brassica napus depositada
con el Numero de Depo6sito NCIMB 41480, en el que dicha planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf)
obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito
NCIMB 41480 6 4148,y

iii. predominantemente estéril y masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revertir a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
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durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) exponer dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina durante al
menos 4 horas a una temperatura mayor que 35°C, y

c) exponer la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina tratada
térmicamente obtenida en la etapa (b) a una temperatura menor que 33°C hasta el desarrollo
de flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa (c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar la
semilla, en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf,

0 - para la madre bésica - usando la realizacién preferida del método para producir semilla de una
linea de Brassica napus condicionalmente estérii masculina con el genotipo Msmsrfrf descrito
anteriormente, en el que la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina (prebasica)
con el genotipo MsMsrfrf usada como planta femenina y proporcionada en la etapa a) de este método
se hace crecer a partir de la semilla que se ha producido usando el método descrito anteriormente
para producir o multiplicar semilla de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina
con el genotipo MsMsrfrf, es decir,

a) proporcionar una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, genotipo el cual esta presente en la semilla de Brassica napus depositada
con el Numero de Depoésito NCIMB 41480, en el que dicha planta de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Deposito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo restaurador disfuncional; alelo rf)
obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito
NCIMB 41480 6 4148, y

iii. predominantemente estéril y masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revertir a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes y/o
durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C, y

b) exponer dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina durante al
menos 4 horas a una temperatura mayor que 35°C, y

c) exponer la planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina tratada
térmicamente obtenida en la etapa (b) a una temperatura menor que 33°C hasta el desarrollo
de flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa (c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar la
semilla, en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf.

La expresién “linea restauradora” significa cualquier planta de Brassica (preferiblemente
cualquier planta de Brassica napus) que es homocigota para el gen Rs (es decir, con un genotipo
RfRf). Con respecto al gen Ms, tal planta puede tener cualquier combinacion del alelo ms y Ms,
aunque preferiblemente tiene un genotipo msms, puesto que éste es el fenotipo de alelo fértil “natural”.
Como consecuencia, la linea restauradora puede tener un genotipo seleccionado del grupo que
consiste en msmsRfRf, MsmsRfRf, y MsMsRfRf. Preferiblemente, la linea restauradora es homocigota
para el alelo de fertilidad (alelo de esterilidad masculina disfuncional; alelo ms), que preferiblemente es
obtenible a partir de cualquier linea fértil consanguinea de Brassica napus comercializada como
semilla para crecimiento, o a partir de la semilla depositada con el Niamero de Depdsito NCIMB 41481.

En otra realizacién, la planta de Brassica napus fértil masculina con el genotipo RfRf
proporcionada en la etapa b) del método para producir semilla hibrida fértil masculina de Brassica
napus descrita anteriormente se caracteriza ademas por tener un contenido total de glucosinolatos de
no mas de 25 umoles por gramo de semilla secada al aire a 9% de humedad, preferiblemente entre 1
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y 22 umoles, preferiblemente entre 5y 20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo.

En la realizacion mas preferida, las semillas desarrolladas en la etapa c) se dejan
desarrollar hasta madurez antes de cosecharlas.

En una realizacion menos preferida de la presente invencion, la linea restauradora es una
planta de Brassica napus fértil masculina masculina con el genotipo Rfrf, en la que la planta de
Brassica napus fértil masculina es

i. heterocigota para el alelo restaurador funcional (alelo Rf), que es obtenible preferiblemente a
partir de cualquier linea fértil consanguinea de Brassica napus comercializada como semilla
para crecimiento, y

ii. predominantemente fértil masculina, y

iii. que tiene opcionalmente un contenido total de glucosinolatos de no mas de 25 pumoles por
gramo (preferiblemente entre 1 y 22 umoles, mas preferiblemente entre 5 y 20 umoles, lo mas
preferible entre 8 y 17 umoles por gramo) de semilla secada al aire a 9% de humedad.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la semilla depositada con el Nimero
de Depdsito NCIMB 41480 y/o NCIMB 41481, respectivamente, se usa en un método para producir
semilla hibrida fértil de Brassica napus como se describe aqui.

Preferiblemente, la linea fértil masculina (linea mantenedora) y la linea estéril masculina
femenina (madre béasica o femenina prebasica, preferiblemente la madre béasica) empleadas en la
produccién de la semilla hibrida se basan en antecedentes genéticamente diversos. La distancia
genética se puede medir mediante el uso de marcadores moleculares como se describe, por ejemplo,
en Knaak (1996).

En una realizacion preferida, la produccion de la semilla hibrida segin la presente invencion
se puede realizar haciendo crecer las plantas femenina (estérii masculina) y fértii masculina
respectivas en tiras alternas, en las que el polinizador (la linea fértil masculina) se desecha tras la
polinizacion. Se prefieren buenas condiciones de polinizacion para un rendimiento suficiente en la
linea femenina. La relacion de planta madre (femenina estéril masculina) y polinizador deberia ser
preferiblemente 3:1 y son (tiles 3 a 5 colmenas de abeja por hectarea si la produccion se lleva a cabo
en los campos. Se prefiere la produccion de semillas en tiras alternas para obtener niveles elevados
de hibridacion. No obstante, también es posible (aunque todavia no aceptado en algunos paises)
producir semilla hibrida mezclando la linea femenina (madre) y el polinizador (linea masculina). La
ventaja de la produccion mixta es una reduccion de los costes de produccion.

Se ha encontrado en el transcurso de la presente invencion que las plantas fértiles
masculinas son mas tempranas en la floracion en comparacién con las plantas femeninas estériles
masculinas empleadas en estas etapas de produccién. Para permitir una polinizacién éptima, se
prefiere por lo tanto que la planta fértil masculina se pode para retrasar la floracion hasta la floracion
de la planta femenina estéril masculina. Se prefiere que la produccion de la semilla femenina béasica
y/o semilla hibrida se lleve a cabo a una temperatura menor que 33°C, preferiblemente menor que
28°C, mas preferiblemente menor que 25°C.

En una realizacion adicional preferida de la presente invencion, la produccion de la semilla
hibrida fértil masculina de Brassica napus se lleva a cabo sin hacer uso de la autofecundacién
mediada por calor de las plantas estériles masculinas. En esta realizacién, las plantas fértiles
masculinas con el genotipo MsmsRfrf se autofecundan como se conoce en la técnica. Las plantas con
el genotipo MSmsRFrf se pueden obtener cruzando la femenina RHS con colza normal y
autofecundando después identificando la presencia de los genes deseados con marcadores (tales
como los marcadores de la presente invencion). Estas plantas también se podrian obtener mediante
retrocruzamiento y analisis de marcadores en cada generacién, para mantener sélo aquellas plantas
que son heterocigotas tanto para el gen Ms como para el gen Rf. Incluso es posible seleccionar
plantas con el genotipo MsMsrfrf a partir de autofecundaciones mediadas por calor de plantas estériles
masculinas (como se describe anteriormente para el desarrollo de RHS general), y cruzarlas con una
variedad de linea de colza msmsRfRf normal. Estas dos lineas deberian ser casi isogénicas para
obtener una linea pura para el desarrollo posterior. En la progenie que se segrega, se esperan plantas
estériles masculinas (que tienen los genotipos Msmsrfrf y MsMsrfrf) y plantas fértiles masculinas (que
tienen los fenotipos MsMsRfRf, MsmsRfRf, msmsRfRf, MsMsRfrf, MsmsRfrf, msmsRfrf, o msmsrfrf).
Las plantas fértiles masculinas con los genotipos MsMSRfrf y msmsrfrf se obtienen mediante seleccion
usando los marcadores moleculares estrechamente ligados como se describe aqui anteriormente.
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Estas plantas se autofecundan como se conoce en la técnica.

Los descendientes de las plantas MsMsRfrf estériles masculinas se siembran en el campo
como hembras en tiras alternas con los descendientes de las plantas msmsrfrf fértiles masculinas
(denominadas aqui como mantenedoras). Las plantas en las tiras femeninas se segregaran en
fenotipos fértiles masculinos que tienen los genotipos MsMsRfRf o MsMsRfrf, y los fenotipos estériles
masculinos que tienen el genotipo MsMsrfrf en la relacién de segregacion 3 fértiles:1 estéril. Como ya
se ha descrito anteriormente, las plantas estériles masculinas se caracterizan fenotipicamente por el
aborto de las primeras yemas de la inflorescencia y por pétalos de rayas o manchas blancas. Ademas,
las plantas estériles masculinas comienzan la floracion significativamente mas tarde que las plantas
fértiles masculinas casi isogénicas. Estas diferencias fenotipicas permiten la eliminacion de las plantas
fértiles masculinas (que florecen de forma mas temprana) antes del comienzo de la floraciéon de las
plantas estériles masculinas. La eliminaciéon de las plantas fértiles masculinas completas se ha de
realizar antes de que las plantas estériles masculinas comiencen a florecer, para evitar la polinizacién
cruzada entre plantas fértiles masculinas (por ejemplo, las mantenedoras) y la planta estéril masculina
en la produccion hibrida que se originan ambas de la autofecundacién de las plantas MsmsRfrf. La
poda de las plantas fértiles masculinas no sera suficiente, puesto que esto solo retrasa la floracion de
las plantas fértiles masculinas y todavia permite la polinizacion cruzada indeseable mencionada antes.
Una vez que las plantas fértiles masculinas se eliminan antes de la floracion, las plantas estériles
masculinas que quedan en el campo se polinizan por la planta restauradora fértil masculina (que se
hace crecer preferiblemente en tiras alternas como se describe anteriormente) para la produccién de
semillas hibridas F1. La semilla se obtiene s6lo a partir de las plantas MSMSrfrf estériles masculinas
gue se hacen crecer en la tira femenina, y tendrd el genotipo Msmsrfrf; las plantas que se hacen
crecer a partir de estas semillas serdn estériles masculinas. Esta poblacion completamente estéril
masculina es un requisito previo para producir grandes cantidades de semilla hibrida. Sin embargo,
este tipo de produccién de la semilla basica requiere campos de pequefia escala, de forma que sea
posible el desbaste de las plantas fértiles.

Dependiendo del polinizador usado para polinizar las plantas con el genotipo MsmsRfrf en
el método descrito anteriormente, generalmente es posible producir (1) semilla de la madre bésica
(usando la mantenedora con el genotipo msmsrfrf como polinizador), o (2) semilla hibrida F1 (usando
la restauradora con el genotipo msmsRfRf como polinizador). Sin embargo, seguir este enfoque para
la produccién de semilla hibrida F1 es menos eficaz puesto que se requieren grandes cantidades de
semilla hibrida F;. Sin tener a mano una madre estéril masculina pura, se han de seleccionar las
plantas con el genotipo MsmsRfrf desechando el 75% de las descendencias completas (plantas
fértiles masculinas), conduciendo a una gran pérdida de plantas productoras de semilla. De este
modo, se prefiere generar una linea madre estéril masculina pura para la produccién de semilla
hibrida.

Al generar las plantas hibridas, se prefiere que tanto el progenitor femenino béasico que es
un cruce con un restaurador, y el propio restaurador, tengan un nivel de glucosinolatos que sea
suficientemente bajo para asegurar que el grano (o semilla producida a partir del crecimiento) de las
plantas hibridas F; tenga niveles de glucosinolatos dentro de los niveles normativos. El nivel de
glucosinolatos de la semilla cosechada del hibrido F; es apenas la media (o ligeramente (por ejemplo,
10 a 20%) por debajo de la media) de los niveles de glucosinolatos tanto en el progenitor femenino
como el progenitor masculino. El nivel de glucosinolatos del grano hibrido (F2) refleja el genotipo del
hibrido F1. Por ejemplo, si el objetivo es obtener grano hibrido (F2) que tiene un nivel de glucosinolatos
menor que 25 umoles/gramo (preferiblemente menor que 20 umoles/gramo), y el progenitor fértil
masculino (restaurador) tiene un nivel de glucosinolatos de 15 umoles/gramo, el progenitor femenino
tiene preferiblemente un nivel de glucosinolatos menor que 25 pmoles/gramo.

3.1 Lineas restauradoras y el alelo Rf

La expresioén “alelo restaurador (funcional)”, o “alelo Rf’ o “alelo mantenedor disfuncional”,
significa el alelo que es capaz dominantemente de (es decir, el alelo Rf est4 ligado a y/o asociado con
una 0 mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en)

a) restaurar la fertilidad en las plantas Fi obtenidas cruzandolas con la planta de Brassica
napus que se hizo crecer a partir de la semilla depositada con el Namero de Depésito NCIMB
41480, y

b) restaurar la fertilidad en las plantas F; obtenidas cruzandolas con la planta de Brassica
napus que se hizo crecer a partir de la semilla obtenida a partir del cruce de la planta de
Brassica napus obtenida de la semilla depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480
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como planta estéril masculina femenina y la planta de Brassica napus obtenida a partir de la
semilla depositada con el NUmero de Depésito NCIMB 41481 como planta fértil masculina.

El alelo Rf es obtenible a partir de cualquier germoplasma no basado en Takagi. No se
conocen lineas de Brassica napus fértiles consanguineas, aparte de un germoplasma derivado del
germoplasma de Takagi, que no comprendan al menos una copia funcional del alelo Rf. Como
consecuencia, se encuentra que virtualmente todas las lineas de Brassica napus fértiles
consanguineas disponibles hasta la fecha de la invenciéon son lineas restauradoras (es decir,
comprenden el alelo Rf).

De este modo, el alelo restaurador (alelo Rf) se selecciona del grupo que consiste en los
alelos Rf obtenibles de cualquier linea de Brassica napus fértil consanguinea comercializada como
semilla para crecimiento (“linea restauradora”) (excluyendo cualesquiera lineas hibridas o lineas
parentales de las mismas), preferiblemente de lineas comercialmente disponibles en la fecha de
prioridad de la presente invencion, mas preferiblemente una linea seleccionada del grupo que consiste
en Bounty, Cyclone, Delta, Ebony, Garrison, Impact, Legacy, Legend, Profit, Quantum, Campala,
Pollen, Grizzly, Expert, Aviso, NK Jetix, Oase, Smart, NK Fair, NK Nemax, Ladoga, Cooper, Billy,
Lorenz, Aurum, Lilian, Californium, Lisek, Orkan, Winner, Licorne, Castille, Fortis y lineas de Brassica
napus fértiles consanguineas que tienen las variedades mencionadas anteriormente en su pedigri. Las
lineas restauradoras adecuadas también incluyen aquella en la lista de variedad de OECD diciembre
de 2006 (lista OECD de variedades susceptibles para certificacion - 2006/2007; Dic. 2006;
http://www.oecd.org/dataoecd/1/44/3399947 .pdf;
http:/www.oecd.org/document/14/0,2340,en_2649 33909_2485070_1 1 1 1,00,html),
preferiblemente lineas no hibridas comercializadas como semillas para crecimiento (para la
produccioén de aceite), mas preferiblemente aquellas que no estan marcadas como “d” (consanguineas
en tanto que representan lineas parentales hibridas) o “b” (hibrida) en dicha lista de OECD.

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de cualquier planta de
Brassica napus consanguinea fértil comercializada como semilla para crecimiento para obtener el
alelo restaurador funcional (alelo Rf) para uso en la produccion de semilla hibrida fértil de Brassica
napus como se describe aqui.

El fenotipo restaurador de la fertilidad y/o el alelo Rf esta ligado a y/o asociado con uno o
mas marcadores de SSR (“marcador del alelo Rf’) que es la ausencia del fragmento de PCR con un
peso molecular aparente de 240,8 (+/- 0,4) pb que resulta de una reaccién de PCR con los cebadores
expuestos como SEC ID NO: 19y 20.

En este contexto se ha de sefialar que es posible que el marcador asociado con el alelo Rf
(en contraste con el alelo rf) sea méas diverso. Como consecuencia, puede haber mas bandas con
pesos moleculares aparentes diferentes. La razén es mas bien simple: mientras que el alelo rf resulté
de una fuente de germoplasma individual que no se sometié a modificaciones genéticas subsiguientes
frecuentes, el alelo Rf es un “alelo natural” de Brassica napus que esta presente en diferentes
antecedentes genéticos, y su entorno genético se vio afectado por numerosas actividades de
reproduccion. De este modo, existe una mayor variabilidad de los marcadores asociados.

En una realizacion preferida de la presente invencion, los métodos de multiplicar la semilla
prebésica, la produccién de semilla femenina bésica y la produccién de semilla hibrida se llevan a
cabo en un proceso de produccién integrado. De este modo, preferiblemente, otra realizaciéon de la
presente invencién se refiere a un método para la produccion de semilla hibrida de Brassica napus
que produce plantas de Brassica napus productoras de semillas (o grano (es decir, semillas para un
fin diferente del crecimiento); opcionalmente, pero preferiblemente, con un contenido total de
glucosinolatos no mayor que 25 umoles por gramo, preferiblemente entre 1 y 22 pmoles, mas
preferiblemente entre 5 y 20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo) de semilla
secada al aire a 9% de humedad, en el que dicho método comprende un método de propagar la
semilla femenina prebasica (como se define anteriormente), un método para producir la semilla
femenina bésica (como se define anteriormente), y un método para la produccion de semilla hibrida
(como se define anteriormente).

Una realizacion preferida adicional de la presente invencién se refiere al uso de cualquier
linea de Brassica napus fértil consanguinea comercializada como semilla para crecimiento (“linea
restauradora”) que posee al menos un “alelo restaurador (funcional)”, “alelo Rf’ o “alelo mantenedor
disfuncional” (es decir, “plantas restauradoras” o ‘lineas restauradoras” como se describen
anteriormente) para restaurar la fertilidad masculina en las plantas F; obtenidas a partir del cruce con

plantas de Brassica napus condicionalmente estéril masculinas de la presente invencion (véase
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anteriormente).
4. Marcadores para los alelos Ms, ms, rf, Rf, y uso de técnicas marcadoras

Los marcadores moleculares se pueden usar para la visualizacion de diferencias en
secuencias de &cidos nucleicos. Esta visualizacién es posible - por ejemplo — debido a técnicas de
hibridacion de ADN-ADN tras la digestién con una enzima de restriccion (RFLP), y/o debido a técnicas
gue usan la reaccion en cadena de la polimerasa (por ejemplo STS, microsatélites, AFLP). Los
marcadores identificados aqui se pueden usar en diversos aspectos de la presente invencion, como se
ilustrardA mas abajo. Los aspectos de la presente invencidon no estan limitados al uso de los
marcadores identificados aqui. Se subraya que los aspectos pueden hacer uso también de
marcadores no descritos explicitamente aqui, o incluso todavia por identificar.

Los marcadores moleculares, es decir, SNP y SSR, se usan en el programa de
reproduccion hibrida y en el desarrollo de las lineas consanguineas usadas alli para seguir la herencia
de alelos (por ejemplo, el alelo Ms, ms, Rf, rf) o para estimar las distancias genéticas de lineas de
reproduccion seleccionadas. Retrocruzando de forma asistida por marcadores lineas seleccionadas en
el sistema hibrido de la presente invencién (o viceversa), las etapas de retrocruzamiento se pueden
reducir de cinco a tres generaciones de retrocruce.

Hay varios tipos de marcadores moleculares que se pueden usar en la seleccion a base de
marcadores, incluyendo polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP), amplificacién al
azar de ADN polimoérfico (RAPD), polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion amplificado
(AFLP), repeticiones de secuencias individuales (SSR) y polimorfismos de un solo nucledtido SNP.
RFLP implica el uso de enzimas de restriccion para cortar ADN cromosomico en sitios de restriccion
cortos especificos, y resultan polimorfismos de duplicaciones o supresiones entre los sitios, o
mutaciones entre los sitios de restriccion. RAPD utiliza la amplificacién mediante reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) de baja restriccion con cebadores individuales de secuencia arbitraria para
generar conjuntos especificos de constricciones de fragmentos de ADN anénimos. El método requiere
s6lo pequefias muestras de ADN, y analiza un gran nimero de loci polimorficos. AFLP requiere la
digestion de ADN celular con una enzima de restriccion antes de usar PCR y nucledtidos selectivos en
los cebadores para amplificar fragmentos especificos. Un método especialmente preferido utiliza el
analisis de marcadores de SSR basado en secuencias de microsatélites de ADN (repetidas cortas)
que estdan ampliamente dispersas a lo largo del genoma de eucariotas, que se amplifican
selectivamente para detectar variaciones en repeticiones de secuencias simples. Sélo se requieren
pequefias muestras de ADN para un analisis de SSR. También se prefieren los marcadores de SNP,
gue usan ensayos de extension mediante PCR que recogen eficazmente mutaciones de punto. El
procedimiento requiere poco ADN por muestra. Se puede usar uno o dos de los métodos anteriores en
un programa de reproduccion por seleccion a base de marcadores tipico.

El método méas preferido para lograr la amplificacion de fragmentos nucleotidicos que
abarca una region polimorfica del genoma vegetal para la seleccion asistida por marcadores emplea la
reaccion en cadena de la polimerasa (“PCR”) (Mullis et al., 1986), que usa pares de cebadores que
implican un cebador inverso y un cebador directo que son capaces de hibridarse a las secuencias
proximas que definen un polimorfismo en su forma bicatenaria. Se pueden emplear métodos
alternativos para amplificar tales fragmentos, tales como la “reaccién en cadena de la ligasa” (“LCR”)
(Barany, 1991), que usa dos pares de sondas oligonucleotidicas para amplificar exponencialmente
una diana especifica. Las secuencias de cada par de oligonucle6tidos se selecciona para permitir que
el par se hibride a secuencias que coinciden de la misma hebra de la diana. Tal hibridacién forma un
sustrato para una ligasa dependiente del molde. Al igual que con PCR, los productos resultantes
sirven asi como molde en ciclos subsiguientes, y se obtiene una amplificacion exponencial de la
secuencia deseada. La LCR se puede realizar con oligonucleétidos que tienen las secuencias
préximas y distales de la misma hebra de un sitio polimérfico. En una realizacion, cualquiera de los
oligonucledtidos se disefiara para incluir el sitio polimérfico real del polimorfismo. En tal realizacion, las
condiciones de reaccion se seleccionan de manera que los oligonucleétidos solo se puedan ligar
juntos si la molécula diana contiene o carece del nucleétido especifico que es complementario al sitio
polimérfico presente en el oligonucledtido. Como alternativa, los oligonucledtidos se pueden
seleccionar de forma que no incluyan el sitio polimérfico (véase, documento WO 90/01069).

Un método adicional que se puede emplear como alternativa es el “ensayo de ligacion de
oligonucledtidos” (“OLA”) (Landegren et al., 1988)). El protocolo de OLA usa dos oligonucleétidos que
se disefian para que sean capaces de hibridarse a secuencias concordantes de una Unica hebra de
una diana. OLA, como LCR, es particularmente adecuado para la deteccion de mutaciones de punto.
Sin embargo, a diferencia de LCR, OLA da como resultado una amplificacion “lineal” en lugar de
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exponencial de la secuencia diana. Nickerson et al. han descrito un ensayo de deteccion de acidos
nucleicos que combina los atributos de PCR y OLA (Nickerson et al., 1990). En este método, se usa la
PCR para lograr la amplificacién exponencial de ADN diana, que entonces se detecta usando OLA.
Ademés de requerir multiples etapas de procesamiento separadas, un problema asociado con tales
combinaciones es que heredan todos los problemas asociados por PCR y OLA. También se conocen
esquemas basados en la ligacion de dos (o mas) oligonucleétidos en la secuencia de un éacido
nucleico que tiene la secuencia del “dioligonucledtido” resultante, amplificando de ese modo el
dioligonucledtido (Wu et al., 1989), y se han adaptado facilmente a los fines de la presente invencion.

En una realizacion, un marcador molecular es un fragmento de ADN amplificado mediante
PCR, por ejemplo un marcador de SSR. En una realizacion, la presencia o ausencia de un fragmento
de ADN amplificado es indicativa de la presencia o ausencia del propio rasgo o de un alelo particular
del rasgo. En una realizacion, una diferencia en la longitud de un fragmento de ADN amplificado es
indicativa de la presencia de un alelo particular de un rasgo, y de este modo permite distinguir entre
alelos diferentes de un rasgo. En una realizacion especifica de la presente invencidn, se usan
marcadores de repeticiones de secuencias simples (SSR) para identificar alelos relevantes para la
invencion en las plantas progenitoras y/o sus ancestros, asi como en las plantas progenie que resultan
de un cruce de dichas plantas progenitoras.

Las repeticiones de secuencias simples son secuencias de ADN repetidas cortas, y estan
presentes en los genomas de todos los eucariotas, y consisten en varios hasta alrededor de cien
repeticiones de 1 a 4 motivos nucleotidicos. Puesto que el nimero de las SSR presentes en una
localizacién particular en el genoma difiere a menudo entre las plantas, las SSR se pueden analizar
para determinar la presencia o ausencia de alelos especificos.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a cebadores oligonucleotidicos
seleccionados del grupo de secuencias descritas por SEC ID NO: 1, 2, 4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, y 20. Estos cebadores se emplean preferiblemente como un par de cebadores
oligonucleotidicos de PCR que consiste en un cebador directo y un cebador inverso, o como una
sonda que detecta mutaciones de SNP. Preferiblemente, el par de cebadores para la amplificacion de
marcadores de SSR consiste en los cebadores descritos por las SEC ID NO: 1y 2 (par 1 de
cebadores), SEC ID NO: 4 y 5 (par 2 de cebadores), o SEC ID NO: 19 y 20 (par 3 de cebadores).
Preferiblemente, el par de cebadores para la amplificacion de un fragmento marcador de SNP (es
decir, un fragmento que comprende la mutacion de SNP) consiste en los cebadores descritos por las
SEC ID NO: 8 y 10 (par 4 de cebadores), o SEC ID NO: 15y 16 (par 5 de cebadores). Otros pares de
cebadores proporcionados aqui también son potencialmente adecuados como secuencias de
marcadores (por ejemplo, para marcadores de RFLP), tales como los cebadores descritos por las SEC
ID NO: 13y 14 (par 6 de cebadores), o SEC ID NO: 7 y 8 (par 7 de cebadores). Una sonda adecuada
para la deteccidn de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) puede comprender como la parte de
acido nucleico de una secuencia seleccionada del grupo de secuencias descritas por SEC ID NO: 11,
12,17,y 19.

Se han secuenciado las regiones que comprenden las SSR y los SNP. Existen diferencias
mutacionales sustanciales entre aquellas secuencias que estan ligadas a los alelos respectivos (por
ejemplo, el alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, alelo rf) y los fenotipos asociados. Como consecuencia de ello,
esas regiones presentan un rasgo inventivo de la presente invencion debido a que permiten la
identificacion de marcadores adicionales, y/o el desarrollo de cebadores para la secuenciacion del
genoma adyacente, que puede comprender el alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, alelo rf, respectivo. Para la
comparacion de secuencias, se han alineado las regiones variables para plantas estériles fértiles para
crear una secuencia de consenso (SEC ID NO: 3 y 6, respectivamente). Esta secuencia se puede
emplear preferiblemente para detectar secuencias correspondientes en germoplasma de Brassica
napus hasta ahora no analizado. Como consecuencia, otra realizacion de la presente invencion se
refiere a una secuencia nucleotidica aislada seleccionada del grupo que consiste en las secuencias
descritas por SEC ID NO: 3,6y 21.

Las secuencias descritas en la presente invencion son especialmente (Utiles en la
reproduccion y seleccion asistidas por marcadores. Sin embargo, estas secuencias se pueden usar en
otros diversos aspectos de la presente invencion, que no estan limitados al uso de los marcadores
como se describe en la presente solicitud. Se enfatiza que la presente invencién también puede hacer
uso de secuencias no descritas explicitamente aqui, o de secuencias todavia por identificar.

Con respecto a la seleccion asistida por marcadores, otra realizacion de la presente
invencion se refiere a un método de uso de una secuencia de acido nucleico de la presente invencion
para introgresar alelos seleccionados del grupo que consiste en el alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, y/o
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alelo rf, en un germoplasma de Brassica que carece de dicho conjunto de alelos. Una realizacién
adicional preferida de la presente invencién se refiere al uso de secuencias de acidos nucleicos segun
la presente invencion en seleccion a base de marcadores para introgresar alelos seleccionados del
grupo que consiste en el alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, y/o alelo rf, en un germoplasma de Brassica que
carece de dicho conjunto de alelos como se describe anteriormente.

Las plantas de la presente invencién que confieren esterilidad masculina o que mantienen
la misma pueden tener por ejemplo el genotipo MsMsrfrf, Msmsrfrf, o0 msmsrfrf, mientras que las
plantas hibridas de la invencién tienen el genotipo MsmsRfrf, o0 msmsRfrf, en los que Ms, ms, rf, Rf
tienen el significado como se describe anteriormente. La presente invencion proporciona asi también
métodos para seleccionar una planta de la especie Brassica napus que muestra un fenotipo que
confiere o0 mantiene la esterilidad masculina detectando en dicha planta la presencia del alelo Ms y/o rf
como se define aqui. En un método preferido de la presente invencién para seleccionar tal planta, el
método comprende:

i) obtener material vegetal a partir de una planta o una poblacién vegetal a ensayar, y extraer el
ADN de dicho material;

i) analizar la muestra de ADN obtenida en la etapa i) para determinar la presencia/ausencia del
alelo Ms, del alelo ms, del alelo rf, y/o del alelo Rf, usando una o mas secuencias de &cidos
nucleicos de la presente invencion.

Mas preferiblemente, la etapa ii) del método anterior comprende detectar en dicha muestra
de ADN gendmico al menos un marcador molecular ligado a un alelo Ms, un alelo ms, un alelo rf, o un
alelo Rf, méas preferiblemente detectar al menos dos marcadores moleculares de dicho grupo, en el
que un marcador detecta el alelo Ms o el alelo ms y el otro marcador detecta el alelo rf o el alelo Rf. El
andlisis se puede llevar a cabo de diversas maneras, y puede comprender, por ejemplo, las siguientes
etapas:

a) identificar el al menos un locus del marcador usando un par de cebadores oligonucleotidicos
de PCR que consiste en un cebador directo y un cebador inverso que muestra una secuencia
nucleotidica expuesta en cualquiera de las SEC ID NO: 1, 2, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 8,19, 6 20,y

b) identificar el alelo del marcador determinando el peso molecular del producto de la
amplificacion de la PCR obtenido en la etapa a), y

c) identificar una planta o plantas con el perfil deseado usando los datos del analisis de
marcadores.

Las muestras de ADN se pueden obtener a partir de material vegetal adecuado tal como
tejido de hojas extrayendo ADN usando técnicas conocidas. En una realizacion preferida, la etapa de
detectar un marcador molecular (etapa b) puede comprender el uso de un conjunto de cebadores
bidireccionales que se usaron en el método de SSR para producir el producto de amplificaciéon que
mas tarde demostré ser un marcador adecuado para el alelo Ms, ms, Rf, o rf. Tal conjunto de
cebadores se denomina aqui como los cebadores que definen el marcador de SSR o cebadores
especificos del marcador. “Bidireccional” significa que la orientacion de los cebadores es tal que uno
funciona como el directo y el otro como el cebador inverso en una reaccion de amplificacion de acido
nucleico. La etapa de detectar un marcador molecular (etapa b) también puede contribuir al
comportamiento de una reaccion de amplificacion de acido nucleico en dicho ADN gendémico para
detectar uno o mas de los alelos Ms, ms, Rf, o rf. Esto se puede hacer adecuadamente llevando a
cabo una reaccion de PCR usando un conjunto de cebadores especificos de marcadores. En una
realizacién preferida, dicha etapa b) comprende el uso de al menos un conjunto de cebadores que
definen un marcador de SSR para dichos alelos, o un conjunto de cebadores que se hibridan
especificamente en condiciones restrictivas con una secuencia de acido nucleico de un marcador de
SSR de dichos alelos.

Los cebadores que flanquean una regién que contiene las SSR o los SNP ligados a un alelo
de la invencién descrito aqui se usan entonces para amplificar la muestra de ADN usando el método
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) bien conocido por los expertos en la técnica.
Béasicamente, el método de amplificacion mediante PCR implica usar un par de cebadores que
comprenden dos secuencias cebadoras oligonucleotidicas cortas que flanquean al segmento de ADN
a amplificar. Ciclos repetidos de calentamiento y desnaturalizacién del ADN son seguidos por la
hibridacion de los cebadores a sus secuencias complementarias a bajas temperaturas, y extensiéon
con ADN polimerasa de los cebadores hibridados. Los cebadores se hibridan a hebras opuestas de
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las secuencias diana de ADN. La hibridacion se refiere al emparejamiento de hebras de ADN
complementarias, en el que la complementariedad se refiere a la secuencia de los nucleétidos de
forma que los nucledtidos de una hebra se pueden enlazar con los nucleétidos en la hebra opuesta
para formar estructuras bicatenarias. Los cebadores estan orientados de manera que la sintesis del
ADN mediante la polimerasa transcurre bidireccionalmente a lo largo de la secuencia nucleotidica
entre los cebadores. Este procedimiento duplica efectivamente la cantidad de ese segmento de ADN
en un ciclo. Debido a que los productos de PCR son complementarios a, y capaces de unirse a, los
cebadores, cada ciclo sucesivo duplica la cantidad de ADN sintetizado en el ciclo previo. El resultado
de este procedimiento es la acumulacién exponencial de un fragmento diana especifico, cuyo factor es
aproximadamente 2n, en el que n es el numero de ciclos. Mediante la amplificacién por PCR, se
obtienen millones de copias de un segmento de ADN flanqueado por los cebadores.

Para las SSR, las diferencias en el nimero de secuencias repetidas entre los cebadores de
flanqueo en alelos diferentes se reflejan en variaciones de longitud de los fragmentos de ADN
amplificados. Estas variaciones se pueden detectar separando electroforéticamente en geles los
fragmentos de ADN amplificados. Analizando el gel, se puede determinar si la planta contiene el alelo
deseado en un estado homocigoto o heterocigoto, o si el alelo deseado estd ausente del genoma
vegetal.

El andlisis de marcadores se puede hacer de forma temprana en el desarrollo de la planta
usando muestras de ADN extraidas de tejido de la hoja de plantas muy jovenes. Esto permite
identificar plantas con una constitucion genética deseable prontamente en el ciclo de reproduccion, y
desechar plantas que no contienen los alelos deseados relevantes para la invencién, antes de la
polinizacion, reduciendo asi el tamafio de la poblacion de reproduccion. Ademas, usando marcadores
moleculares, se puede hacer una distincién entre plantas homocigotas que poseen dos copias del
alelo deseado, relevante para la invencion, y plantas heterocigotas que s6lo poseen una copia.

La etapa de detectar un fragmento de ADN amplificado que tiene la longitud predicha o la
secuencia de acido nucleico predicha se puede llevar a cabo mediante técnicas de electroforesis en
gel estdndar, o usando secuenciadores de ADN automatizados. Los métodos no necesitan ser
descritos aqui, ya que son bien conocidos para la persona experta.

Los marcadores de la presente invencion también se pueden usar para cartografiar los
alelos de la presente invencion en ciertas localizaciones en el genoma de Brassica napus. En general,
la localizacion de un gen de cierto rasgo (por ejemplo, el alelo Ms o rf) se puede indicar mediante una
sucesion contigua de marcadores que muestran correlacion estadistica con el rasgo fenotipico. Una
vez que se encuentra un marcador fuera de la sucesion (es decir, aquel que tenga una puntuacion
LOD por debajo de cierto umbral, indicando que el marcador es tan remoto que la recombinacién en la
region entre el marcador y el gen (o alelo) se produce tan frecuentemente que la presencia del
marcador no se correlaciona de manera estadisticamente significativa con la presencia del fenotipo),
se establecen las fronteras del gen (o alelo). De este modo, es posible indicar la localizacién del gen
(o alelo) mediante otros marcadores localizados en esa region especifica.

Se ha de sefialar (como se indica anteriormente) que, cuando dichos alelos de la presente
invencion (por ejemplo, el alelo Ms o el alelo rf) se introgresan en otro antecedente genético (es decir,
en el genoma de otra especie vegetal u otra variedad de Brassica napus), algunos marcadores ya no
se pueden encontrar en la descendencia aunque el rasgo esté presente alli, indicando que todos los
marcadores estan fuera de la region gendémica que representa el rasgo especifico en la linea
progenitora original solamente, y que el nuevo antecedente genético tiene una organizacion genémica
diferente. Tales marcadores, cuya ausencia indica la introduccion exitosa del elemento genético en la
descendencia, son denominados “marcadores trans”, y pueden ser igualmente adecuados en
procedimientos MAS en la presente invencion.

La secuencia nucleotidica del alelo Ms o rf de la presente invencién se puede resolver por
ejemplo determinando la secuencia nucleotidica de uno o mas marcadores asociados con dichos
alelos (por ejemplo, las secuencias de acidos nucleicos descritas mas abajo), y disefiando cebadores
internos para dichas secuencias de marcadores que se pueden usar entonces para determinar
posteriormente la secuencia del gen fuera de dichas secuencias de marcadores.

En realizaciones de tales métodos para detectar la presencia de un alelo Ms, un alelo ms,
un alelo Rf, 0 un alelo rf en una planta sospechosa mantenedora o que confiere esterilidad masculina
(0 una planta hibrida), el método también puede comprender las etapas de proporcionar un
oligonucleétido o polinucleétido capaz de hibridarse en condiciones de hibridacion restrictivas a una
secuencia de acido nucleico de un marcador ligado a dicho alelo Ms, un alelo ms, un alelo Rf, o un
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alelo rf, poniendo en contacto dicho oligonucleétido o polinucleétido con acido nucleico genémico
digerido de dicha planta sospechosa, y determinando la presencia de la hibridacién especifica de
dicho oligonucleétido o polinucleétido a dicho &cido nucleico genomico digerido. Preferiblemente,
dicho método se lleva a cabo en una muestra de acido nucleico obtenida de dicha planta sospechosa,
aunque también se pueden emplear métodos de hibridacion in situ. Como alternativa, y en una
realizacién mas preferida, la persona experta puede disefiar, una vez que se ha determinado la
secuencia nucleotidica del alelo Ms, un alelo ms, un alelo Rf, o un alelo rf, sondas de hibridacion
especificas u oligonucleétidos capaces de hibridarse en condiciones de hibridacion restrictiva a la
secuencia de acido nucleico de dicho alelo Ms, un alelo ms, un alelo Rf, o un alelo rf, y puede usar
tales sondas de hibridacién en métodos para detectar la presencia de un alelo Ms, un alelo ms, un
alelo Rf, o un alelo rf de la presente invencién en una planta de Brassica napus sospechosa.

En ciertas circunstancias puede ser econdmicamente viable replantar semilla cosechada de
plantas de Brassica hibridas (por ejemplo, si esas semillas producen aceites de especialidad de gran
valor). De este modo, la presente invencién se refiere ademas a un método para usar una planta de
Brassica napus que comprende las etapas de cosechar semilla de una planta hibrida de Brassica de la
presente invencion (o que se hace crecer a partir de la semilla segin se proporciona mediante el
método de produccion de semilla hibrida de la presente invencion), y plantar dicha semilla para
producir progenie. Preferiblemente, dicha semilla cosechada tiene un contenido de glucosinolatos no
mayor que 25 pmoles por gramo (preferiblemente entre 1 y 22 umoles, méas preferiblemente entre 5 y
20 umoles, lo mas preferible entre 8 y 17 umoles por gramo) de semilla seca al aire a 9% de
humedad. Mas preferiblemente, dicha semilla replantada es al menos heterocigota para el alelo
restaurador disfuncional (alelo rf), o al menos heterocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo
Ms), es decir, tiene un fenotipo seleccionado del grupo que consiste en MsmsRfRf, MsMsRftrf,
MsmsRfrf, msmsRfrf, y Msmsrfrf.

El método de replantar se puede repetir y de este modo puede incluir la etapa de repetir la
etapa de plantar la semilla cosechada de las plantas progenies.

La presente invencién también se refiere al uso de una planta de Brassica napus en un
método que comprende las etapas de cosechar semilla de una planta de Brassica napus que se hace
crecer a partir de la semilla como se proporciona mediante los métodos de la presente invencion
segun se proporcionan aqui, y plantar dicha semilla para producir progenie. Preferiblemente, este uso
incluye ademas la etapa de repetir la etapa de plantar la semilla cosechada de las plantas de
progenie.

También se describen aqui procesos para producir aceite usando la semilla hibrida de la
presente invencion, especialmente las plantas que se hacen crecer a partir de ellas, y/o el aceite
obtenido de ellas. De este modo, un ejemplo es un método para producir aceite de colza (Brassica
napus) y harina (preferiblemente harina que esti esencialmente libre de aceite, es decir, tiene un
contenido de aceite menor que 10%, preferiblemente menor que 5%, mas preferiblemente menor que
2%), que comprende las etapas de

a) sembrar una semilla hibrida proporcionada por la presente invencién o proporcionada por el
método de la presente invencion,

b) hacer crecer la planta hibrida de Brassica napus a partir de dicha semilla,
¢) cosechar la semilla madura o grano a partir de dicha planta, y

d) machacar dicha semilla o grano y separar o extraer el aceite de la harina (y preferiblemente
ademas que comprende la etapa de separar el aceite de la harina).

El método para producir aceite y harina da como resultado ambos productos (aceite y
harina), que se obtendran como productos separados a partir del proceso, y tienen diferente utilidad.
El aceite se usa en la industria alimentaria y de piensos con diversos fines. La harina se usa para
alimentacién o para la produccién de biogas. Los usos representativos de la harina incluyen pienso
para ganado. Los usos representativos del aceite incluyen aplicaciones para ensaladas, frituras,
coccidn, pulverizacion, y productos alimentarios viscosos. Las consideraciones de manipulacion y de
inventario se simplifican enormemente puesto que la harina y el aceite vegetales enddgenos de la
presente invencion satisfacen los requisitos de una amplia variedad de usos finales. Cada uno de
estos beneficios se logra de manera directa en un producto enddgeno que posee inherentemente
propiedades de salud y nutricionales superiores.

“Semilla” significa el material de semilla cosechado de las plantas de Brassica napus, que
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es adecuado y/o disefiado para plantacion posterior. “Grano” significa el material de semilla
cosechado de las plantas de Brassica napus que no es adecuado (comercial o practicamente) y/o no
se disefia para plantacion posterior.

Se describe ademas el uso de la semilla hibrida de la presente invencion en tal
procedimiento.

Otros ejemplos es un método para la producciéon de aceite y harina de Brassica napus
(colza), que comprende las etapas de

a) proporcionar grano de colza que es al menos heterocigoto para el alelo restaurador
disfuncional (alelo rf), o al menos heterocigoto para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms);

y

b) machacar dicha semilla y separar o extraer el aceite.

En una realizacion preferida, el aceite tiene un perfil de &cidos grasos seleccionado del
grupo de perfiles preferidos como se describe mas abajo.

Todavia otra realizacion preferida de la presente invencién se refiere al uso de una o mas
plantas de Brassica napus de la presente invencion seleccionadas del grupo que consiste en una
planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf (es decir, la
femenina prebésica), una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo
Msmsrfrf (es decir, la madre basica), o una planta de Brassica napus fértil masculina con el genotipo
msmsrfrf (es decir, la mantenedora), en un método para producir semilla hibrida. EI método para
producir semilla hibrida es preferiblemente uno de los métodos de la presente invencion como se
describe anteriormente.

En una realizacion més preferida, la presente invencion se refiere al uso de una planta de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina de la presente invencion con el genotipo MsMsrfrf
(es decir, la femenina prebésica), y una planta de Brassica napus fértii masculina de la presente
invencion con el genotipo msmsrfrf (es decir, la mantenedora), en un método para producir semilla
hibrida. Nuevamente, el método para producir semilla hibrida es preferiblemente uno de los métodos
de la presente invencion como se describe anteriormente. En una realizacion preferida adicional, la
presente invencion se refiere al uso de una o mas plantas de Brassica napus de la presente invencion
seleccionada del grupo que consiste en una planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina con el genotipo MsMsrfrf (es decir, la femenina prebasica), y una planta de Brassica napus
fértil masculina con el genotipo msmsrfrf (es decir, la mantenedora), en un método para producir una
planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf (es decir, la
madre bésica) o semilla de la misma. La produccion de semilla hibrida se lleva a cabo preferiblemente
como se describe anteriormente (por ejemplo, como se describe en la seccion 3).

En una realizacion mas preferida, la presente invencion se refiere al uso de una planta de
Brassica napus fértil masculina con el genotipo msmesrfrf (es decir, la mantenedora) en un método para
producir una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf
(es decir, la madre basica) o semilla de la misma. Nuevamente, el método para producir la planta de
Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf es preferiblemente uno
de los métodos de la presente invencion como se describe anteriormente.

En una realizacion preferida, la planta de Brassica napus usada en el método de uso de
una planta de Brassica napus de la presente invencion para producir semilla hibrida se selecciona de
una variedad que se hace crecer o deriva de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero
de Deposito NCIMB 41480 6 41481.

En otra realizacion preferida, la presente invencién se refiere al uso de planta de Brassica
napus fértil con el genotipo RfRf en un método para producir semilla hibrida fértil de Brassica napus
como se describe anteriormente. Preferiblemente, la planta de Brassica napus fértil con el genotipo
RfRf se usa en un método para proporcionar semilla hibrida fértil que es uno de los métodos para
producir semilla hibrida fértil de la presente invencidon como se describe anteriormente.

En una realizacién adicional preferida, la presente invencion se refiere a las plantas de
Brassica napus, a sus semillas o semillas hibridas segin se obtienen mediante el uso o en los
métodos de uso descritos anteriormente.

6. Combinacién del sistema hibrido con antecedentes genéticos y otros rasgos
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Principalmente, la planta femenina prebasica, la femenina basica, la mantenedora, y/o la
hibrida se pueden combinar con cualquier antecedente genético de Brassica napus. Sin embargo,
preferiblemente, estas plantas (especialmente las plantas hibridas) tienen una o méas propiedades
seleccionadas del grupo que consiste en color de capa de semilla amarillo, resistencia a herbicidas,
resistencia frente a estrés bidtico (por ejemplo, resistencia frente a patégenos, frente, por ejemplo, a
insectos, hongos, bacterias, nematodos, virus, etc.), y resistencia frente a estrés abiético (por ejemplo,
sequia, sal, calor, helada, etc.). Los rasgos adicionales que son comercialmente deseables son
aquellos que reducirian el coste de produccion de la cosecha de Brassica (rasgos de entrada), o que
incrementarian la calidad de la cosecha de Brassica o el aceite o harina derivado de ella (rasgos de
salida). Los rasgos de entrada se pueden seleccionar del grupo que consiste en resistencia a
herbicidas, resistencia a insectos, resistencia a enfermedades y resistencia a estrés (tal como
resistencia a sequia, a frio, a calor, o a sal). Los rasgos de salida se pueden seleccionar
preferiblemente de perfiles de aceite o de acidos grasos deseables especificos. Los rasgos de
resistencia a patégenos incluyen, pero no se limitan a

a) resistencia a RIm7Phoma monogénico (Leptosphaeria maculans); tal rasgo es accesible a
partir de las variedades de Brassica napus cv. Roxet, y cv. Caiman;

b) resistencia a hernia de la col (Plasmodiophora brassicae); tal rasgo es accesible a partir de
las variedades de Brassica napus cv. Tosca y cv. Mendel; y

c) resistencia al virus TUYV (virus amarillo del nabo); tal rasgo es accesible a partir de la
variedad de Brassica napus cv. Caletta.

La persona experta en la técnica podria usar la planta de Brassica de la presente invencion
para desarrollar una planta de Brassica que es femenina prebasica o basica, una mantenedora o una
restauradora de la fertilidad para la esterilidad masculina nuclear, que produzca semillas de aceite,
gue tenga preferiblemente un bajo contenido de glucosinolatos y cualquier otro rasgo deseable.

La harina y el aceite producidos a partir de las plantas y semillas también pueden tener
diversas propiedades, dependiendo del uso pretendido. Tal uso puede ser un uso industrial 0 un uso
como pienso o alimento. El uso para fines alimentarios puede incluir el uso como aceite para freir,
para la produccion de untes, como aceite para cocinar, 0 como aceite de ensaladas. Todos estos usos
pretendidos estan ligados a perfiles de &cidos grasos preferidos. Preferiblemente, las plantas de
Brassica y/o la semilla de dichas plantas y/o la semilla obtenida de dichas plantas son de calidad
canola.

6.1. Rasgos de perfil de aceite

Preferiblemente, las plantas prebésica, basica, mantenedora, e hibrida producen un grano
con un contenido de aceite mayor que 40%, preferiblemente mayor que 42%, y lo mas preferible
mayor que 44%.

El aceite vegetal endégeno comestible de las semillas de Brassica contiene acidos grasos y
otros rasgos que son controlados por medios genéticos (documento WO 91/15578; documento US
5.387.758). Preferiblemente, se incluye &acido ericico de la semilla de Brassica destinado a consumo
humano o animal en una concentracion baja de no mas de 2 por ciento en peso basado en el
contenido total de acidos grasos que es controlado por medios genéticos en combinacién con los otros
componentes citados segun se especifica. Los medios genéticos para la expresion de tal rasgo de
acido erucico pueden derivar de numerosas variedades de canola comercialmente disponibles que
tienen buenas caracteristicas agronomas, tales como, por ejemplo, Bounty, Cyclone, Delta, Ebony,
Garrison, Impact, Legacy, Legend, Profit, Quantum, Campala, Pollen, Grizzly, Expert, Aviso, NK Jetix,
Oase, Smart, NK Fair, NK Nemax, Ladoga, Cooper, Billy, Lorenz, Aurum, Lilian, Californium, Lisek,
Orkan, Winner, Licome, Castille, Fortis.

En una realizacion preferida, la planta de Brassica napus hibrida (o la linea basica,
prebasica, o mantenedora de la presente invencion usada para su reproduccion) produce un perfil de
aceite de especialidad. Para un repaso de los perfiles preferidos de aceite de especialidad en
Brassicas véase Scarth y Tang (2006) y las referencias citadas alli.

El aceite de colza producido por las variedades de cultivo de semilla de Brassica
tradicionales tiene tipicamente una composicién de acidos grasos de 5% de &cido palmitico (C16:0),
1% de acido estearico (C18:0), 15% de oleico (C18:1), 14% de linoleico (C18:2), 9% de linolénico
(C18:3), y 45% de eracico (C22:1) (Ackman, 1990). C22:1 es un acido graso nutricionalmente
indeseable, y se ha reducido hasta niveles muy bajos en aceite de Brassica para usos comestibles. El
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aceite de Brassica con bajo contenido de C22:1 tiene un perfil de &cidos grasos nutricionalmente
deseable, con bajos niveles de acidos grasos saturados y niveles significativos de C18:3, un acido
graso omega-3 (Eskin et al., 1996). C22:1 no tiene valor significativo en aplicaciones industriales, vy,
para estos usos, es deseable incrementar el nivel de 45% en colza tradicional tan alto como sea
posible para mejorar la competitividad econémica del aceite de colza con alto contenido de &cido
erucico (HEAR) y sus derivados. Ademas de los acidos grasos habituales en el aceite de Brassica, los
miembros del reino de la planta producen mas de 200 &cidos grasos no habituales, particularmente en
plantas no agrénomas (van de Loo et al., 1993; Thelen y Ohlrogge, 2002; Jaworski y Cahoon, 2003).
Muchos de estos acidos grasos tienen beneficios nutricionales o usos industriales. Sin embargo, la
mayoria de estas plantas tienen potencial limitado de domesticacién. Debido al coste relativamente
bajo y a la naturaleza renovable de la produccion de colza, las cosechas de colza, incluyendo colzas
de Brassica, se pueden modificar para producir los nuevos acidos grasos como una fuente alternativa
a las materias primas industriales derivadas del petréleo (Cahoon, 2003; Thelen y Ohlrogge, 2002).

La reproduccion convencional ha contribuido al desarrollo de cuatro tipos principales de
aceites de Brassica con composiciones alteradas de &cidos grasos dirigidas a diferentes mercados
(Burton et al., 2004; Przybytski, 2005). Estos desarrollos fueron el resultado de la reproduccién vegetal
usando mutaciones naturales y artificialmente inducidas en las especies de Brassica.

Acido Erucico Bajo: La seleccion y desarrollo de aceites de Brassica bajos en C22:1 se inici6 en la
década de 1950, tras la identificacion de problemas potenciales para la salud humana en estudios de
alimentacién de animales con aceite de colza rico en C22:1. Los estudios con animales mostraron que
las dietas ricas en aceite de colza con C22:1 estaban asociadas con dafio miocéardico caracterizado
por depésitos grasos alrededor del corazén y los rifiones, y lesiones musculares en el corazon. Los
mutantes con bajos niveles de C22:1 en el aceite de semilla se identificaron primero de una variedad
de cultivo Liho de forraje de B. napus de tipo primavera alemana en 1959 (Stefansson et al., 1961).
Las plantas bajas en C22:1 se retrocruzaron con variedades de cultivo adaptadas. En América del
Norte y en Europa, ha habido una conversion completa de la produccion comercial de colza tradicional
y variedades con bajo contenido de acido erucico en variedades de calidad canola.

Acido Erucico Elevado y Acido Ertcico Superelevado: Aunque son nutricionalmente indeseables,
los aceites con alto C22:1 y derivados de C22:1 tienen mas de 200 aplicaciones industriales
potenciales, por ejemplo como aditivo en lubricantes y disolventes, como suavizante en textiles, y el
derivado de amida se usa en la fabricacién de polimeros, lubricantes de fluidez de alta temperatura,
tensioactivos, plastificantes, revestimientos superficiales, y productos farmacéuticos (Scarth y McVetty,
2006), y se han presentado mas de 1000 patentes para las aplicaciones de C22:1 (Mietkiewska et al.,
2004). Para competir con productos a base de petréleo, es deseable incrementar el nivel de C22:1
hasta un nivel tan alto como sea posible para reducir el coste de purificaciéon. Existen las primeras
variedades de cultivo de colza con alto contenido de acido erticico (HEAR) con un contenido bajo de
glucosinolatos, tales como cv. Hero (Scarth et al., 1981, 1992), cv. Mercury (54% de C22:1; Scarth et
al., 1995a), cv. Castor y MilleniUM0O1 (C22:1 55%; McVetty et al. 1998, 1999). Otras variedades
adecuadas con un contenido elevado de &cido ertcico son cv. Hearty, Maruca, Maplus. El objetivo de
incrementar el nivel de C22:1 se ha enfocado resintetizando B. napus cruzando lineas seleccionadas
de los dos diploides ancestrales, B. rapa y B. oleracea (Taylor et al., 1995). Las plantas resintetizadas
pueden acumular niveles de C22:1 hasta 60% (Luhs y Friedt, 1995). Los genes y alelos implicados en
la sintesis de C22:1 son conocidos (Scarth y McVetty, 2006), de este modo son posibles enfoques
tanto dirigidos (reproduccion asistida por marcadores) y/o transgénicos, para incrementar el contenido
de C22:1. El aceite de colza con contenido superelevado de acido erlcico (SHEAR) con méas de 80%
de nivel de C22:1 es deseable para reducir el coste de produccion de este acido graso y sus derivados
como una materia prima industrial renovable, medioambientalmente amigable. El potenciar de usar
genes FAE a partir de especies que acumulan contenidos elevados de C22:1 para incrementar la
acumulacion de C22:1 en aceite de semilla de Brassica se demostré mediante un incremento del 90%
en el nivel de C22:1 con la expresion de un gen FAE de nasturtium (Tropaeolum majus L)
(Mietkiewska et al., 2004).

El &cido linolénico C18:3 y C18:2 bajo, junto con sus derivados de cadena mas larga y mas
insaturados, son las dos series de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) esenciales dentro de los
acidos grasos n-3 y n-6, respectivamente, requeridos para el desarrollo y salud del ser humano. Sin
embargo, el aumento del nimero de dobles enlaces en las estructuras quimicas de los PUFA los hace
susceptibles a la oxidacion. Las velocidades de oxidacién de C18:2 y C18:3 son aproximadamente 10
y 25 veces mayores, respectivamente, que la de C18:1. Por lo tanto, los aceites ricos en C18:2 y
C18:3 se deterioran mas rapidamente al exponerlos al aire, especialmente a temperaturas elevadas,
dando como resultado una menor caducidad del aceite, o que hace al aceite menos sano para el
consumo humano. No obstante, los aceites menos estables se hidrogenan para potenciar la
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estabilidad, pero el proceso de hidrogenacién provoca la formacion de acidos grasos trans, lo que
provoca problemas debido a sus funciones fisiol6gicas. Ademas, la hidrogenacién aumenta el coste de
los aceites de productos de procesamiento. Existen las primeras variedades de canola C18:3 bajas,
tales como cv. Stellar (3% C18:3), la linea “M11” (Rdbbelen y Nitsch, 1975), y cv. Apollo (Scarth et al.,
1995b). Los genes y alelos implicados en la sintesis de C22:1 son conocidos (Scarth y McVetty, 2006),
y de este modo son posibles enfoques tanto dirigidos (reproduccion asistida por marcadores) y/o
transgénicos para incrementar el contenido de C22:1.

Acido Oleico Elevado y Muy Elevado: Los acidos con niveles elevados de C18:1 y bajos de C18:3
poseen una mayor estabilidad oxidativa sin la necesidad de hidrogenacién parcial, y producen menos
productos indeseables durante su fritura profunda. Los aceites con acidos oleicos elevados tienen
estabilidad térmica equivalente a grasas saturadas, y son sustitutos adecuados para ellas en
aplicaciones de servicio alimentario comercial que requieren una estabilidad a largo plazo. Se
describen lineas con un contenido elevado de oleico de 80 a 90% de C18:1 (Vilkki y Tanhuanpaa,
1995; Rucker y Robbelen, 1995; Schierholt y Becker, 1999; Wong et al., 1991). Comercialmente
disponibles existen cv. Clear Valley 75 y MONOLA con 70 a 75% de C18:1 y un nivel reducido de
C18:3 (Scarth y McVetty, 1999). La mutacion de C18:1 elevado se ha asociado con el gen fad2 en B.
napus (Laga et al., 2004). En B. juncea, dos OTL juntos podrian dar cuenta de la variacion del 32,2%
en el nivel de C18:1 (Sharma et al., 2002). Se ha realizado un progreso considerable en el desarrollo
de semillas de aceites con C18:1 muy elevado manipulando Al2-desaturasa y FatB tioesterasa. B.
napus transgénica podria acumular tanto como 89% de C18:1, reduciéndose la fraccion de PUFA en
los aceites de semilla mediante constructos sentido o antisentido de Al2-desaturasa (revisado en
Scarth y McVetty, 2006). Se prefieren especialmente las combinaciones de perfiles con aceite de
oleico elevado y linoleico bajo que dan como resultado aceites con una calidad muy buena para la
fritura. Tales rasgos estan presentes, por ejemplo, en la variedad cv. Splendor.

Acidos Grasos Saturados Bajos y Muy Bajos: C16:0 es el contribuyente principal al nivel total de
acidos grasos saturados de los aceites vegetales, incluyendo el aceite de Brassica. Se afirma
ampliamente que C16:0, asi como los &cidos grasos de cadena més corta C8:0 a C14:0, elevan los
niveles de colesterol total (TC) plasmatico y de colesterol lipoproteico de baja densidad (LDL-C) en
animales y seres humanos. El aceite de canola es el Unico aceite vegetal comercial que satisface los
criterios de los aceites saturados bajos (<7%) como se define en las normativas de etiquetaje en los
Estados Unidos de América y en Canada. Es deseable reducir ademas el nivel de &cidos grasos
saturados para lograr niveles nulos de grasas saturadas. Se describen lineas con niveles reducidos
adicionales menores que 6% (Raney et al., 1999). Un enfoque alternativo a la reproduccién
“tradicional” para disminuir el nivel de saturacion es la regulacion de la expresion de un nimero de
genes, incluyendo KAS, desaturasas, y tioesterasas (Dehesh, 2004; Scarth y McVetty, 2006). Se
describe Brassica transgénica con un nivel total de acidos grasos saturados por debajo de 3,4%, en
comparacion con alrededor de 6,0% en plantas de B. napus no transformadas (Dehesh, 2004).

Niveles Elevados de Acidos Grasos de Cadena Corta y Media (Acido Laurico Elevado, Acido
Caprilico Elevado, y Acido céprico) Los aceites vegetales ricos en acidos grasos de cadena corta y
media (SMCFA) son utiles en un numero de industrias alimentarias y no alimentarias. Las fuentes
comerciales actuales de SMCFA son aceites de coco y de pepita de palma. El aceite de semilla de
Brassica tiene trazas de SMCFA, con niveles apenas detectables de C8:0, C10:0, y C12:0. Mediante
enfoques transgénicos que emplean diversos genes, se pueden obtener niveles significativos. Las
plantas transgénicas producen aceite de semilla con hasta 56% en moles de C12:0 (Voelker et al.,
1996). El aceite de semilla de las plantas de B. napus transformadas con Bay-FatB fue similar a la
composicion de los aceites de coco y de pepita de palma en el nivel de SMCFA (Voelker et al., 1996),
que se usan en productos alimentarios tales como en chocolates, revestimientos para caramelos,
postres, cremas no lacteas, margarinas bajas en grasa, jabones, detergentes, y cosméticos. Se
obtuvieron hasta 40% de C8:0 y C10:0 en Brassica tras la transformacion con el gen de Cuphea FatB2
tioesterasa (Dehesh et al., 1996).

Acido Palmitico Elevado: Se observaron incrementos significativos en el nivel de C16:0 del aceite de
semillas en plantas transgénicas que expresan FatB tioesterasa y KAS a partir de especies vegetales
gue acumulan MCFA. Las plantas transgénicas que expresan el gen Cuphea Ch FatB1 tienen un nivel
de C16:0 de hasta 34% en moles (Jones et al., 1995). Se encontraron niveles similares de C16:0 en
los aceites de semilla de plantas de B. napus transgénicas que expresan genes FatB de olmo (Ulmus
americana L.) y nuez moscada (Myristica fragrans Houtt.) (Voelker et al., 1997).

Acido Esteérico Elevado: Los aceites vegetales con niveles elevados de acidos grasos saturados
tienen aplicaciones en la fabricacion de productos alimentarios grasos soélidos, tales como margarina y
manteca, ahorrando el coste de hidrogenacion y evitando la produccién de éacido graso trans
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indeseado. C18:0 tiene una ventaja sobre otras formas de acidos grasos saturados, debido a que
reduce o no tiene ningun efecto sobre el colesterol lipoproteico sérico. Las variedades de cultivo de
canola tienen sélo 1,1 a 2,5% de C18:0 en el aceite de semilla. No se ha dado a conocer ningun
germoplasma de Brassica rico en C18:0 natural o inducido. Sin embargo, se describen los genes que
controlan el nivel de C18:0 (revisado en Scarth y Mc Vetty, 2006). Se describe B. napus cv. Westar
gue produce aceite de semilla con hasta 10,1% de C18:0 (Hitz et al., 1995). La expresiéon de un gen
FatA del mangostan increment6 el nivel de C18:0 de B. napus cv. Quantum hasta mas de 22%
(Hawkins y Kridl, 1998). La expresion de un FatA de mangostan mutado a partir de mutagénesis
especifica del sitio condujo a un incremento de 55 a 68% en el nivel de C18:0, en comparacién con la
version de FatA de tipo salvaje (Facciotti et al., 1999). Una segunda estrategia es la sobreexpresion de
A9-desaturasa, la enzima que dirige el flujo de carbono a la produccion de C18:1-ACP. Una actividad
reducida de A9-desaturasa deberia dar como resultado una mayor acumulacién de C18:0 (Knutzon et
al., 1992). La supresion antisentido usando el gen A9-desaturasa de B. rapa increment6 el nivel de
C18:0 hasta méas de 32% en B. rapa transgénica, y hasta 40% en B. napus (Knutzon et al., 1992),
aunque la supresién sentido con una A9-desaturasa de haba de soja no fue tan eficaz en B. napus
(Hitz et al., 1995). Una tercera estrategia es la manipulacion simultanea de las actividades de las dos
enzimas. La sobreexpresion de la FatA tioesterasa y la disminucién de A9-desaturasa incremento el
nivel de C18:0 hasta 45%, més que expresar separadamente el transgén de FatA tioesterasa (11% de
C18:0) y el transgén de A9-desaturasa (13% de C18:0) (Topfer et al., 1995). Se inici6 la reduccion de
tanto FatA como FatB en B. napus y B. juncea con un constructo silenciador dual que contiene
repeticiones invertidas de los genes diana (Pandian et al.,, 2004). Un enfoque adicional para
desarrollar aceite de Brassica rico en C18:0 podria ser la reducciéon de las actividades de ambas
desaturasas A9 y A12, como se muestra en la manipulacion de semilla de algoddn con constructos
silenciadores de ARN de orquilla de pelo para las dos desaturasas que incrementaron el nivel de
C18:0 de la semilla de algodon de 2 a 3% hasta 40% (Liu et al., 2002).

Acidos Grasos Poliinsaturados (PUFA): El acido gamma-linolénico (GLA) es un PUFA de la familia
n-6 de acidos grasos esenciales. GLA es uno de los &cidos grasos poliinsaturados nutricionalmente
importantes en la dieta humana y animal. Se describen los genes para la expresion de estos acidos
grasos (revisado en Scarth y McVetty, 2006). Los acidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga
(VLCP-UFA) tienen 20 6 22 atomos de carbono con cuatro a seis dobles enlaces interrumpidos,
incluyendo acidos grasos con beneficios terapéuticos y nutricionales importantes en seres humanos,
tales como acido araquidénico (ARA), eicosapentaenoico (EPA), y docosahexaenoico (DHA). Las
especies de Brassica, al igual que otras plantas superiores, no producen PUFA de cadena muy larga,
tales como ARA, EPA y DHA. GLA y ALA no se encuentran ampliamente en plantas superiores. Para
desarrollar semillas oleaginosas ricas en ARA y EPA, se han de introducir al menos tres genes
(Abbadi et al., 2004). La factibilidad de manipular la ruta de ARA se demostré en el tabaco (Huang et
al., 2004). Los acidos grasos conjugados con &cidos grasos poliinsaturados con dobles enlaces que
no estan separados por una unidad de metileno. Los aceites ricos en acidos grasos conjugados (tales
como &cido caléndico) tienen propiedades superiores como aceites secantes en aplicaciones de
revestimiento. La expresion de un gen procedente de caléndula (Calendula officinalis L.) que codifica
una enzima que introduce dobles enlaces conjugados en acidos grasos poliinsaturados dio como
resultado la acumulacion de acido caléndico hasta 20 a 25% de los acidos grasos totales en aceite de
haba de soja (Cahoon et al., 2001). Los &cidos grasos epoxidicos, tales como acido verndlico, se
producen mediante monooxigenasas y formas divergentes de dihierro desaturasas (Hatanaka et al.,
2004), y son materias primas valiosas para la produccién de resinas, pegamentos, plasticos,
polimeros, etc.

Otros Acidos Grasos Nuevos: Los &cidos grasos “nuevos” o “‘inusuales” se definen ampliamente
como &cidos grasos que tienen estructuras quimicas diferentes de aquellos acidos grasos encontrados
habitualmente en cosechas de semillas oleaginosas importantes (Jaworski y Cahoon, 2003). Los
acidos grasos monoinsaturados inusuales se producen mediante desaturasas especiales que insertan
el doble enlace en una posicion inusual en la cadena acrilica, en lugar de entre los carbonos 8 y 9,
como se observa en el acido graso normal C18:1. Los aceites vegetales ricos en acido petroselinico o
palmitoleico se podrian usar como alternativas al petréleo en la produccién de lubricantes
biodegradables, tensioactivos, y precursores de plasticos.

7. Tecnologias Generales
7.1 Rasgo e Introgresion Génica

El alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, alelo rf de la presente invencién (o cualquier combinacion de
los mismos) se puede introgresar en cualquier antecedente genético de Brassica napus y otras
variedades de Brassica.
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Tecnologias Transgénicas

Para la produccion de un sistema hibrido transgénico, se puede usar una secuencia de
acido nucleico (preferiblemente un ADN) que comprende la secuencia genodmica para el alelo Ms y/o
el alelo rf. Dicha secuencia de acido nucleico puede derivar de la semilla depositada con el Nimero de
Deposito NCIMB 41480 6 41481. También se describe un método para producir una planta de
Brassica napus estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf, o una planta mantenedora de Brassica
napus con el genotipo msmsrfrf, que comprende las etapas de llevar a cabo un método para detectar
la presencia del alelo Ms y/o del alelo rf asociado con esterilidad masculina y/o el mantenimiento de la
esterilidad masculina en una planta de Brassica napus como se describe anteriormente, y transferir
una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un alelo Ms o alelo rf asi detectado, 0 una
parte que confiere o mantiene la esterilidad masculina de la misma, desde dicha planta donante a una
planta receptora (preferiblemente una planta de Brassica, mas preferiblemente una planta de Brassica
napus). La transferencia de dicha secuencia de acido nucleico se puede realizar mediante cualquiera
de los métodos conocidos en la técnica, incluyendo la transferencia génica mediada por
agrobacterium, o la transferencia génica mediada por microparticulas.

Tecnologias No Transgénicas

Una realizacion preferida de tal método comprende la transferencia mediante introgresion
de dicha secuencia de &cido nucleico procedente de una planta de Brassica napus femenina bésica o
mantenedora (por ejemplo, las plantas derivadas de la semilla depositada con el Numero de Depésito
NCIMB 41480 6 41481) cruzando dichas plantas. Esta transferencia se puede lograr asi de forma
adecuada usando técnicas de reproduccion tradicionales.

En cada generacion, se determina la presencia o ausencia del alelo Ms y/o alelo rf. Debido
al fenotipo estéril masculino, la presencia o ausencia del alelo restaurador se puede detectar
facilmente en cada generacion, por ejemplo mediante puntuacion de la fertilidad. Después de la
generacion del dltimo retrocruzamiento, se prefiere una etapa de establecimiento. En la siguiente
generacion, se usan marcadores moleculares como se describe en la presente invencion, para
seleccionar plantas homocigotas para el alelo Ms y/o el alelo rf. Estas plantas representan la linea
femenina prebésica (MsMsrfrf) o la linea mantenedora (msmsrfrf), que se pueden usar para producir la
semilla hibrida.

Los alelos Ms y/o los alelos rf se pueden introgresar preferiblemente en variedades
comerciales de Brassica napus usando seleccion asistida por marcadores (MAS) o reproduccion
asistida por marcadores (MAB), como se describe anteriormente. MAS y MAB implican el uso de uno o
méas de los marcadores moleculares para la identificacion y seleccion de aquellas plantas
descendientes que contienen uno o mas de los genes que codifican el rasgo deseado. En el presente
caso, tal identificacion y seleccion se basa en la seleccion del alelo Ms y/o del alelo rf o marcadores
asociados con ellos. Las plantas de Brassica napus desarrolladas seguin esta realizacién pueden
derivar ventajosamente una mayoria de sus rasgos desde la planta receptora, y derivar la propiedad
que confiere 0 mantiene la esterilidad masculina desde la planta donante (es decir, la linea femenina
bésica o la linea mantenedora).

En un método, que se denomina como reproduccion de pedigri, una planta donante de
Brassica napus que muestra propiedades que confieren o que mantienen la esterilidad masculina (por
ejemplo, una planta femenina prebasica o una planta mantenedora de la presente invencion) se cruza
con una planta de Brassica napus receptora que carece de dichas caracteristicas pero que muestra
preferiblemente caracteristicas comercialmente deseables, tales como, pero sin limitarse a, resistencia
a enfermedades, resistencia a insectos, caracteristicas del aceite y/o de la harina valiosas, etc. La
poblacion vegetal resultante (que representa los hibridos F1) se autopoliniza entonces y se deja que se
establezcan las semillas (F2). Las plantas F, que se hacen crecer a partir de las semillas F, se
identifican entonces en busca de las propiedades que confieren o que mantienen la esterilidad
masculina. La poblacién se puede identificar de muchas maneras diferentes. En primer lugar, la
poblacién se puede identificar evaluando la esterilidad o fertilidad de las lineas o su propiedad para
mantener la esterilidad, respectivamente. En segundo lugar, se puede realizar una seleccion asistida
por marcadores usando uno o mas de los marcadores moleculares descritos anteriormente para
identificar aquella progenie que comprende un alelo Ms y/o rf. Se pueden usar otros métodos,
denominados aqui como métodos para detectar la presencia de un alelo Ms y/o un alelo rf mediante
fenotipos asociados. También, se puede usar la seleccion asistida por marcadores para confirmar los
resultados obtenidos de los bioensayos cuantitativos, y, por lo tanto, también se pueden usar varios
métodos en combinacion.
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Se describe ademas un método para introgresar el alelo Ms y/o el alelo rf, que comprende
las etapas de obtener una planta de Brassica que contiene el alelo Ms y/o el alelo rf, por ejemplo las
lineas consanguineas de Brassica depositadas con el Numero de Depodsito NCIMB 41480 6 41481,
respectivamente, cruzar esta planta con otra planta de Brassica, y seleccionar semillas que contienen
el alelo Ms y/o el alelo rf. Las plantas F; resultantes se cruzan con el progenitor recurrente para
reponer mas del genoma de la linea consanguinea de Brassica, particularmente entre 80 y 99,5% del
genoma, mas particularmente entre 90% y 99% del genoma, pero especialmente entre 95% y 98% del
genoma. Una planta que comprende el alelo Ms y/o el alelo rf se retrocruza al menos dos veces frente
a la variedad con el antecedente genético diana. En el 2° retrocruzamiento, se realiza una
autofecundacién paralela de la femenina fértil (que comprende el alelo Rf procedente de la variedad
fértil con el antecedente diana), para obtener plantas BC0S1. En las etapas de reproduccion
subsiguientes, solo se utilizan plantas que comprenden el alelo Ms y rf (dando como resultado plantas
estériles tras la autofecundacion). El proceso de autofecundacion y cruzamiento paralelo se lleva a
cabo en cada generacion de BC. Como alternativa, la presencia/ausencia del alelo Ms y/o el alelo rf se
puede rastrear con tecnologia de marcadores. Las lineas femeninas bésicas estériles masculinas
consanguineas o las lineas mantenedoras se pueden desarrollar usando las técnicas de seleccién
recurrente y retrocruzamiento, autofecundacion y/o dihaploides, o cualquier otra técnica usada para
obtener lineas parentales. En un método de seleccion recurrente y retrocruzamiento, el genotipo que
confiere o mantiene la esterilidad masculina se puede introgresar en una planta receptora diana (el
“progenitor recurrente”) cruzando el progenitor recurrente con una primera planta donante, que difiere
del progenitor recurrente y se denomina aqui como el “progenitor no recurrente”. El progenitor
recurrente es una planta que carece de las propiedades que confieren o mantienen la esterilidad
masculina, y posee preferiblemente caracteristicas comercialmente deseables, tales como, pero sin
limitarse a, resistencia (adicional) a enfermedades, resistencia a insectos, caracteristicas valiosas del
aceite o harina, etc. El progenitor no recurrente muestra propiedades que confieren o mantienen la
esterilidad masculina, y comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el alelo Ms y/o el
alelo rf. El progenitor no recurrente puede ser cualquier variedad vegetal o linea consanguinea que es
fértil cruzada con el progenitor recurrente. La progenie resultante de un cruce entre el progenitor
recurrente y el progenitor no recurrente se retrocruza con el progenitor recurrente. La poblacién
vegetal resultante se identifica entonces en busca de las caracteristicas deseadas, identificacion la
cual se puede producir de muchas maneras diferentes. Por ejemplo, la poblacion se puede identificar
usando identificaciones o0 ensayos cuantitativos de patologia fenotipica como se conocen en la
técnica. Como alternativa, en lugar de usar bioensayos, se puede realizar una seleccion asistida por
marcadores (MAS) usando uno o mas de los marcadores moleculares descritos aqui anteriormente,
sondas de hibridacion o polinucleétidos para identificar aquellas progenies que comprenden una
secuencia de 4cido nucleico que codifica el alelo Ms y/o el alelo rf. También, se puede usar MAS para
confirmar los resultados obtenidos de los bioensayos cuantitativos. Los marcadores definidos aqui son
por lo tanto adecuados finalmente para seleccionar plantas descendientes apropiadas mediante
identificacion genotipica. Tras el cribado, las plantas de Brassica napus que muestran un fenotipo que
confiere o que mantiene la esterilidad masculina, o, méas preferiblemente, un genotipo, y de este modo
comprenden la secuencia de acido nucleico necesaria que codifica el alelo Ms y/o el alelo rf, se
seleccionan entonces y se retrocruzan con el progenitor recurrente durante un nimero de
generaciones a fin de permitir que la planta de Brassica napus sea cada vez méas consanguinea. Este
proceso se puede realizar para dos a cinco o méas generaciones. En principio la progenie que resulta
del proceso de cruzar el progenitor recurrente con el progenitor no recurrente que confiere o que
mantiene la esterilidad masculina es heterocigota para el alelo Ms y/o el alelo rf. Las plantas
homocigotas se pueden obtener autofecundando estas plantas y evaluando el genotipo de la
generaciéon subsiguiente mediante analisis de marcadores, o autofecundando adicionalmente y
monitorizando el patrén de segregacion del fenotipo.

En general, un método para introducir un rasgo que confiere o que mantiene la esterilidad
masculina deseado en una variedad de Brassica napus comprende las etapas de:

(a) cruzar un progenitor de Brassica napus consanguineo con otra planta de Brassica napus
que comprende el alelo Ms y/o el alelo rf, para producir plantas de progenie Fi;

(b) seleccionar dichas plantas de progenie F1 que tienen el alelo Ms y/o el alelo rf para producir
plantas seleccionadas de progenie F1, preferiblemente usando marcadores moleculares como
se define aqui;

(c) retrocruzar las plantas seleccionadas de la progenie con dicha planta progenitora
consanguinea de Brassica napus para producir plantas de progenie retrocruzadas;

(d) seleccionar plantas de progenie retrocruzadas que tienen el alelo Ms y/o el alelo rf y
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caracteristicas morfolégicas Yy fisiologicas de dicha planta consanguinea de Brassica napus, en
el que dicha seleccién comprende el aislamiento de ADN genémico y el estudio de dicho ADN
en busca de la presencia de al menos un marcador molecular para el alelo Ms y/o el alelo f,
preferiblemente como se describe aqui;

(e) repetir las etapas (c) y (d) dos o mas veces sucesivamente para producir plantas de
progenie de tercer retrocruzamiento o superior seleccionadas; y

(f) opcionalmente autofecundar la progenie retrocruzada seleccionada a fin de identificar
plantas homocigotas.

Como se ha indicado, la ultima generacién retrocruzada se puede autofecundar a fin de
proporcionar una progenie de reproduccion pura homocigota (consanguinea) para plantas que
confieren o que mantienen la esterilidad masculina. De este modo, el resultado de la seleccién
recurrente, del retrocruzamiento y la autofecundacion es la produccién de lineas que son
genéticamente homogéneas para el alelo Ms y/o el alelo rf asi como para otros genes asociados con
rasgos de interés comercial.

En una realizacién alternativa para producir una planta de Brassica estéril masculina o
mantenedora, se puede usar la fusidn de protoplastos para la transferencia del alelo Ms o del alelo rf
de la presente invencion a una planta receptora. Por este medio, el sistema hibrido de la presente
invencion se puede utilizar en otras especies, preferiblemente en otras especies de Brassica, tal como
Brassica oleracea. La fusion de protoplastos es una union inducida o espontanea, tal como una
hibridacion somatica, entre dos o mas protoplastos (células de las cuales se eliminan las paredes
celulares mediante tratamiento enzimatico) para producir una Unica célula bi- o multinucleada. La
célula fusionada que se puede obtener incluso a partir de especies vegetales que no se pueden
interreproducir en la naturaleza, es tejido cultivado en una planta hibrida que muestra la combinacién
deseable de rasgos. Mas especificamente, se puede obtener un primer protoplasto a partir de una
planta de Brassica napus (por ejemplo, las plantas derivadas de la semilla depositada con el NUmero
de Deposito NCIMB 41480 6 41481). Se puede obtener un segundo protoplasto a partir de una
segunda Brassica napus, tal como otra especie de Brassica u otra variedad vegetal, preferiblemente
una linea de Brassica que comprende caracteristicas comercialmente valiosas, tales como, pero sin
limitarse a, resistencia a enfermedades, resistencia a insectos, caracteristicas valiosas de la fruta, etc.
Los protoplastos se fusionan entonces usando procedimientos de fusion de protoplastos tradicionales,
que son conocidos en la técnica.

Como alternativa, se puede emplear el rescate de embriones en la transferencia de un
acido nucleico que comprende alelo Ms y/o rf como se describe aqui desde una planta donante a una
planta receptora. El rescate de embriones se puede usar como un procedimiento para aislar
embriones de cruzamientos en los que las plantas no producen semilla viable. En este proceso, el
ovario fertilizado o semilla inmadura de una planta es tejido cultivado para crear nuevas plantas
(Pierik, 1999).

Adicional o alternativamente, en las introgresiones génicas y de rasgos se pueden utilizar
otras técnicas. Tales técnicas pueden implicar el uso de tecnologia de haploides dobles (Fletcher et
al., 1998), que puede incrementar significativamente la velocidad de generacion consanguinea para la
linea prebésica y la mantenedora. Para la linea prebasica, es necesario utilizar un procedimiento de
tratamiento térmico, debido a que de otro modo las microesporas son abortadas.

7.2 Creacién de Conjuntos Génicos Distintos

La utilizacion de un efecto heterésico maximo y una reproduccidn heterésica exitosa a largo
plazo requiere progenitores con una gran diferencia genética. La base genética estrecha de colza es
un factor limitante para incrementar el comportamiento hibrido en un experimento prolongado.
Introduciendo genotipos resintetizados (Girke, 2002), y usando procedimientos de seleccion recurrente
reciproca, la base genética se ha de extender etapa por etapa. Especialmente en canola de tipo
invierno, se puede observar una estrecha correlacion genética (r = 0,87) de las variedades
comerciales existentes (Girke, 2002).

No merece la pena ensayar en el campo lineas parentales con una distancia genética
menor que un minimo fijo. La distancia se puede estudiar mediante andlisis de isoenzimas (Miindges
et al,, 1990), o mas convenientemente mediante marcadores (RFLP: Beckmann y Soller, 1983;
Botstein et al., 1980; RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar): Williams et al., 1990; Foérster y
Knaak, 1995). Esto reduce el trabajo de los ensayos de rendimiento.
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7.3 Uso en Reproduccion

Las plantas descritas anteriormente se pueden usar para diversas actividades de
reproduccion, incluyendo, pero sin limitarse a

a) Autofecundacion de hibridos: se hicieron crecer hibridos con bajos contenidos de
glucosinolatos que contienen el nuevo alelo Ms y/o el alelo rf de la presente invencién. Las
plantas fértiles se autopolinizaron, algunas con bolsas, otras cepillando manualmente el polen.
La semilla F, se coseché a partir de estas plantas F1, y se plantaron como una poblacién. Las
plantas fértiles de esta poblacién se seleccionaron y se hicieron crecer como filas Fj,
proporcionando de ese modo material de partida para enfoques de reproduccion tales como
reproduccion de pedigri, seleccion recurrente y otros.

b) Como progenitoras en reproduccion tradicional: lineas que contienen el alelo Ms y/o el alelo
rf de la presente invencién se cruzaron con otras lineas de germoplasmas como parte del
programa de reproduccién. Se hizo crecer la F1 a partir de estos cruzamientos. Las plantas
fértiles se autopolinizaron, y se cosechd la semilla F» resultante. Las plantas fértiles
procedentes de la poblacién F, se seleccionaron, se cosecharon y se hicieron crecer como filas
F3, proporcionando de ese modo material de partida para enfoques de reproduccion tales como
reproduccion de pedigri, seleccién recurrente y otros.

¢) Como progenitoras en haploides dobles: se cruzé una fuente del alelo Ms y/o el alelo rf de la
presente invencion para mejorar el germoplasma. Los hibridos resultantes se sometieron a un
cultivo de microesporas para producir lineas restauradoras de haploides dobles. Los métodos
de cultivo de microesporas utilizados fueron similares a los descritos por Chen et al (1994) y
Mollers et al (1994). De este modo, se describe adicionalmente un método para producir una
planta de Brassica napus (por ejemplo, una linea basica, prebéasica, o mantenedora), que
comprende las etapas de:

i. seleccionar un progenitor fértii masculino con microesporas que comprenden un alelo
seleccionado del grupo que consiste en el alelo Ms, alelo ms, alelo rf, y alelo Rf;

ii. cultivar microesporas seleccionadas procedentes de la planta fértii masculina
seleccionada de la etapa (i), formando haploides e induciendo haploides dobles;

iii. evaluar la progenie de haploides dobles para el fenotipo asociado con dicho alelo o la
presencia del alelo mediante marcadores; y

iv. seleccionar la progenie que es positiva para la presencia de dicho alelo.

d) Como fuente en un programa de retrocruzamiento: el material que contiene el alelo Ms y/o el
alelo rf se cruzd para seleccionar lineas consanguineas. Las plantas fértiles masculinas se
emascularon y se cruzaron nuevamente con la linea consanguinea (progenitor recurrente). Las
plantas fértiles masculinas resultantes se retrocruzaron nuevamente con la linea consanguinea.
En cualquier generacion, se pudo comenzar una autofecundacién del material para producir
nuevas lineas restauradoras. Estos proyectos ejemplifican un programa de retrocruzamiento
para introducir el alelo Ms y/o el alelo rf en germoplasma superior. Se puede emplear el analisis
de marcadores (como se describe anteriormente).

Estos y otros objetos y ventajas de la presente invencién seran manifiestos para los
expertos en la técnica a partir de una lectura de los siguientes ejemplos y reivindicaciones anejas.

Deposito

Se depositdé una muestra de semillas de linea consanguinea Brassica napus 07055001
(linea de semilla prebéasica estérii masculina; genotipo MsMsrfrf) en NCIMB, Ltd. (NCIMB Ltd;
Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksbum, Aberdeen, AB21 9YA UK; Tel.: +44 (0) 1224 711100
Fax: +44 (0) 1224 711299), el 16 de mayo de 2007, Numero de Depdsito NCIMB 41480. Se depositd
una muestra de semillas de linea consanguinea de Brassica napus 04058001 (“linea mantenedora”;
genotipo msmsrfrf) en NCIMB, Ltd. (NCIMB Ltd; Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksbum,
Aberdeen, AB21 9YA, UK; Tel.: +44 (0) 1224 711100 Fax: +44 (0) 1224 711299) el 16 de mayo de
2007, Nimero de Deposito NCIMB 41481.

Declaracion con respecto a la fuente de material biolégico

Los alelos Ms y rf se obtuvieron de material de Brassica napus comercialmente disponible
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en el mercado de la Union Europea (Alemania y otros paises) en 1998.
Ejemplos
Ejemplo 1: Analisis de GSL

El contenido de glucosinolatos (GSL) de las semillas de Brassica se monitoriz6 a través del
programa de reproduccion. El contenido de glucosinolatos se da en umoles/g de semilla a una
humedad del 9%. El andlisis de glucosinolatos se puede llevar a cabo usando la tecnologia del estado
de la técnica, tal como, por ejemplo, HPLC o espectroscopia de reflectancia de infrarrojo cercano
(NIRS). Usando el método de NIRS, es posible analizar muestras de semilla de Brassica sin destruir
para determinar la calidad de los componentes del aceite, proteina y glucosinolato.

Los niveles de glucosinolatos expuestos aqui se determinan segun dos procedimientos
estandar, a saber, (1) cromatografia de liquidos de altas prestaciones (HPLC) como se describe en
ISO 9167-1:1992(E) para la cuantificacion de glucosinolatos intactos totales (“Rapeseed-Determination
of glucosinolates content--Part 1: Method using high-performance liquid chromatography, International
Organization for Standardization”, Ginebra), y (2) cromatografia de gas-liquido para la cuantificacion
de derivados trimetilsililicos (TMS) de disulfoglucosinolatos extraidos y purificados como se describe
por Sosulski y Dabrowski (1984). Tanto los métodos de HPLC como de TMS para determinar los
niveles de glucosinolatos expresados aqui implican el analisis del componente sélido de la semilla tras
la trituracion y la extraccion del aceite (es decir, la harina desgrasada y libre de aceites). Mas
preferido, el analisis de glucosinolatos se lleva a cabo usando la espectroscopia de reflectancia de
infrarrojo cercano. Los analisis se llevan a cabo en un FOSS NIR Systems Modelo 5000-c. El andlisis
de glucosinolatos se describe en Williams y Sobering (1992).

Ejemplo 2: Método para Determinar el Perfil de Acidos Grasos

Las concentraciones de &cidos grasos expresadas aqui se determinan segin un
procedimiento estandar en el que el aceite se elimina de las semillas de Brassica mediante trituracion,
y se extrae como ésteres metilicos de acidos grasos tras la reaccion con metanol y metoxido sédico. A
continuacion, el éster resultante se analiza para determinar el contenido de acidos grasos mediante
cromatografia de gas-liquido usando una columna capilar que permite la separacion basandose en el
grado de insaturacion y de longitud de la cadena. Este procedimiento de andlisis se describe en el
trabajo de Daun et al. (1983), que se incorpora aqui como referencia.

Ejemplo 3: Desarrollo de lineas estériles masculinas prebasicas homocigotas

Plantas de Brassica napus del germoplasma de Takagi estériles masculinas se polinizaron
con polen de la variedad Zenith de Brassica napus. La progenie F; de este cruce fue fértil masculina.
Plantas de aquella se cruzaron en el invernadero con las plantas fértiles masculinas de la variedad
Smart después de la emasculacion manual. Se obtuvieron plantas F; de cada una de las semillas del
cruzamiento de las plantas en el invernadero. Todas las plantas mostraron un fenotipo fértil masculino.
Plantas individuales de esta poblacion se autofecundaron mediante aislamiento de plantas individuales
con bolsas de plastico (Cryovac Crispac Beutel Super Micro Lochung 360 x 830 mm, Supplier.
Baumann Saatzuchtbedarf D-74638 Waldenburg). Los descendientes de la autofecundaciéon F; se
evaluaron en el invernadero con respecto a la esterilidad/fertilidad masculina. Ocho de diez
poblaciones fueron fértiles, dos de diez poblaciones mostraron segregacion para esterilidad/fertilidad.
Las plantas estériles de estas poblaciones se autofecundaron en condiciones de temperatura elevada
como se describe méas abajo en el Ejemplo 10. Nuevamente se hicieron crecer en el invernadero
poblaciones F3; de esas plantas estériles masculinas, y se autofecundaron. Tres poblaciones
mostraron s6lo plantas estériles masculinas, 10 poblaciones se segregaron en plantas estériles
masculinas y fértiles masculinas. Las plantas estériles masculinas procedentes de las poblaciones que
no se segregan se autofecundaron bajo tratamiento térmico. Segun el esquema de herencia dado en
la Figura 1 y confirmado por el analisis de marcadores, estas plantas presentan el genotipo MSMSrfrf.
Se obtuvieron doscientas sesenta y cuatro plantas F4 en el invernadero. Todas mostraron el fenotipo
estéril masculino. Después del tratamiento térmico, se pudo cosechar un total de 232 g de semillas
procedentes de todas las plantas.

Ejemplo 4: Desarrollo de lineas mantenedoras

Las plantas fértiles masculinas de las poblaciones Fs que se segregan procedentes del
Ejemplo 3 se autofecundaron ya que muestran rfrfmsms (Fig. 1). Se llevaron a cabo cruces de ensayo
con plantas de las poblaciones F3 completamente estériles masculinas. Se evaluaron cinco
cruzamientos diferentes con cada una de 16 plantas. Todas las plantas mostraron un fenotipo estéril
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masculino, con la condicién de que el cruzamiento fue rfrfMSMS x rfrfmsms como se presupone. La
ausencia del alelo Rf en la linea mantenedora es crucial. Para asegurar esto, es esencial tener
marcadores para este alelo. La polinizacion cruzada de lineas restauradoras no se pudo detectar
debido a que no hay diferencia fenotipica entre la mantenedora y la restauradora.

Ejemplo 5: Identificacion de marcador molecular ligado al alelo de esterilidad del RHS (alelo
Ms)

Se realizé un experimento de andlisis de segregantes agrupados (BSA) (Michelmore et al.,
1991) en una poblacién F, de 162 individuos que segregan el locus de esterilidad del RHS. Esta
poblacién deriva del cruce entre una linea estéril de RHS (ID: 03550015-34; como se representa
mediante la muestra de semillas depositada con el NUmero de Depdésito NCIMB 41480) y la linea
mantenedora fértii de RHS correspondiente (ID: 03560006-08; como se representa mediante la
muestra de semillas depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41481). La segregacién para la
esterilidad masculina como se observa en la poblacion F; se ajusté a la relacion 3:1 esperada para un
gen dominante individual. Se ensayé un conjunto de 762 marcadores de microsatélites (SSR) para
polimorfismo entre tanto lineas parentales asi como entre agrupamientos de plantas F, estériles
masculinas y fértiles masculinas. Se analizaron dos agrupamientos diferentes de fértiles masculinas y
estériles masculinas. Los agrupamientos consistieron en una mezcla de muestras de hojas
procedentes de 10 plantas F fértiles o 10 plantas F» estériles. El BSA describi6 cinco marcadores de
SSR que muestran polimorfismo entre dos lineas parentales asi como entre los agrupamientos
estériles masculinos y fértiles masculinos (Fig. 4-A).

Estos cinco marcadores de SSR se genotiparon subsiguientemente a lo largo de toda la
poblacion F, y se cartografiaron usando Mapmaker/Exp (version 3.0b). Los resultados del
cartografiado confirmaron marcadores NR1116 (SSR amplificado mediante cebadores
oligonucleotidicos SEC ID NO: 1y 2; region de SSR expuesta como SEC ID NO: 21; véase también la
Fig. 6 para localizacion de cebadores y el motivo de SSR) y NR2525 (SSR amplificada mediante
cebadores oligonucleotidicos SEC ID NO: 4y 5; regidon de SSR expuesta como SEC ID NO: 22; véase
también la Fig. 7 para localizacion de cebadores y motivo de SSR) estaban estrechamente ligados al
alelo de esterilidad masculino (Ms) en el cromosoma N7 (Tabla 2).

Secuencia del cebador directo de NR1116:
5-TCTTCAAGGGATTCATTCGG-3’ (SEC ID NO: 1)
Secuencia del cebador inverso de NR1116:
5-GAAACTTCGTCGAATCCTCG-3’ (SEC ID NO: 2)
Secuencia del cebador directo de NR2525:
5-ATTACCATTTCCAACGAATCT-3 (SEC ID NO: 4)
Secuencia del cebador inverso de NR2525:
5-GTCTCTTTCTCAACTCTTGTATC-3’ (SEC ID NO: 5)

El marcador de SSR NR1116 consiste en una repeticion GA/CA de aproximadamente 20
unidades. El tamafio del alelo observado en la poblacion de cartografia de Ms de RHS (usando un
secuenciador ABI 3700) es para la linea estéril de RHS (0355015-34): 96,7 (+/- 1) pb (alelo estéril
masculino), y para la linea mantenedora de RHS (03560006-08): 112,3 (+/- 0,4) pb (alelo fértil
masculino).

El marcador de SSR NR2525 consiste en una repeticion AG de aproximadamente 20
unidades. El tamafio del alelo observado en la poblacion de la cartografia de Ms de RHS (usando un
secuenciador ABI 3700) es para la linea estéril de RHS (0355015-34): 192,8 (+/- 0,3) pb (alelo estéril
masculino), y ninguna banda para la linea mantenedora de RHS (03560006-08) (alelo fértil masculino).
Por esa razén, NR2525 se puntué como un marcador dominante para Ms. Se observo otro fragmento
de 194,6 (+/- 0,5) pb, pero esta banda no se considerd puesto que aparecio persistentemente en todos
los individuos vegetales independientemente de su fenotipo.

El genotipo del alelo Ms se predijo segun el fenotipo: las plantas estériles masculinas
pueden ser “Msms” o0 “MsMs”, pero las plantas fértiles masculinas son siempre “msms”. Por lo tanto, el
alelo Ms se cartografié6 como un marcador dominante. En consecuencia, NR1116 y NR2525 aparecen
en el mapa en cualquier lado del rasgo de Ms a una distancia genética de 2,8 cM y 6,0 cM,
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respectivamente (véase Tabla 2). Las distancias calculadas son esencialmente las mismas para el
alelo tanto Ms como ms.

Tabla 2: Distancias de cartografiado calculadas entre Ms y los marcadores de flanqueo localizados en
el cromosoma N7 usando Mapmaker (version 3.0b). La distancia genética entre los marcadores se
estima en centimorgan (cM), y es directamente proporcional al nUmero de recombinantes encontrados
en la poblacién.

Loci Distancia genética entre loci
NR1116 2,8cM
Alelo Ms 6,0 cM
NR2525 ----
Suma de distancias genéticas 8,8 cM

Las condiciones experimentales para el BSA o para el cartografiado de los marcadores de
SSR consistieron en protocolos habituales bien conocidos para la persona experta en la técnica de
marcadores moleculares. Se realizaron amplificaciones mediante PCR para la identificacion por BSA
en un instrumento GeneAMP PCR System 9700 de Applied Biosystems Inc. en un volumen de
reaccion total de 10 pl en placas de 384 pocillos usando Sigma Jump start Tag polimerasa. La mezcla
de PCR consistié en un tampén de reaccién 1X de Sigma, 1,65 mM de MgCl, 0,25 mM de los dNTP y
400 nM de cada cebador. Las condiciones de PCR consistieron tipicamente en 2 minutos a 94°C,
seguido de 40 ciclos de amplificacion de 15 segundos a 94°C, 45 segundos a 59°C, y una incubacion
final de 2 minutos a 72°C. Los productos de la amplificacion se cargaron subsiguientemente y se
migraron en geles de de Resophor Agarose 1000 (de Invitrogen Corp.) al 3% segun las instrucciones
del proveedor. Para los fines del cartografiado, los cebadores usados para la amplificacion mediante
PCR comprendieron al menos un cebador marcado con HEX (5°-hexacloro-fluoresceina), NED
(benzofluorotriclorocarboxi-fluoresceina) o FAM (carboxifluoresceina), a fin de permitir de resolver la
deteccién fluorescente en un secuenciador ABI 3700 y puntuar polimorfismos de longitud. Aparte del
uso de un cebador marcado fluorescentemente, las condiciones de PCR para el cartografiado de las
SSR fueron las mismas que para la identificacion mediante BSA.

Ejemplo 6: Conversion de marcadores de SSR en marcadores de SNP

A fin de convertir los marcadores de SSR en marcadores de SNP que se consideraron mas
versétiles para la reproduccion asistida por marcadores, los productos de la amplificacion de los
marcadores de SSR se secuenciaron a lo largo de un panel que comprende lineas tanto estériles
masculinas homocigotas (MsMs) como fértiles masculinas homocigotas o mantenedoras (msms), ocho
cada una. Cada combinacién de linea estéril masculina y mantenedora representa un antecedente
genético diferente. El andlisis de BLAST usando la secuencia nucleotidica de NR1116 (SEC ID NO:
21) como interrogacion frente a la base de datos de secuencias de reconocimiento genémicas (GSS)
en NCBI mostré una fuerte homologia de secuencia entre NR1116 y un fragmento de GSS procedente
de Brassica oleracea con el niumero de acceso BH708933. La homologia se extiende a lo largo de una
longitud de aproximadamente 0,4 Kb inmediatamente en direccién del motivo de microsatélite, y
permitié el disefio de cebadores putativamente especificos del genoma A (Brassica rapa) HiNK6440 y
6442 (SEC ID NO: 7 y 8, respectivamente).

Cebador oligonucleotidico HINK6440:
5-GTTCACTTCTCATCTTCTTCCAG-3’ (SEC ID NO: 7)
Cebador oligonucleotidico HINK6442:
5-TCCTGGCAATCAGACAATACTT-3’ (SEC ID NO: 8)

El analisis de secuencias de los productos de amplificacion obtenidos en las lineas MsMs y
msms reveld dos haplotipos que mostraron correlacion con el rasgo de esterilidad masculina. La Tabla
3 resume la posicion de las posiciones polimoérficas que distinguen ambos haplotipos; la secuencia de
consenso se da como SEC ID NO: 3.
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Tabla 3 Caracteristicas de los haplotipos estéril masculino y fértil masculino observados. Tipo y
posicién del polimorfismo observado segun la secuencia de referencia SEC ID NO: 3 (indel =

supresion)
Posicion 85 87 139 24 218 245-257 277 286 312
Haplotipo_A fértil G A T T T TTGGTGAAC | A G A

AATC

Haplotipo_B estéril | A G |A C G G A T
Posicion 319 238-330 359
Haplotipo_A fértil C gli
Haplotipo_B estéril | T GAA C

Las SNP en la posicién 214 (T/C) y 218 (T/G) se seleccionaron para desarrollar un ensayo
TagMan® usando el software Primer Express 2.0 distribuido por Applied Biosystems Inc., y siguiendo
las instrucciones correspondientes. En la Tabla 4 se dan las secuencias de cebadores y sondas que
corresponden a este ensayo, denominado como SRO002A.

Tabla 4: Secuencias nucleotidicas de los cebadores y sondas para el ensayo de Tagman SR0002A.
Fluorocromos: FAM (carboxifluoresceina); VIC (abreviatura patentada de Applied Biosystems). MGB:
ligante de surco menor. NFQ: extintor no fluorescente

NR1116 SRO002A TagMan®
HiNK6441 SEC ID: 8 5’- Cebador de PCR
GAGAGAGACACTTCGATGAATATAG-
3!
HINK6697 SEC ID: 10 5’-ACACACGC77CTTCGTCTAGT-3 Cebador de PCR
HiINK6700 SEC ID: 11 IVIC-CGAATCGATTCTC-MGB-NGQ Sonda especifica del alelo
fértil (ms)
HiINK6701 SEC ID: 12 FAM-CGAATCCGAGTCTC-MGB-NFQ [Sonda especifica del alelo]
estéril (Ms)

La secuencia del marcador de microsatélites NR2525 se publica con el nimero de acceso
BZ061557 (SEC ID NO: 22). A fin de estudiar este fragmento de secuencia para la variabilidad alélica
correlacionada con el rasgo de esterilidad masculina, se disefiaron cebadores de PCR para la
secuencia que flanquea el motivo de microsatélites.

Cebador oligonucleotidico HINK6702:
5-AGTAACATCAGCGGGGAAC-3' (SEC ID NO: 13)
Cebador oligonucleotidico HINK6707:
5-TTTAAGAGCATTGGAACTCTCC-3' (SEC ID NO: 14)

La combinacién de cebadores HiINK6702 y 6707 (SEC ID NO:13 y 14, respectivamente)
mostré dos productos de amplificacién que probablemente correspondan al genoma A y C; el
fragmento mas grande de 0,6 Kb parecié ser monomorfico, pero el fragmento mas pequefio mostré un
polimorfismo de longitud correlacionado con el rasgo de esterilidad masculina en un nimero de
antecedentes genéticos diferentes, 0,5 Kb para el alelo fértil masculino frente a 0,4 Kb para el alelo
estéril masculino (Fig. 4B). El andlisis de secuencias de este fragmento polimérfico a través del panel
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de las lineas MsMs y msms revelé tres haplotipos (Tabla 5), un solo haplotipo como era de esperar
para el alelo Ms estéril masculino (haplotipo B) y dos haplotipos para el alelo ms fértil masculino
(haplotipos Ay C).

Tabla 5: Caracteristicas de los haplotipos estéril masculino y fértil masculino observados. Tipo y

posicion del polimorfismo observado segun la secuencia de referencia SEC ID NO: 6 (“.” significa una
supresion de un solo nucle6tido)

Posicién 17-25 60 | 82 | 92 | 105 | 158 | 224-302

A T T C TAAAAACAGAAGGGAAAACCCAC
CTTCGTTTAACATTCTAAAATCCA
AATAATTGGACTCAATATGAAGC
TAAAAGCCC

Haplotipo B

estéril

Haplotipo A TGAGCAAA cC |7 C C A AACACCTAC

A
fertil

Haplotipo C TGAGCAAA cC |7 cC cC A TAAAAACAGAAGGGAAAACCACC

A TTCGTTTAACATTCTAAAATCCAA
fertil ATAATTGGACTCAATATGAAGCT
AAAAGCCC
Posicion 365 424 431
Haplotipo B G C T
estéril
Haplotipo A T T C
fértil
Haplotipo C G C C
fértil

La secuencia de consenso para los tres haplotipos se expone como SEC ID NO: 6. Como
se ilustra por el alineamiento de los haplotipos, el alelo estéril masculino se puede distinguir del alelo
fértil masculino en un numero de posiciones, incluyendo el SNP en la posicibn 158 que fue
seleccionado como diana para el disefio de un ensayo TagMan® como se describe anteriormente. Las
secuencias de los cebadores y sondas usados en este ensayo que se denomina como SR0003B se
dan en la Tabla 6.

Tabla 6: Secuencias nucleotidicas de los cebadores y sondas para el ensayo Tagman SR0003B.
Fluorocromos: FAM (carboxifluoresceina); VIC (abreviatura patentada de Applied Biosystems). MGB:
ligante de surco menor. NFQ: extintor no fluorescente

NR2525 SRO003B TagMan®

HINK6771 SEC ID: 15  |5-TTTACAACACAAAGGGCTTTCTGC-3 Cebador de PCR

HINK6772 SEC ID: 16  |5-TGTAGGCCGTGAACTTGTCGGATTG-3’ Cebador de PCR

HiINK6775 SEC ID: 17  |[FAM-ATTTGACACACATTACC-MGB-NFQ Sonda especifica del alelo
estéril (Ms)

HiNK6776 SEC ID: 18  [VIC-ATTTGACAAACATTACC-MGB-NFQ Sonda especifica del alelo
fértil (ms)
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Los ensayos TagMan® derivados tanto de NR1116 como de NR2525 se realizaron
tipicamente en volimenes de reaccion de 10 pul en placas de 384 pocillos en instrumentos GeneAMP
PCR System 9700 de Applied Biosystems Inc. usando Platinum Taq polimerasa y la mezcla
enzimatica correspondiente de Invitrogen Corp. Las condiciones de PCR consistieron tipicamente en
una etapa de desnaturalizacion primaria de 2 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de amplificacion de
15 segundos a 94°C y 60 segundos a 62°C. Las sefales de FAM y VIC fluorescentes se cuantificaron
subsiguientemente en un sistema de deteccién de secuencias 7900HT de Applied Biosystems Inc.
usando el paquete de software SDS 2.1. La Fig. 5 muestra una gréafica tipica obtenida para el
marcador SRO002A con las plantas estérii masculina homocigota (MsMs), estéril masculina
heterocigota (Msms) y fértil masculina homocigota (msms) que se segregan en tres nubes diferentes.
Usando el protocolo experimental anterior, ambos marcadores se cartografiaron en la poblacién F;
que se segrega para el rasgo de esterilidad masculina como se describe en el Ejemplo 1. Como era de
esperar basandose en la posicion de cartografia de los marcadores de SSR originales, los ensayos de
SNP SR0003B y SR0O002A se muestran en cualquier lado del rasgo Ms a una distancia de 2,8 cM y
3,3 cM, respectivamente, con relacion al rasgo de Ms (Tabla 7).

Tabla 7: Distancias de cartografiado calculadas entre Ms y los marcadores de flanqueo localizados en
el cromosoma N7 usando Mapmaker (version 3.0b). La distancia genética entre los marcadores se
estima en centimorgan (cM), y es directamente proporcional al nimero de recombinantes encontrados
en la poblacion

Loci Distancia genética entre loci
NR1116 0,0cM
SR0002A 2,8cM
alelo Ms 3,3cM
SR0003B 2,2¢cM
NR2525 -
Suma de distancias genéticas 8,3cM

Los alelos Ms y ms muestran esencialmente las mismas distancias.

Sera evidente para las personas expertas en la técnica que el uso combinado de ambos
marcadores permitird el genotipado fiable del rasgo de Ms en colza como se describe aqui
anteriormente.

Ejemplo 7: Identificacion de marcadores moleculares ligados al alelo restaurador de RHS (alelo
Rf)

A fin de desarrollar marcadores para el locus de Rf, se llevo a cabo un BSA (Michelmore et
al., 1991) en una poblacion F, de 190 individuos que se segregan para la fertilidad de RHS. Esta
poblaciéon deriva del cruce entre una linea estérii de RHS (MsMsrfrf) (ID: 05056504, como se
representa mediante la muestra de semillas depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41480) y
una linea restauradora (msmsRfRf) (ID: NK FAIR). Puesto que el locus de Ms para esterilidad
masculina se segrega igualmente en este cruce, los individuos de plantas msms fértiles se eliminan de
la poblaciéon antes de la identificacion mediante BSA basandose en el genotipo obtenido para los
marcadores de las SSR NR1116 y NR2525 como se describen en el Ejemplo 5. En la subpoblacién de
190 individuos que comprenden soélo plantas MsMs y Msms, la segregacion para la fertilidad se ajustd
a la relacion 3:1 esperada para un gen dominante Unico. Se ensay6 un conjunto de 1225 marcadores
de microsatélites (SSR) para el polimorfismo entre ambas lineas parentales, asi como entre
agrupamientos de plantas F2 estériles masculinas y fértles masculinas. Se analizaron tres
agrupamientos fértiles masculinos y estériles masculinos diferentes. Los agrupamientos consistieron
en una mezcla de muestras de hoja procedentes de 10 plantas F2 fértiles o 10 plantas F2 estériles. El
BSA describié 37 SSR polimorficas entre ambas lineas parentales y entre los agrupamientos de las
plantas F2 estériles masculinas y fértiles masculinas. Estas 37 SSR se genotiparon subsiguientemente
en el conjunto de la poblacion F2 y se cartografiaron usando Mapmaker/Exp (version 3.0b). El
genotipo del alelo Rf se predijo segun el fenotipo observado: las plantas fértiles masculinas pueden
ser “Rfrf” o “RfRf", pero las plantas estériles masculinas son siempre “rfrf’. Por lo tanto, el alelo Rf se
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cartografi6 como un marcador dominante. Los resultados del cartografiado revelaron dos SSR,
NR2219 (SEC ID NO: 23) y NR3454 (SEC ID NO: 26), que estaban estrechamente ligadas al gen de
fertilidad masculino (Rf) en el cromosoma N19 (Tabla 8). De hecho, NR2219 y NR3454 aparecen a
una distancia genética de 10,2 cM y 26,5 cM, respectivamente, en cada lado de Rf. Las distancias
calculadas son esencialmente las mismas para el alelo tanto rf como Rf.

Las condiciones experimentales para el BSA o para el cartografiado de los marcadores de
SSR consistieron en protocolos habituales bien conocidos por la persona experta en la técnica de
marcadores moleculares, como ya se describe en el ejemplo 5.

Los cebadores usados para la amplificacion del SSR NR2219 fueron los siguientes:
secuencia del cebador directo de NR2219:
5-ATTATCCTCTCGCCATTTC-3 (SEC ID NO: 19)
secuencia del cebador inverso de NR2219:
5-AAACTCCTGAACACCTCCTAC-3 (SEC ID NO: 20)
Los cebadores usados para la amplificacién del SSR NR3454 fueron los siguientes:
secuencia del cebador directo de NR3454:
5-GATGGTGATGGTGATAGGTC-3’ (SEC ID NO: 24)
secuencia del cebador inverso de NR3454:
5- GAAGAGAAGGAGTCAGAGATG-3' (SEC ID NO: 25)

SSR NR2219 consiste en una repeticion TA de aproximadamente 27 unidades. El tamafio
observado del alelo en el secuenciador ABI 3700 es 240,8 (+/- 0,4) pb para el alelo rf de la linea
parental femenina (ID: 05056504, segln se representa mediante la muestra de semillas depositada
con el Numero de Depédsito NCIMB 41480), en la que no se obtiene ninguna banda para la linea
restauradora (NK FAIR: alelo Rf; alelo restaurador). En consecuencia, NR2219 se comporté como un
marcador dominante en la poblacion que se segrega: la presencia del alelo 240,8 (+/- 0,4)
corresponde tanto al estado homocigoto como heterocigoto del alelo rf, mientras que la ausencia del
alelo 240,8 (+/- 0,4) corresponde al estado homocigoto del alelo Rf. SSR NR3454 consiste en una
repeticion TCA de aproximadamente 4 unidades. El tamafio observado del alelo en el secuenciador
AB13700 es 282 (+/- 0,38) pb para el alelo rf de la linea parental femenina (ID: 05056504, segun se
representa mediante la muestra de semillas depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480) y
290 (+/- 0,38) pb para la linea restauradora (NK FAIR: alelo Rf; alelo restaurador).

Tabla 8: Distancias de cartografiado calculadas entre Rf y los marcadores de flanqueo localizados en
el cromosoma N19 usando Mapmaker (version 3.0b). La distancia genética entre los marcadores se
estima en centimorgan (cM), y es directamente proporcional al nimero de recombinantes encontrados
en la poblacion

Loci Distancia genética entre loci
NR3454 26,5cM
alelo Rf 10,2 cM
NR2219 -—--
Suma de distancias genéticas 36,7 cM

Ejemplo 8: Cartografiado fino del gen restaurador de RHS (gen Rf) a través de la deteccion de
polimorfismo de una sola caracteristica (SFP) en un GeneChip.

El cartografiado fino del gen restaurador de RHS (gen Rf) se logr6 a través de la hibridacion
de las Lineas Isogénicas Préximas (NIL) para el gen Rf en un Brassica Affymetrix® GeneChip
patentado por Syngenta. El disefio de este Brassica GeneChip es un disefio personalizado, realizado
por Affy-metrix®. El Genechip contiene 2,56 millones de sondas derivadas de 152.362 unigenes de
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Brassica que representan Brassica napus, Brassica rapa o Brassica oleracea. Los unigenes
consistieron en las secuencias de consenso consolidadas derivadas de los ensamblajes de Brassica
EST en PlantGDB (www.plantghd.org, versiéon 161 A para Brassica napus y rapa, 157a para Brassica
oleracea). Las secuencias de consenso consolidadas se obtuvieron fusionando los tres ensamblajes
usando el programa cd-hit (http://bicinformatics.ljcrf.edu/cd-hi/), con un umbral de 98% de identidad de
secuencias. Cada secuencia de consenso se dividid en regiones de seleccién de sondas (PSR) de
150 bases de longitud. De media, se disefiaron 4 sondas por PSR, y 16 sondas por transcrito (sélo
sondas de emparejamiento perfecto) a lo largo de todo el transcrito, evitando fronteras intrén/exén.
Las restricciones aplicadas para el disefio de sondas asegur6 la unicidad de la secuencia de las
sondas, eficiencias de hibridacion comparables y eliminacién de las sondas que se hibriden de forma
cruzada como se recomienda por Affymetrix. A fin de permitir estimar sefiales de fondo, se incluyeron
en el chip 17.000 sondas antigenémicas.

Para este experimento se usaron ocho parejas de Lineas Isogénicas Proximas. Estas ocho
parejas consistieron en 8 lineas de colza diferentes (lineas restauradoras; alelo Rf; alelo restaurador) y
sus lineas isogénicas préximas, en las que el alelo mantenedor (alelo rf) se introgresé a través de un
retrocruzamiento y después se fijo mediante cinco autofecundaciones sucesivas (Tabla 9). El nivel de
isogenicidad de las lineas se evalu6 a través del genotipado de cincuenta y cinco marcadores de SSR
polimérficos bien distribuidos a lo largo de los diecinueve cromosomas de Brassica napus.

Tabla 9: Lista y caracteristicas de las 16 NIL usadas para el cartografiado fino de Rf (véase Ejemplo

8)
Tipo de NIL: Lineas Lineas Porcentaje de isogenicidad entre
restauradoras mantenedoras lineas
Genotipo Rf: RfRf Rfrf
Pareja de NIL NO:1 ID: ROXET ID: 06558782 87%
Pareja de NIL NO:2 ID: NK NEMAX ID: 06558815 82%
Pareja de NIL NO:3 ID: RNX1208 ID: 06558736 7%
Pareja de NIL NO:4 ID: NK BEAMER ID: 06558524 56%
Pareja de NIL NO:5 ID: RNX1302 ID: 06558592 75%
Pareja de NIL NO:6 ID: NK PASSION ID: 06558614 71%
Pareja de NIL NO:7 ID: NK FAIR ID: 06558591 63%
Pareja de NIL NO:8 ID: SMART ID: 06558721 67%

Cada linea individual se hibridé dos veces en el chip génico, excepto para las lineas de la
pareja de NIL n° 1, para las cuales se llevaron a cabo 6 hibridaciones dos veces a fin de obtener una
significancia estadistica suficiente. Esto afiade hasta un nimero total de 36 chips usados para este
experimento. La preparacion del ADN y el marcado, hibridacién y barrido del chip, y la normalizacion
de los datos se han llevado a cabo como se describe en la Solicitud de Patente Internacional
Publicada WO 2007/005305, incorporada aqui como referencia en su totalidad.

Para el analisis de datos, se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
comparando los resultados de hibridacion de todas las lineas restauradoras (lineas RfRf) con todas las
lineas mantenedoras (lineas rfrf), de forma que las 36 hibridaciones individuales se analizaron como
18 replicaciones de genotipos RfRf y 18 replicaciones de genotipos rfrf. Esta estrategia conduce a una
potencia estadistica incrementada. El umbral del valor alfa escogido para declarar un SFP como
significativo, queriendo decir que la sefial de hibridacion entre las lineas RfRf y rfrf es estadisticamente
diferente, se calculd con el test de Bonferonni. La correccion de Bonferroni es una correccion de
comparacién mdltiple usada cuando se estan realizando simultaneamente varios test estadisticos
dependientes o independientes (mientras un valor alfa dado puede ser apropiado para cada
comparacion individual, no es para el conjunto de todas las comparaciones). A fin de evitar falsos
positivos, es necesario reducir el valor de alfa para dar cuenta del nimero de comparaciones que se
estan llevando a cabo. Por lo tanto, el valor alfa teérico de 0,05 se dividié entre el nimero de unigenes
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en el GeneChip: 0,05/152362 = 3,3 10”. Este umbral conduce a 55 SFP significativos que representan
30 unigenes de Brassica, denominados como los genes candidatos de Brassica.

Los 30 genes candidatos de Brassica se validaron adicionalmente explotando la sintenia
entre los genomas de Brassica y Arabidopsis thaliana. Un analisis de TBLASTX de las secuencias
nucleotidicas de los unigenes de Brassica frente a la base de datos de proteinas de Arabidopsis
thaliana de TAIR permitié identificar los homoélogos de Arabidopsis thaliana para 23 genes candidatos
de Brassica. Subsiguientemente, los 23 genes candidatos de Brassica se proyectaron en el genoma
de Arabidopsis basandose en la posicion fisica en los homélogos de Arabidopsis (Figura 11), lo que
dio como resultado la identificacién de un racimo de 14 genes de Arabidopsis en el cromosoma 5.
Puesto que se predice que los unigenes de Brassica se sittan alrededor del locus Rf, se puede asumir
gue el gen Rf estd localizado en esta regiéon sinténica de 1,77 millones de pares de bases en
Arabidopsis. En la Tabla 10 se especifica la correspondencia entre los 14 genes de Arabidopsis y los
14 genes candidatos de Brassica.

Tabla 10: Correspondencia entre los 14 genes de Arabidopsis cartografiados en un racimo en el

cromosoma 5 y su homologo de genes candidatos de Brassica.

ID del gen de Posicion fisica (pb) ID del unigen de Anotacion del gen de
Arabidopsis Brassica (fuente GBD Arabidopsis
vegetal)
AT5G17440 5751705 PUT-161a-Brassica_ Proteina que contiene el
napus-59218 dominio del término LUC7N
IAT5G18350 6076548 PUT-161a-Brassica_ Proteina de resistencia a
napus-113367 enfermedades (clase TIR-
NBS-LRR), putativa
IAT5G18840 6214517 PUT-161a-Brassica_ Transportador de  azlcar,
napus-61265 putativo
IAT5G18900 6305255 PUT-161a-Brassica_ Oxidorreductasa, proteina de
napus-98270 la familia de 20G-Fe (ll)
oxigenasa
IAT5G18900 6305255 PUT-161a-Brassica__ Oxidorreductasa, proteina de
napus-64108 la familia de 20G-Fe (ll)
oxigenasa
AT5G18920 6310457 PUT-161a-Brassica_ Proteina desconocida
napus-116958
IAT5G19070 6376455 PUT-161a-Brassica_ Proteina desconocida
napus-212137960
IAT5G19460 6557383 PUT-161a-Brassica_ ATNUDT20 (homdlogo 20 de
napus-93955 IArabidopsis  thaliana  Nudix
hidrolasa)
IAT5G19460 6557383 PUT-161a-Brassica_ ATNUDT20 (homdlogo 20 de
napus-20713 IArabidopsis  thaliana  Nudix
hidrolasa)
IAT5G19450 6557383 PUT-161a-Brassica_ CPK7 (PROTEINA CINASA 7
napus-98091 DE DOMINIO DE
CALMODULINA)
IAT5G19480 6572515 PUT-161a-Brassica_ Proteina desconocida
napus-112386
IAT5G22460 7444530 PUT-161a- Proteina de la familia de
Brassica_rapa- 6777 esterasallipasa/tioesterasa
IAT5G22500 7472285 PUT-161 a-Brassica_|Acil CoA reductasa,
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napus-59425 putativa/proteina de esterilidad
masculina, putativa
IAT5G22650 7537143 PUT-161a-Brassica_ HD2B (HISTONA|
napus-116246 DESACETILASA 2B)

Los 14 genes candidatos de Brassica enunciados en la Tabla 10 se exploraron
subsiguientemente como dianas para el desarrollo de marcadores. Puesto que no se conoce la
naturaleza exacta del polimorfismo detectado en el chip, se adoptd la tecnologia de polimorfismo de
conformaciéon de una sola hebra (SSCP) para el genotipado y el cartografiado subsiguiente. La
poblacién que se segrega para Rf que se uso para este fin es la misma como se describe en el
Ejemplo 7. Para cada gen candidato de Brassica, se disefiaron cebadores que abarcan la region de
sondas para la cual se identifico el SFP. Se sintetizaron cebadores directos con una cola M13F (5’
CACGACGTTGTAAAACGAC 3’; SEC ID NO: 27) anadida al extremo 5, y los cebadores inversos
tenian una cola M13R (5 CAGGAAACAGCTATGACC 3’; SEC ID NO: 28) en el extremo 5. Las
reacciones de PCR primarias se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl, que comprende 5 pul de
ADN gendmico a una concentracion de 5 ng/ul, 1,5 ul de tampdn de reaccién 10X, 1,2 ul de 10 mM de
los dNTP, 0,5 ul de 50 mM de MgCl,, 0,3 ul de cada cebador a una concentracion de 10 puM, 0,12 ul
de Invitrogen Taq platinium (5U/ul). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un ABI
GeneAmp PCR System 9700. Las condiciones de ciclado térmico para la PCR primaria consisten en
una incubacion inicial de 2 minutos a 94°C para activar la Tag polimerasa, seguido de 35 ciclos de
amplificacion de desnaturalizacién durante 3 segundos a 94°C, de la hibridacion durante 30 segundos
a 55°C, y alargamiento durante 30 segundos a 72°C. La reaccion de PCR se termind con una
extension final de 5 minutos a 72°C.

Los productos de la PCR se diluyeron 100 veces, y se llevé a cabo una segunda PCR
usando 5 pl del producto diluido como molde y 0,4 ul de la cola marcada con M13F como cebador
directo PET-5-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’ (SEC ID NO: 27) y 0,4 ul de la cola marcada con
M13R: FAM-5-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ (SEC ID NO: 28) como cebador inverso, cada uno a
una concentracion de 10 uM. Aparte de la concentracién de los cebadores y de la temperatura de
hibridacion que se ajusté a 50°C, las condiciones experimentales para las reacciones de PCR
secundarias fueron las mismas que para las reacciones primarias.

El andlisis de SSCP se llevd a cabo en un analizador genético ABI 3130xl. Antes de cargar
y hacer pasar las muestras, se afiadieron 0,2 ul de patron de tamafio Genescan 500LIZ y 9 ul de
formamida Hi-Di, ambos de Applied Biosystems, a 2 ul de una dilucién 40 veces el producto de PCR
final. La mezcla se desnaturalizé durante 5 minutos a 95°C y se enfrié en hielo durante 3 minutos para
evitar la rehibridacion. El polimero de electroforesis consisti6 en el polimero de andlisis de
conformacion de POP (CAP) de ABI a una concentracién de 7,2% preparado como se recomienda por
el proveedor. Las muestras se cargaron y se hicieron migrar en un dispositivo capilar de 36 cm
mientras que se aplican los siguientes parametros: temperatura del horno: 25°C, Poly_Fill_Vol: 6500
etapas, estabilidad de la corriente: 5 pA, voltaje previo al experimento 15 kV, tiempo previo al
experimento 180 s, voltaje de inyeccion: 1,2 kV, tiempo de inyeccién: 24 s, nUmero de etapas de
voltaje 40 nk, intervalo de etapa de voltaje 15 s, tiempo de retraso de los datos 1 s, voltaje del
experimento 15 kV y tiempo del experimento: 3000 s. Los datos recogidos durante la electroforesis se
analizaron con el GeneMapper software v4.0 de ABI.

Entre los 14 genes candidatos de Brassica ensayados, el unigene ID: PUT-16la-
Brassica_napus-59218 (SEC ID NO: 31) se colocé proximo al gen Rf, a una distancia de 4,1 cM por
debajo de Rf. La Figura 12 presenta el tipo de polimorfismo observado para este locus en la poblacion
gue se segrega. El marcador de SSCP correspondiente permitio asi estrechar el intervalo de
cartografiado para Rf, y representa el marcador mas préximo actualmente disponible (Tabla 11).

Secuencia del cebador directo de PUT-161a-Brassica_napus-59218:
5-ACAGAGACAGAGGAGGTAGC-3’ (SEC ID NO: 29)

Secuencia del cebador inverso de PUT-161a-Brassica_napus-59218:
5-ATCATAATCCCTCGTTCTTT-3' (SEC ID NO: 30)

Tabla 11: Distancias de cartografiado calculadas entre Rf y los marcadores de flanqueo localizados en
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el cromosoma N19 usando Mapmaker (version 3.0b). La distancia genética entre los marcadores se
estima en centimorgan (cM), y es directamente proporcional al nimero de recombinantes encontrados
en la poblacién

Loci Distancia genética entre loci
NR3454 26,5cM
alelo Rf 4,1cM

PUT-161a-Brassica_napus-59218

Suma de distancias genéticas 30,6 cM

Ejemplo 9: Seleccion de marcadores para las plantas estériles masculinas y fértiles masculinas
en la poblacion que segrega el sistema RHS.

Una posibilidad para determinar si una planta, por ejemplo una planta F», que resulta de un
cruce entre una linea estéril de RHS y una linea restauradora, es estéril masculina o fértil masculina
seria estudiar esta planta con marcadores ligados a los alelos Ms (como se describe en los Ejemplos 1
y 2) y Rf (como se describe en el Ejemplo 3).

Ejemplo 9.1: Prediccién del genotipo Ms

El genotipo de los marcadores NR1116, NR2525, SRO002A y SRO003B permitié la
prediccion del genotipo Ms (Tabla 2; Fig. 5).

Tabla 12: Caracteristicas de alelos subrayados para NR1116 y NR2525, y asignacion del alelo Ms y
ms. “Ms” es el alelo estéril masculino para el gen de esterilidad, y “ms” es el alelo fértil masculino para
el gen de esterilidad. Los tamarios de los alelos dados se han puntuado en un secuenciador ABI 3700.
La calibracion del peso del fragmento aparente se realizo frente al patrén de peso molecular ROX 500

(Applied Biosystems).

Loci alelo Ms/ms Tamafio del alelo (pb)
NR1116 ms 94 (+/-0,9)
Ms 96,7 (+/-1)

ms 110,4 (+/- 0,5)

ms 112,3 (+/- 0,4)

ms 116,3 (+/- 0,4)

NR2525 ms 183,8 (+/- 0,4)

Ms 192,8 (+/- 0,3)

- 194,6 (+/- 0,5)

Si solo hay alelos estériles masculinos, se puede predecir que la planta es homocigota para
la esterilidad masculina (MsMs). Si hay alelos tanto estériles masculinos como fértiles masculinos, se
puede predecir que la planta es heterocigota para la esterilidad masculina (Msms). Si s6lo hay alelos
fértiles, se puede predecir que la planta es homocigota para la fertilidad masculina (msms).

Ejemplo 9.2: Prediccién del genotipo Rf

El marcador NR3454, NR2219 y PUT-161a-Brassica_napus-59218 permiti6 la prediccion
del genotipo Rf (Tabla 12). Para el marcador de SSCP PUT-161a-Brassica_napus-59218, debido a
gue la tecnologia usada, no es posible dar un tamafio del alelo a puntuar. Siempre se ha de referir al
polimorfismo observado en las lineas restauradora “RfRf” y mantenedora “rfrf” referenciadas (Figura
13).
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Tabla 13: Caracteristicas de alelos subrayados para NR2219, y asignacion del alelo Rf y rf. “Rf” es el

alelo fértil del alelo restaurador, y “rf’ es el alelo estéril del alelo restaurador. Los tamarios de los alelos

dados se han puntuado en un secuenciador ABI 3700. La calibracién del peso del fragmento aparente
se realizé frente al patron de peso molecular ROX 500 (Applied Biosystem).

Loci Alelo Rf/rf Tamafio del alelo (pb)
NR2219 Rf Ausencia de 240,8 (+/- 0,4)
rf 240,8 (+/- 0,4)
NR3454 Rf 290 (+/- 0,38)
rf 282 (+/- 0,38)

Si solo existen los alelos “rf” mantenedores, se puede predecir que la planta es homocigota
para la esterilidad masculina (rfrf). Si existen alelos tanto mantenedores como restauradores, se puede
predecir que la planta es heterocigota para la esterilidad masculina (Rfrf). Si s6lo existen alelos
restauradores “Rf’, se puede predecir que la planta es homocigota para la esterilidad masculina (RfRf).

Ejemplo 9.3: Prediccién del fenotipo estéril masculino y fértil masculino

Segun el genotipo Ms y el genotipo Rf predichos, se puede predecir la esterilidad masculina
o fertilidad masculina de la planta (Tabla 14). Puesto que el alelo restaurador (Rf) es dominante en el
gen de la esterilidad masculina (Ms), cada vez que se tenga el alelo de fertilidad masculina en Rf, la
planta es fértil masculina. La esterilidad masculina se puede lograr sélo si el alelo de fertilidad en Rf
esta ausente y esta presente el alelo de esterilidad masculina en Ms.

Tabla 14: Determinacion del fenotipo estéril masculino y fértil masculino segun el genotipo en el gen
de esterilidad masculina (Ms) y alelo restaurador (Rf).

Fenotipo Genotipo Rf Genotipo Ms
fertil RfRf MsMs
fertil RfRf Msms
fertil RfRf msms
fértil Rfrf MsMs
fértil Rfrf Msms
fertil Rfrf msms
fertil rfrf msms

estéril rfrf Msms
estéril rfrf MsMs

Ejemplo 10: Autofecundacidn de plantas estériles masculinas de RHS:

Para lograr la produccién de polen, plantas estériles masculinas de RHS se tratan
preferiblemente con una temperatura diurna de aproximadamente 38°C de dia (16 horas) y una
temperatura nocturna de aproximadamente 20°C (8 horas) durante 7 dias después de que la primera
flor se abra. Este tratamiento se llevo a cabo en una habitacién acondicionada por aire (fabricante del
acondicionamiento por aire: www.redekerkaeltetechnik.de), que estaba equipada con ocho lamparas
de invernadero de 400 W Phillips SON-TP 400W Agro. Después de una semana de tratamiento
térmico, las plantas se devolvieron al invernadero y se cultivaron en condiciones naturales de al
menos 18°C de temperatura diurna y 14°C de temperatura nocturna. Siete a 14 dias después del
tratamiento térmico descrito, las plantas mostraron flores con anteras agrandadas. Esas anteras
pudieron liberar polen. El polen se usé para polinizar flores estériles masculinas y fértiles masculinas
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de la misma planta. Se aislaron plantas adyacentes usando bolsas de plastico (Cryovac Crispac
Beutel Super Micro Lochung 360 x 830 mm, suministrador: Baumann Saatzuchtbedarf D-74638
Waldenburg) para evitar la polinizacion incontrolada. Las plantas polinizadas mostraron un desarrollo
normal de la vaina, y se pudieron cosechar semillas después de secar las plantas de la misma manera
gue se hace con las plantas de colza fértiles normales.

Ejemplo 11: Produccioén de lineas de semillas basicas femeninas heterocigotas

Semillas de plantas fértiles masculinas F4 y plantas estériles masculinas F4 procedentes del
Ejemplo 10 se sembraron en tiendas de aislamiento. Las tiendas tenian 20 m de longitud y 8 m de
anchura. El material de cubierta era una red a prueba de insectos, con un tamafio de malla de 16 x 10.
El disefio fue: una fila masculinas seguido de 6 filas femeninas, 4 filas masculinas, 6 filas femeninas y
nuevamente una fila masculina. Cada fila se sembré con aproximadamente semilla propia de planta
individual de 1,5 g. Las tiendas se cubrieron antes de que comenzara la floracion. Las plantas
femeninas se seleccionaron para plantas fértiles masculinas antes de la floracién. A pesar de todo el
cuidado durante el proceso de autofecundacién, no se puede excluir completamente la ponilizacion
cruzada por el polen restaurador procedente del invernadero. Las plantas fértiles masculinas se
pudieron detectar ya que no mostraron el fenotipo de aborto de yema de las estériles masculinas. Las
plantas estériles masculinas comenzaron a florecer mas tarde que las fértiles debido al aborto de la
yema. A fin de sincronizar la floracién, las plantas fértiles masculinas se retrasaron en la floracion
podando manualmente el brote principal al comienzo de la floracion. Después de la floracion, se
retiraron las dos filas de polinizadoras en el borde de la tienda. Las dos parcelas de 6 filas de plantas
estériles masculinas femeninas y las 4 filas de plantas masculinas se separaron manualmente para
evitar mezclar las semillas. Después de la maduracion, las plantas femenina estéril masculina y la
mantenedora fértil masculina se cosecharon separadamente. En 2005, el rendimiento de semillas de
la femenina semilla basica en una tienda fue 11,9 kg de semilla sin limpiar. Las plantas mantenedoras
en la misma tienda produjeron 8,9 kg.

La produccion de semilla prebasica también se puede realizar en una produccién de campo.
Por lo tanto, la distancia minima al siguiente campo de colza debe ser 5 km. También se debe
asegurar de que no hay plantas de colza ni cruciferas fértiles en un circulo de 5 km, que se puedan
polinizar de forma cruzada con la colza. Es importante comprobar los bordes de las carreteras, en los
que a menudo pueden crecer las plantas de colza.

Ejemplo 12: Desarrollo de hibridos

Los hibridos se produjeron en una produccion de campo abierto. La femenina es una
femenina de semilla basica como se describe en el Ejemplo 4. La restauradora es cualquier linea de
colza convencional. La técnica es un crecimiento en tiras, con un borde de al menos 3 m de plantas
restauradoras alrededor del campo. Dentro del campo, la relaciéon de masculina:femenina esta entre
1:3 a 1:4, estando una franja entre 2,5 a 4 m, dependiendo de la maquina taladradora del granjero.
Antes de la floracion, el 50% de las plantas restauradoras se han de cortar a alrededor de 50 cm de
altura. Esto se puede hacer mediante un cortador de hierba muy convencional. Antes de la floracion,
es necesario seleccionar las plantas estériles masculinas para plantas fértiles masculinas como se
describe anteriormente en el Ejemplo 4. Se ha de asegurar que la cantidad de plantas fértiles en las
franjas estériles no excede 0,2% en total, para asegurar una tasa de hibridacion de alrededor de 90%.
La distancia de aislamiento ha de ser de 200 m. Es esencial controlar la temperatura medioambiental
durante la floracion. Si la temperatura supera 20°C, las plantas estériles masculinas femeninas se han
de comprobar en busca de flores fértiles masculinas en las siguientes tres semanas. Después de la
floracion, se ha de retirar la polinizadora para asegurar la pureza de la semilla hibrida F1 cosechada.

Ejemplo 13: Comportamiento de los hibridos

Los hibridos se ensayaron en ensayos de rendimiento en diferentes paises. Los ensayos se
llevaron a cabo en al menos 3 replicaciones con un tamafio de parcela de al menos 15 m? Las
parcelas se cosecharon, y se recalculo el rendimiento de parcela en dt/ha. Las semillas se analizaron
usando tecnologia de NIRS en un FOSS NIR Systems Modelo 5000-c. El principio de esos analisis se
describe en Williams y Sobering (1992). Los resultados de esos ensayos en Alemania y Polonia se
dan en la Tabla 15 (RNX: diversas semillas hibridas de la presente invencion; msl: semillas hibridas a
base de NPZ msl; Ogura: semillas hibridas de Inra Ogura). EI comportamiento en rendimiento de
semillas relativo es al menos tan bueno, si no mejor que, el comportamiento de los sistemas hibridos
actualmente disponibles.

Tabla 15: Comportamiento de hibridos de RHS en 2006 (Alemania y Polonia) y 2007 (Alemania,
Polonia y Francia)
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\Variedad n° deSistema |rendimient rendimiento % de[% delcontenido
localiza o absolutofrelativo  dejcontenido delcontenido dede GSL en
ciones de semillasisemi-llas aceite enproteina enjumoles por

en dt/ha semilla a 9%semilla a 9%g de
de humedad de humedad [semilla 4
9% de

humedad

Alemania

2006

TAURUS 7 msl 49,30 101,3 43,0 19,3 111

Elektra 7 msl 48,00 98,7 42,0 19,6 11,0

RNX 3401 7 RHS 51,30 105,4 41,8 20,2 10,9

RNX 3402 7 RHS 50,80 104,4 41,4 19,9 11,4

RNX 3501 7 RHS 48,60 99,9 40,4 20,4 13,0

RNX 3504 7 RHS 52,60 108,1 40,9 19,7 11,9

RNX 3505 7 RHS 51,10 105,0 40,6 20,3 11,3

RNX 3506 7 RHS 50,50 103,8 40,8 20,0 111

Polonia

2006

ES SAPHIR| 4 |INRA Ogural 46,09 99,0 43,1 18,8 334

Elektra 4 msl 46,98 101,0 44,4 17,9 12,7

RNX 3401 4 RHS 47,89 102,9 44,2 17,7 11,3

RNX 3402 4 RHS 48,62 104,5 44,6 17,5 13,7

RNX 3403 4 RHS 48,83 104,9 44,3 17,8 14,3

RNX 3404 4 RHS 49,43 106,2 44,3 17,9 13,6

RNX 3405 4 RHS 45,89 98,6 41,8 19,0 12,0

RNX 3407 4 RHS 44,97 96,6 43,4 18,6 16,6

RNX 3501 4 RHS 48,15 103,5 42,6 18,3 12,3

RNX 3502 4 RHS 47,99 103,1 43,9 18,8 14,9

RNX 3504 4 RHS 49,32 106,0 43,0 18,0 12,2

RNX 3505 4 RHS 49,74 106,9 43,2 18,6 11,0

RNX 3506 4 RHS 48,28 103,7 43,2 18,1 9,8

RNX 3507 4 RHS 48,49 104,2 42,3 18,4 12,1

Alemania
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\Variedad n° deSistema |rendimient rendimiento % de[% delcontenido
localiza o absolutofrelativo  dejcontenido delcontenido dede GSL en
ciones de semillasisemi-llas aceite enproteina enjumoles por

en dt/ha semilla a 9%semilla a 9%g de
de humedad |[de humedad |semilla 4
9% de|

humedad

2007

Taurus 9 msl 44,95 103,7 43,9 18,9 14,6

Elektra 9 msl 41,76 96,3 42,7 19,4 21,0

RNX 3401 9 RHS 49,84 115,0 42,1 19,8 14,3

RNX 3404 9 RHS 49,09 113,2 42,1 19,4 16,5

RNX 3504 9 RHS 49,54 114,3 42,2 18,7 13,7

RNX 3621 9 RHS 50,53 116,5 41,7 18,9 13,2

RNX 3622 RHS 49,92 115,1 42,1 19,7 14,8

RNX 3623 9 RHS 50,14 115,6 42,7 19,4 14,7

RNX 3624 9 RHS 48,63 112,2 42,9 18,8 15,5

Polonia

2007

Elektra 9 msl 38,68 94,4 41,0 20,4 18,5

NELSON 9 INRA Ogural 43,29 105,6 39,9 20,2 22,6

RNX 3401 9 RHS 42,81 104,5 40,6 20,7 15,5

RNX 3402 9 RHS 45,18 110,2 41,9 19,4 14,9

RNX 3403 9 RHS 46,65 113,8 42,0 19,3 14,2

RNX 3404 9 RHS 44,04 107,5 41,2 19,9 16,2

RNX 3504 9 RHS 45,68 1114 40,6 19,5 15,8

RNX 3505 9 RHS 43,38 105,8 40,3 20,4 14,7

RNX 3507 9 RHS 44,04 107,5 39,0 20,4 16,7

RNX 3621 9 RHS 44,66 109,0 40,9 19,5 13,8

RNX 3622 9 RHS 45,02 109,9 41,2 20,3 14,9

RNX 3623 9 RHS 44,99 109,8 41,6 20,0 15,2

RNX 3624 9 RHS 44,58 108,8 42,3 19,0 15,0

RNX 3625 9 RHS 44,50 108,6 41,1 20,0 14,0

RNX 3726 9 RHS 45,17 110,2 40,6 19,4 14,6

Francia

2007
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Variedad [n° deSistema [rendimient rendimiento % del% delcontenido
localiza o absolutofrelativo  dejcontenido dejcontenido dede GSL en
ciones de semillasisemi-llas aceite enproteina enjumoles por

en dt/ha semilla a 9%semilla a 9%g de
de humedad [de humedad [semilla 4
9% de|

humedad

EXAGONE| 11 |INRA Ogural 36,83 102,6 43,7 18,6 19,5

MENTIO N 11 msl 34,94 97,4 43,2 17,0 14,4

RNX 3404 11 RHS 35,71 99,5 44,3 17,4 15,3

RNX 3403 11 RHS 35,94 100,1 44,8 16,8 14,2

RNX 3621 11 RHS 35,83 99,9 43,6 17,4 13,1
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<210>1

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador directo para el marcador NR1116

<400> 1

tcttcaaggg attcattcgg

<210> 2

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador inverso para el marcador NR1116

<400> 2
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gaaacttcgt cgaatcctcg

<210> 3
<211> 381
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de referencia de la region de SNP NR1116 (secuencia de consenso de

halotopo estéril y fértil)

<220>
<221> region de repeticién

<222> (1)..(16)

ES 2356491 T3

<223> region de repeticion de SSR (parte)

<220>
<221> mutacion

<222> (85)..(85)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = G; halotipo estéril = A

<220>
<221> mutacion

<222> (87)..(87)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = A; halotipo estéril = G

<220>
<221> mutacion

<222> (139)..(139)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = T; halotipo estéril = A

<220>
<221> mutacion

<222> (214)..(214)
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<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = T; halotipo estéril =C

<220>
<221> mutacion
<222> (218)..(218)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = T; halotipo estéril =G

<220>
<221> mutacion
<222> (245)..(257)

<223> Mutacién de SNP; halotipo fértil = insercién; halotipo estéril = supresion

<220>
<221> mutacion
<222> (277)..(277)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = A; halotipo estéril = G

<220>
<221> mutacion
<222> (286)..(286)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = G; halotipo estéril = A

<220>
<221> mutacion
<222> (312)..(312)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = A; halotipo estéril = T

<220>
<221> mutacion
<222> (319)..(319)

<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = C; halotipo estéril =T
<220>

<221> mutacion

<222> (328)..(330)
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<223> Mutacion de SNP; halotipo fértil = supresion; halotipo estéril = insercion

<220>
<221> mutacion

<222> (359)..(359)

<223> Mutacion de SNP: halotipo fértil = T; halotipo estéril = C

<400> 3
gagagagaga gagagacact tcgatgaata
gagaggagaa gaggaaactt cctagtataa

atctgctagg agtgactgtt gaattgatcg

ttaagaactt ctctctctac ggtaacttcg
tcgactggtg aacaatcaag cagtagtgat
gaagcgtgtg taaatcctct ggaagaagaa

aagaagtatt gtctgattgc ¢

<210>4
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador directo para el marcador NR2525 (n° de acc. BZ061557)

<400> 4

attaccattt ccaacgaatc t

<210>5

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tagcttcgag
atggatecte

atcacgtcag

aattcgattc
atggggatta

gatgaagaag

90

gattcgacga
gagcaggaac

atctttcacc

tcaatttgat
tgtttgtgga

tgagctcctc

agtttcttta
gaagatctgatg

attgacacgt

gatttcteze
actagacgaa

tgagaatgctg

60
120

180

240
300
360

3sl
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<223> Secuencia del cebador inverso para el marcador NR2525 (n° de acc. BZ061557)

<400> 5

gtctctttct caactcttgt atc 23

<210>6
<211>434
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de referencia de la region de SNP NR2525

<220>
<221> mutacion
<222> (17)..(25)

<223> Mutacion de supresion (estéril) -> insercion “TGAGCAAAA” (fértil)

<220>
<221> mutacion
<222> (60)..(60)

<223> Mutacién de SNP A (estéril) -> C (fértil)

<220>
<221> mutacion
<222> (82)..(82)

<223> Mutacién de supresién de un solo nucleétido (estéril) -> insercion de T (fértil) de SNP
<220>

<221> mutacion

<222> (92)..(92)

<223> Mutacion de SNP T (estéril) -> C (fértil)

<220>
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<221> mutacion
<222> (105)..(105)
<223> Mutacion de SNP T (estéril) -> C (fértil)

<220>

<221> mutacion

<222> (158)..(158)

<223> Mutacion de SNP C (estéril) -> A (fértil)

<220>

<221> mutacion

<222> (431)..(431)

<223> Mutacion de SNP T (estéril) -> C (fértil)

<400> 6

cagagaaaat gattaatgag caaaagcaaa agtttacaac
cctcaacagt catcaggcct ttaaaattcc tcaagattaa
agcaacctta gatttaacat tacttcttca tttgacaaac
ctatttcact attcatatca ataacaatag tttecccaatce
acccaccttec gtttaacatt ctaaaatcca aataattgga
cctaacaatc cgacaagttc acggcctaca ttgaagcaga

taaatatcag aaaccacatt accatttcca acgaatctat

gaatccatgg ccgg

<210>7
<211> 23
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico HINK6440

<400> 7

gttcacttct catcttcttc cag

92

acaaagggac
agctctcaat
attaccacag
aactaaaaac
ctcaatatga
gaaccagaaa

aggagctgct

tttctgcrac
taatcctaat
ctaattgggc
agaagggaaa
agctaaaagc
acgcaacaaa

tgagagaagt

60

120

180

240

300

360

420

434

23
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<210>8
<211> 25
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HiNK6441

<400> 8

gagagagaca cttcgatgaa tatag 25
<210>9

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HiNK6442

<400>9

tcctggcaat cagacaatac tt 22
<210>10

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HINK6697

<400> 10
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<210> 11
<211> 14
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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21

<223> Parte nucleotidica de la sonda de SNP HiNK6700 (sonda especifica del alelo fértil)

<220>
<221> mutacion
<222> (6)..(6)

<223> Mutacion de SNP

<220>

<221> mutacion

<222> (10)..(10)

<223> Mutacion de SNP

<400> 11

cgaattcgat tctc

<210> 12

<211> 14

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Parte nucleotidica de la sonda de SNP HiNK6701 (sonda especifica del alelo estéril)

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (6)..(6)

94

14



10

15

20

25

30

ES 2356491 T3

<223> Mutacion de SNP

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (10)..(10)

<223> Mutacién de SNP

<400> 12

cgaatccgag tctc 14
<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HiNK6702

<400> 13

agtaacatca gcggggaac 19
<210> 14

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HiINK6707

<400> 14

tttaagagca ttggaactct cc 22
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<210>15
<211> 24
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HiINK6771

<400> 15

tttacaacac aaagggcttt ctgc 24
<210> 16

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotidica para el cebador de PCR HINK6772

<400> 16

tgtaggccgt gaacttgtcg gattg 25
<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Parte nucleotidica de la sonda de SNP HiNK6775 (sonda especifica del alelo estéril)

<220>
<221> mutacion

<222> (9)..(9)
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<223> Mutacién de SNP

<400> 17

atttgacaca cattacc

<210>18

<211>17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

17

<223> Parte nucleotidica de la sonda de SNP HiINK6776 (sonda especifica del alelo fértil)

<220>

<221> mutacion

<222> (9)..(9)

<223> Mutacién de SNP
<400> 18

atttgacaaa cattacc
<210>19

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador directo para el marcador 2219

<400> 19

attatcctct cgccatttc
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<210> 20
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador inverso para el marcador 2219

<400> 20

aaactcctga acacctccta ¢

<210> 21
<211> 1032
<212> ADN

<213> Brassica napus

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (20)..(22)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (25) (27)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (30)..(30)

<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (40)..(41)
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<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (62)..(62)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (66)..(66)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (73)..(73)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> unién al cebador
<222> (461)..(480)

<223> sitio de union al cebador directo de NR1116

<220>
<221> region de repeticion
<222> (499)..(534)

<223> region de repeticion de SSR

<220>
<221> unién al cebador
<222> (555)..(574)

<223> sitio de unién al cebador inverso de NR1116
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (801)..(801)
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<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (819)..(819)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (901)..(901)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (906)..(906)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 21

100



10

15

caccaatatct
gnaatnctgt
acagacaaat
cgatgatgga
cgcatatccc
agaagattat
agggcettcte
aaaagcctct
grtcttettg
gatgaatata
tagtataaat
attgatcgat
taatttcgaa
gtagtgatat
aagaagatga
naaaangccq
tggacctgece

actcctaaga

agcacacacn
tancccgggg
ctectcacat
agcaagacgc
tgaaccagac
gagtgtagac
gtctaaaacc
ttacctttac
tgtcaccaga
gcttcgagga
ggatcctcga
cacgtcagat
ttcgattctc
ggggattatg
gaagtgaact
ttctcgtcett
cagttttggt

gc

<210> 22

<211> 741

<212> ADN

<213> Brassica napus

<220>

ES 2356491 T3

nnccnnnttn
gaacccgece
cggaccacca
cccaacatgt
accatctcetce
tcagtggegy
taatgttaat
tttettetgt
gagagagaga
ttcgacgaag
gcaggaacga
ctttcaccat
aatttgatga
ncttgtgggac
cctctgagaa
gtccaaatce

tgtaaaaata

<221> unién al cebador

<222> (514)..(534)

cctteteceen
acttcatctt
caactctctyg
ggtgectege
cactgattcg
attatatacg
gggectttegt
trtcttgteat
gagagagaga
tccctttaga
agatgatgat
tgacacgttt
tcetttiete
tagacgaang
tgtgaagaaa
aaggttttga

atttgtttte

<223> sitio de unién al cebador directo de NR2525

<220>

<221> region de repeticion

<222> (643)..(688)

<223> |ocalizacién de secuencia de microsatélites

<220>

101

ngggcgctaa
ctgtcgaacc
tcecgttgage
gtcgaccacg
attactcrcg
acgcggctag
aattagattt
cettcaaggg
gagagagaga
gaggagaaga
ttgctaggag
aagaacttct
gattggtgaa
agcgtgtgta
gtattgtctg
tactteccttce

gcgattataa

gctggtaacc
aatccacctg
aactccttag
acacgcttcg
ggctgcttee
tgaaacaatt
taggcccaat
attcattcgg
gagacacttc
ggaaacttcc
tgactgttga
ctctctacgg
caatcaagca
aatcctctgg
attgccagga
gcctaaagat

cattgggtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1032
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<222> (709)..(731)

ES 2356491 T3

<223> sitio de unién al cebador inverso de NR2525

<400> 22
aacggagatc
agcggggaac
agtttacaac
taccctcaaa
taatagcaac
gggcttattt
aacaaaaggg
atatgaagct
agaaaacgca
gctgettgag
gttagatcta
agagagagag

gagaaagaga

tgattctcgc
aaagaaaatg
acactttatg
cagtcatcag
cttagattta
cactattcgt
aaagaaaacc
aaaaccccta
acaaataaag
agaagtgaat
ctggcaattt
agagagagag

ctcattgccg

<210> 23

<211> 754

<212> ADN

<213>B

<220>

<221> unién al cebador

rassica napus

<222> (298)..(316)

cctgtggtgg
tttacaacaa
catcagctga
gcctttaaaa
acattactta
atcaataaca
caccttegtt
acactcgaca
atacagaaac
ccatggcegg
taagtaaagt
agggagagat

t

aattctgttt
agaaaatgat
aaggaacagt
ttcctcaaga
ttcatttgac
atagtttcce
tacattctaa
agttcactge
cacattacca
agagttccaa
gagctgettt

gaatagagca

<223> Sitio de unioén al cebador directo de NR2219

<220>

<221> region de repeticién

<222> (411)..(464)

<223> region de repeticién SSR

<220>

102

gatatgacct
taatgagcaa
gacacaaagg
ttaaagcttt
acacattaca
aatcaacaac
aatccaaata
ctacattgaa
tttccaacga
tgctcttaaa
aaagagagag

cagatcatcga

aagtaacatc
aagcaaaaca
gactttctge
caataaatcc
acagctaatt
acctaccaga
attggactca
gcagagaatc
atctatagga
ccctaaaaga
agagagagag

tacaagagtt

60
120
180
240
300
360
420
4840
540
600
660
720
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<223> Sitio de unién al cebador inverso de NR2219

<400> 23

ggaagtgctt
gcacgatttg
agttagtaat
tttgactgaa
ccaattgaag
atcctctege
accatatatt
tatatatata
cagatctggt
gagtttgtte
gctccttgaa
ccggacagte

cgttcccacce

cctcagtggag
caataaaact
ttttcccaga
taagccagaa
acatctaaca
catttcacca
cctttattaa
tatatatata
atgtaccaca
ttggtctceca
agctccrtec
aaacatgtcc

ccattctecte

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

agtgcttcct
tagcagatga
gccactcttt
aaaggtcgta
cctgattgga
tatctttata
ctaaaaaggc
catatatata
gcgactccag
taggctgtga
aaactgggac
caccacaccg

tacacctttt

gaaactcttc
tgatgatgat
gcgagtgcge
acacgtgcgt
tatgatcatc
catgagtgcg
ccatatcttc
tatatatata
tggaagatag
ctgtgatgga
ggaccccacyg
ctattttagc

aaca

aggctttgge
gattcaccag
acgaacaatc
tgttgtagce
attttagccg
cacgtgcatc
cgcagatact
tataaaaaag
agctcgtagg
gacaggacca
agcatcgata

cgccgecgee

<223> Secuencia del cebador directo para el marcador 3454

<400> 24

gatggtgatg gtgataggtc

<210> 25

<211>21

<212> ADN

103

gatccaaaga
tgcttgtctt
ctgcgegagyg
gagacagatc
gaggaggatt
ctatttcactec
tatatatata
ctggactaac
aggctgttcag
gtgtagccta
ccctctggaa

gcagcagcat

20

60°
12'0
1,50
240
300
360
420
480
540
600
660
720

754
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<223> Secuencia del cebador inverso para el marcador 3454

<400> 25

gaagagaagg agtcagagat g

<210> 26

<211>581

<212> ADN

<213> Brassica napus

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)

.(581)

<223> Secuencia para el marcador 3454

<400> 26

ctcagaageg
catttcttga
gagattagtg
taggtcttct
atcatcacca
gcacgcttgt

actctcgcaa

gtcttcgtgce

ctttrctggg

attcctctgg

<210> 27

gtgtggatct
ttgctgettg
agactcttgg
ctgtatgacg
ccacagcttt
tgttcaactg
ctcatcattgt
atctctgact
aatggcatga

atcagtagec

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

tgtctttect
agatgttgga
tacccacctc
aatggtccag
cggtttcatc
ggaatggaga
cttcatcate
ccttctctte
tctttactea

acaaaagagg

cgtctettee
ctcttgaagt
aaaggatggg
tagtacttte
cagttcttct
gtgacctatg
agaatacagt
gccattgaca
accctttcete

gaaaacgaac

104

tcgtecgctaa
ttctcatctg
gatggtgatg
tgccttttga
tcttctgttg
ctégtcactt
agtgcgttaa
tgatcttcat
taggtttaga

t

gaccagaacc
atgacctetct
gtgatggtga
gacgtggacc
ttttattact
catcatcate
tttectcagt
ggaggaatat

aaattgagaa

21

60
120
180
240
300
3Jeo
420
480
540

581
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<220>

<223> secuencia de la cola M13F afiadida a la sonda de SFP en la construccion del cebador
directo

<400> 27

cacgacgttg taaaacgac 19
<210> 28

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de la cola M13R afiadida a la sonda de SFP en la construcciéon del cebador
inverso

<400> 28

caggaaacag ctatgacc 18
<210> 29

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador directo para PUT-161a-Brassica_napus-59218

<400> 29

acagagacag aggaggtagc 20

<210> 30

<211> 20

105
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<223> cebador inverso para PUT-161a-Brassica_napus-59218

<400> 30

atcataatcc

<210> 31
<211>708

ctegttettt

<212> ADN

<213> Brassica napus

<400> 31

gcactggagg
tcaaccaaat
atatgcggag
gggaagctee
aagaacaaag
cgagaatcaa
ggtagaagca
cagtcacgktg
acgagggatt
tgcaagcaag
acacttgttt

ggagtttcgt

aggctgaagce
acactgctge
cattcttgag
atttgggtta
ttcacaagga
gtagagacag
gagatcgcga
gctatgactc
atgatcgecg
tttgagatgt
tcg:atgtgﬂ

tggatttctt

tcttaagaag
agatgtgcge
cgtctatgac
catgctgatc
acgggtcgaa
agacagagga
caggcaccat
aagaagccgg
cagacgtcat
tttcaaagat
taaaagatat

caaactttta

ctgactccta
attacggacc
agtgatcgtc
cgtgataaac
gagaggagat
ggtagccgtg
gaccaccgtg
cgcagctcga
gaccgctact
gcgtttagga
ttgagattgt

atatgttgtet

106

gacaagaacc
agaaactgcg
ggttagctga
tagcagagct
caaaggagag
accgtggaag
aacatgacag
ggtccecggte
aagacgctgt
tcaccaatct
aagttgctaa

gacgaaaa

tgtggtggat
tttatgtgac
tcattttgga
tcaggaggaa
gagcagagag
agatatagac
aaactataat
tagggaaaga
cagagaaggt
ggagttacaa

gtttgtaaga

20

60
120
180
240
300

360

420

480
540
600
660

708
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir o multiplicar semilla de una linea de Brassica napus

condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf, comprendiendo dicho método las etapas

a) proporcionar una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf, en el que dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina es

i. homocigota para el gen de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a partir de la
semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Niumero de Deposito NCIMB 41480, y

iii. predominantemente estéril masculina cuando se expone antes y/o durante la
floracién a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértil masculino cuando se expone antes
y/o durante la floracién a una temperatura mayor que 35°C,

en el que dicho genotipo MsMsrfrf es obtenible a partir de la semilla de Brassica napus
depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480,

b) exponer dicha planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina durante al
menos 4 horas a una temperatura mayor que 35°C, y

c) exponer la planta de Brassica napus condicionalmente estérii masculina tratada
térmicamente obtenida en la etapa (b) a una temperatura menor que 33°C hasta el desarrollo
de flores fértiles masculinas, y

d) permitir la autopolinizacion de las plantas de Brassica napus que tienen dichas flores fértiles
masculinas obtenidas en la etapa (c), dejar que se desarrollen las semillas, y cosechar las
semillas,

en el que las semillas cosechadas se caracterizan porque son semillas de una linea de Brassica
napus condicionalmente estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf.

2. Un método para producir semilla de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina con el genotipo Msmsrfrf, comprendiendo dicho método las etapas de

30

35

40

45

a) proporcionar como una planta femenina una linea de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf usando el método segun la reivindicacion 1, para
obtener semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo MsMsrfrf y haciendo crecer dichas plantas a partir de dichas semillas, en el que dicha
planta de Brassica napus femenina condicionalmente estéril masculina con el genotipo
MsMsrfrf es

i. homocigota para el alelo de esterilidad masculina (Ms) obtenible a partir de la semilla
de Brassica napus depositada con el Namero de Depédsito NCIMB 41480, y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Deposito NCIMB 41480 6 41481, y

iii. predominantemente estéril masculina a una temperatura menor que 28°C, y
iv. revierte a un fenotipo fértil masculino a una temperatura mayor que 35°C,

v. obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdésito
NCIMB 41480, y

b) proporcionar como una planta masculina una planta de Brassica napus fértil masculina con
el genotipo msmsrfrf, en el que dicha planta de Brassica napus con el genotipo msmsrfrf es

i. homocigota para el alelo de fertilidad (alelo ms) obtenible de la semilla de Brassica
napus depositada con el Nimero de Deposito NCIMB 41481, y

107



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2356491 T3

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible de la semilla de Brassica
napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480 6 41481, y

iii. predominantemente fértil masculina, y

iv. obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el NUmero de Depdésito
NCIMB 41481,y

¢) permitir que la planta masculina de la etapa b) polinice a la planta femenina de la etapa a),
dejar que se desarrolle la semilla, y cosechar la semilla, en el que las semillas cosechadas se
caracterizan porque son semillas de una linea de Brassica napus condicionalmente estéril
masculina con el genotipo Msmsrff.

3. El método para producir o multiplicar semilla de una linea de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf segln la reivindicacion 2, en el que dicha
linea de planta masculina y dicha linea de planta femenina se proporcionan mediante introgresion del
alelo Ms, ms, y/o rf en una linea de Brassica napus consanguinea, seguido de al menos un
retrocruzamiento frente a dicha linea de Brassica napus consanguinea.

4. Un método para producir semilla hibrida fértii masculina de Brassica napus,
comprendiendo dicho método las etapas de

a) proporcionar como una planta femenina una planta de Brassica napus condicionalmente
estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf o MsMsrfrf usando el método segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, para obtener semillas de una linea de Brassica napus
condicionalmente estéril masculina con el genotipo Msmsrfrf 0o MsMsrfrf y haciendo crecer
dichas plantas a partir de dichas semillas, en el que dicha planta de Brassica napus femenina
condicionalmente estéril masculina es

i. heterocigota u homocigota para el alelo de esterilidad masculina (alelo Ms) obtenible a
partir de la semilla de Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB
41480,y

ii. homocigota para el alelo mantenedor (alelo rf) obtenible a partir de la semilla de
Brassica napus depositada con el Numero de Depdsito NCIMB 41480 6 41481, y

iii. predominantemente estéril masculina a una temperatura menor que 28°C, y

iv. revierte a un fenotipo predominantemente fértil masculino a una temperatura mayor
que 35°C,y

b) proporcionar como una planta masculina una planta de Brassica napus fértil masculina con
el genotipo RfRf, en el que dicha planta de Brassica napus fértil masculina es

i. homocigota para el alelo restaurador funcional (alelo Rf), que es obtenible a partir de
cualquier linea de Brassica napus fértil consanguinea comercializada como semilla para
crecimiento, y

ii. predominantemente fértil masculina, y

¢) permitir a la planta masculina de la etapa b) polinizar la planta femenina condicionalmente
estéril masculina de la etapa a), dejar que se desarrolle la semilla, y cosechar dicha semilla
hibrida fértil.

5. El método para producir semilla hibrida fértii masculina de Brassica napus segun la
reivindicacion 4, en el que dicha linea de planta masculina (fértil masculina) y dicha linea de planta
femenina (estéril masculina) se basan en antecedentes genéticamente diversos, y/o en el que dicha
linea femenina (estéril masculina) es heterocigota para el alelo Ms.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que las plantas
femenina (estéril masculina) y masculina (fértil masculina) se hacen crecer en tiras alternas, y/o en el
que la floracién de las plantas masculinas se retrasa podando o mediante tratamiento con productos
quimicos que retrasan el crecimiento o sembrando las plantas masculinas (fértiles masculinas) hasta 3
semanas mas tarde que las plantas femeninas (estériles masculinas).

7. Un método para la produccion de semilla hibrida de Brassica napus que produce plantas
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de Brassica napus que producen grano, opcionalmente con un contenido total de glucosinolatos de no
mas de 25 umoles por gramo de semilla secada al aire a 9% de humedad, en el que dicho método
comprende uno o mas de los métodos segun se reivindican en

a) la reivindicacion 1,y
b) una cualquiera de las reivindicaciones 2y 3,y
¢) una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el alelo Ms se
caracteriza por conferir un fenotipo condicionalmente estéril masculino nuclear, que

a) se restaura temporalmente a la fertilidad mediante una exposicion a una temperatura mayor
que 35°C,

b) se restaura a la fertilidad en al menos parte de las plantas F; obtenidas cruzando una planta
estéril masculina con el genotipo MsMsrfrf o Msmsrfrf con cualquier planta de Brassica napus
que comprende al menos un alelo Rf dominante, y

c) se mantiene en las plantas F; obtenidas cruzando una planta con un fenotipo condicional
estéril masculino referido por dicho alelo Ms con las plantas fértiles masculinas derivadas de la
semilla depositada con el NUmero de Depésito NCIMB 41481.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el alelo Ms es el
alelo Ms presente en la semilla depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480 o una variante
genética del mismo, que confiere un fenotipo condicionalmente estéril masculino.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el fenotipo
condicionalmente estéril masculino y/o el alelo Ms esta ligado a y/o asociado con una 0 mas
caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en

I. un fenotipo de aborto de la yema en una planta con un fenotipo estéril masculino conferido
por el alelo Ms,

Il. un fenotipo de pétalos de rayas blancas o manchados de blanco en una planta con un
fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms, y

Ill. la presencia de un marcador especifico del alelo Ms tanto en plantas fértiles masculinas
como estériles masculinas que comprenden al menos una copia del alelo Ms.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el fenotipo
condicionalmente estéril masculino y/o el alelo Ms esta ligado a y/o asociado con uno 0 mas
marcadores seleccionados del grupo que consiste en

I. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos en la region del marcador NR1116
que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 85 en SEC ID NO: 3,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicion que
corresponde a la posicion 87 en SEC ID NO: 3,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 139 en SEC ID NO: 3,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 214 en SEC ID NO: 3,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicion que
corresponde a la posicion 218 en SEC ID NO: 3,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicion que
corresponde a la posicion 277 en SEC ID NO: 3,

g) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posiciéon que
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corresponde a la posicién 286 en SEC ID NO: 3,

h) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 312 en SEC ID NO: 3,

i) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicién que
corresponde a la posicion 319 en SEC ID NO: 3,

j) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicién que
corresponde a la posicién 359 en SEC ID NO: 3,

K) la mutacion de supresion 5-TTGGTGAACAATC-3’ en la posicion correspondiente a 221
en SECID NO: 3,y

[) la mutacién de insercion 5-GAA-3’ en la posicién que corresponde a 328-330 en SEC ID
NO: 3,

Il. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos en la regién del marcador NR2525
que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 60 en SEC ID NO: 6,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 92 en SEC ID NO: 6,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 105 en SEC ID NO: 6,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicién 158 en SEC ID NO: 6,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicién 431 en SEC ID NO: 6,

f) la mutacion de supresién de un solo nucleétido en la posicion que corresponde a la
posicion 82 en SEC ID NO: 6,y

g) la mutacion de supresion 5-TGAGCAAAA-3’ en la posicién que corresponde a 17 a 25
en SEC ID NO: 6,

Ill. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SNP que consiste en

a) una sefial positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 12, y una sefial negativa que usa una
sonda de SNP que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 11, y

b) una sefal positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 17, y una sefial negativa que usa una
sonda de SNP que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 18,

IV. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SSR que consiste en:

a) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 96,7 (+/- 1,0) pb que resulta de
una reaccién de PCR con los cebadores que tienen las secuencias expuestas como SEC ID
NO:1y2,y

b) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 192,8 (+/- 0,3) pb que resulta
de una reaccion de PCR con los cebadores que tienen las secuencias expuestas como
SECIDNO:4y5,y

V. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores ligados a al menos una de las
secuencias expuestas como SEC ID NO: 3, 6, 11y 18,

en los que el uno o mas marcadores (marcador del alelo Ms) también incluyen una secuencia
nucleotidica aislada seleccionada del grupo que consiste en secuencias las cuales
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I. tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o
1. se hibridan en condiciones restrictivas con, o
Ill. comprenden al menos 25 nucle6tidos consecutivos de
las secuencias marcadoras definidas anteriormente en las secciones |. a V.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el alelo ms se
caracteriza por las propiedades fenotipicas de

a) no ser capaz de revertir a la fertilidad al fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms, y
b) no ser capaz de conferir un fenotipo estéril masculino en ausencia de un alelo Ms.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 12, en el que el alelo ms
esta ligado a y/o asociado con uno o mas marcadores seleccionados del grupo que consiste en

I. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos en la region del marcador NR1116
que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una G en la posiciéon que
corresponde a la posicion 85 en SEC ID NO: 3,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posiciéon 87en SEC ID NO: 3,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicion 139 en SEC ID NO: 3,

d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicién 214 en SEC ID NO: 3,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una T en la posicion que
corresponde a la posicién 218 en SEC ID NO: 3,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicion 277 en SEC ID NO: 3,

g) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una G en la posicion que
corresponde a la posicion 286 en SEC ID NO: 3,

h) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicién 312 en SEC ID NO: 3,

i) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicién que
corresponde a la posicion 319 en SEC ID NO: 3,

j) el marcador de polimorfismo de un solo nucle6tido que tiene una T en la posicién que
corresponde a la posicion 359 en SEC ID NO: 3,

k) la mutacion de insercion 5-TTGGTGAACAATC-3’ en la posicion correspondiente a 221
en SEC ID NO: 3,

[) la mutacion de supresion 5’-GAA-3’ en la posicién que corresponde a 328-330 en SEC ID
NO: 3,

Il. los marcadores seleccionados del grupo de polimorfismos en la regién del marcador NR2525
que consiste en

a) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posiciéon 60 en SEC ID NO: 6,

b) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 92 en SEC ID NO: 6,

c¢) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 105 en SEC ID NO: 6,
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d) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una A en la posicion que
corresponde a la posicién 158 en SEC ID NO: 6,

e) el marcador de polimorfismo de un solo nucleétido que tiene una C en la posicion que
corresponde a la posicion 431 en SEC ID NO: 6,

f) el marcador de polimorfismo de un solo nucledtido que tiene una T en la posicidon que
corresponde a la posicion 82 en SEC ID NO: 6,

g) la mutacién de insercion 5’-TGAGCAAAA-3’ en la posicidn que corresponde a 17 a 25 en
SEC ID NO: 6,

Ill. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SNP que consiste en

a) una sefial positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 11, y una sefial negativa que usa una
sonda de SNP que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 12,y

b) una sefal positiva en un ensayo de SNP que usa una sonda de SNP que comprende la
secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 18, y una sefial negativa que usa una
sonda de SNP que comprende la secuencia nucleotidica descrita por SEC ID NO: 17,

IV. los marcadores seleccionados del grupo de marcadores de SSR que consiste en:
a) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente seleccionado del grupo de pesos
moleculares aparentes que consiste en 94 (+/- 0,9) pb, 110,4 (+/- 0,5) pb, 112,3 (+/- 0,4) pb
y 116,3 (+/- 0,4) pb, que resulta de una reaccion de PCR con los cebadores que tienen las
secuencias expuestas como SECIDNO: 1y 2,y

b) un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 183,8 (+/- 0,4) pb o un
fragmento de PCR asociado a un alelo no fértil que resulta de una reaccion de PCR con los
cebadores que tienen las secuencias expuestas como SEC ID NO: 4y 5,

en los que el uno o mas marcadores también incluyen una secuencia nucleotidica aislada
seleccionada del grupo que consiste en secuencias las cuales

a) tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con, o
b) se hibridan en condiciones restrictivas con, o

¢) comprenden al menos 25 nucle6tidos consecutivos de las secuencias marcadoras definidas
anteriormente en las secciones |. a IV.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el alelo rf se
caracteriza por las propiedades fenotipicas de

a) no ser capaz de revertir a la fertilidad al fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms, y
b) ser capaz de mantener un fenotipo estéril masculino conferido por el alelo Ms.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 14, en el que el alelo rf se
selecciona del grupo que consiste en

a) el alelo rf obtenible de la semilla de Brassica napus depositada con el Nimero de Depdsito
NCIMB 41480 6 41481,y

b) sus variantes, que estan en una forma homocigota capaz de mantener el fenotipo de
esterilidad masculina conferido por el alelo Ms.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, 14 y 15, en el que el alelo rf
esta ligado a y/o asociado con los marcadores de SSR que consisten en un fragmento de PCR con un
peso molecular aparente de 240,8 (+/- 0,4) pb que resulta de una reaccion de PCR con los cebadores
que tienen las secuencias expuestas como SEC ID NO: 19y 20.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el fenotipo
restaurador de la fertilidad y/o el alelo Rf esta ligado a y/o asociado con una o mas caracteristicas
seleccionadas del grupo que consiste en

112



10

15

20

25

30

35

40

ES 2356491 T3

a) restaurar la fertilidad en las plantas F; obtenidas cruzandolas con la planta de Brassica
napus que se hizo crecer a partir de la semilla depositada con el Numero de Depoésito NCIMB
41480, y

b) restaurar la fertilidad en las plantas F; obtenidas cruzandolas con la planta de Brassica
napus que se hizo crecer a partir de la semilla obtenida a partir del cruce de la planta de
Brassica napus obtenida de la semilla depositada con el Nimero de Depdsito NCIMB 41480
como planta estéril masculina femenina y la planta de Brassica napus obtenida a partir de la
semilla depositada con el NUmero de Depésito NCIMB 41481 como planta fértil masculina.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el alelo Rf y/o el
alelo ms es obtiene de una linea fértil consanguinea de Brassica napus comercialmente disponible
seleccionada del grupo que consiste en las variedades no hibridas de Brassica napus comercializadas
como semilla para el crecimiento incluidas en la lista de OECD de variedades susceptibles de
certificacion de diciembre de 2006.

19. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y 17 a 18, en el que el
fenotipo restaurador de la fertilidad y/o el alelo Rf esta ligado a y/o asociado con un marcador de SSR
gue consisten en la ausencia de un fragmento de PCR con un peso molecular aparente de 240,8 (+/-
0,4) pb que resulta de una reaccion de PCR con los cebadores que tienen las secuencias expuestas
como SEC ID NO: 19y 20.

20. Un cebador oligonucleotidico seleccionado del grupo de secuencias descrito por las
SECIDNO: 1, 2,4,5,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, y 20.

21. Una sonda que comprende como la parte de acido nucleico una secuencia seleccionada
del grupo de secuencias descritas por SEC ID NO: 11, 12, 17, y 19, en la que la sonda es adecuada
para la deteccion de un polimorfismo de un solo nucleétido.

22. Una secuencia nucleotidica aislada seleccionada del grupo de las secuencias
expuestas como SEC ID NO: 3, 6 y 21, en la que las secuencias nucleotidicas aisladas son
marcadores Utiles para detectar el alelo Ms, el alelo ms, el alelo Rf y/o el alelo rf en un germoplasma
de Brassica y los fenotipos asociados.

23. Uso de una secuencia de &acido nucleico segun las reivindicaciones 20 6 22 en una
seleccién a base de marcadores para introgresar alelos seleccionados del grupo que consiste en el
alelo Ms, alelo ms, alelo Rf, y/o alelo rf, en un germoplasma de Brassica que carece de dicho conjunto
de alelos.

24. Uso de una planta fértii masculina de Brassica napus con el genotipo RfRf en un
método de produccion de semilla hibrida fértil de Brassica napus segun una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6.

25. Uso segun la reivindicacion 23, en el que el método es un método segun una cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 19.

26. Uso de una o mas plantas de Brassica napus seleccionadas de plantas de Brassica
napus condicionalmente estériles masculinas con el genotipo MsMsrfrf y/o plantas de Brassica napus
fértiles masculinas con el genotipo msmsrfrf, en el método segun cualquiera de las reivindicaciones 2,
3,y 6 a 19, para producir una planta de Brassica napus condicionalmente estéril masculina con el
genotipo Msmsrfrf o semilla de la misma.
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Fig. 1
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NR1116

CACCAATATTAGCACACACNNNCCNNNTTNCCTTTTTTTNNGGGCGCTAAGCTGGTAACCGN
AATNCTGTTANCCCGGGGGAACCCGCCCACTTCATCTTCTGTCGAACCAATCCACCTGACAG
ACAAATCTCCTCACATCGGACCACCACAACTCTCTGTCCGTTGAGCAACTCCTTAGCGATGA
TGGAAGCAAGACGCCCCAACATGTGGTGCCTCGCGTCGACCACGACACGCTTCGCGCATATC
CCTGAACCAGACACCATCTCTCCACTGATTCGATTACTCTCGGGCTGCTTCCAGAAGATTAT
GAGTGTAGACTCAGTGGCGGATTATATACGACGCGGCTAGTGAAACAATTAGGGTTTCTCGT
CTAAAACCTAATGTTAATGGGCTTTTGTAATTAGATTTTAGGCCCAATAAAAGCCTCTTTAC
CTTTACTTTCTTCTGTTTCTTGTCATTCTTCAAGGGATTCATTCGGGTTCTTCTTGTGTCAC
CAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACACTTCGATGAATATAGCTTCGAG
GATTCGACGAAGTTTCTTTAGAGAGGAGAAGAGGAAACTTCCTAGTATARATGGATCCTCGA
GCAGGAACGAAGATGATGATTTGCTAGGAGTGACTGTTGAATTGATCGATCACGTCAGATCT
TTCACCATTGACACGTTTAAGAACTTCTCTCTCTACGGTAATTTCGAATTCGATTCTCAATT

TGATGATTTTTTTCTCGATTGGTGAACAATCAAGCAGTAGTGATATGGGGATTATGNTTGTG
GGACTAGACGAANGAGCGTGTGTAAATCCTCTGGAAGAAGATGAGAAGTGAACTCCTCTGAG
AATGTGAAGAAAGTATTGTCTGATTGCCAGGANAAAANGCCGTTCTCGTCTTGTCCAAATCC
AAGGTTTTGATACTTCCTTCGCCTAAAGATTGGACCTGCCCAGTTTTGGTTGTAAAAATAAT
TTGTTTTCGCGATTATAACATTGGGTAAATTTTTAAGAGC

Fig. 6
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NR2525

AACGGAGATCTGATTCTCGCCCTGTGGTGGAATTCTGTTTGATATGACCTAAGTAACATCAG
CGGGGAACAAAGAAAATGTTTACAACAAAGAAAATGATTAATGAGCAAAAGCAAAACAAGTT
TACAACACACTTTATGCATCAGCTGAAAGGAACAGTGACACAAAGGGACTTTCTGCTACCCT
CAAACAGTCATCAGGCCTTTAAAATTCCTCAAGATTAAAGCTTTCAATAAATCCTAATAGCA
ACCTTAGATTTAACATTACTTATTCATTTGACACACATTACAACAGCTAATTGGGCTTATTT
CACTATTCGTATCAATAACAATAGTTTCCCAATCAACAACACCTACTAAAAACAAAAGGGAA
AGAAAACCCACCTTCGTTTACATTCTAAAATCCAAATAATTGGACTCAATATGAAGCTAAAA
CCCCTAACACTCGACAAGTTCACTGCCTACATTGAAGCAGAGAATCAGAAAACGCAACAAAT
AAAGATACAGAAACCACATTACCATTTCCAACGAATCTATAGGAGCTGCTTGAGAGAAGTGA
ATCCATGGCCGGAGAGTTCCAATGCTCTTAAACCCTAAAAGAGTTAGATCTACTGGCAATTT
TAAGTAAAGTGAGCTGCTTTAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
GGAGAGATGAATAGAGCACAGATATCGATACAAGAGTTGAGAAAGAGACTCATTGCCGT

Fig. 7

NR2219

ggaagtgctttttagtggagagtgcttecctgaaactcttcaggctttggecgatccaaagage
acgatttgcaataaaacttagcagatgatgatgatgatgattcaccagtgcttgtcttagte
agtaatttttcccagageccactctttgegagtgegecacgaacaatectgegecgaggtttgac
tgaataagccagaaaaaggtcgtaacacgtgcgttgttgtageccgagacagatcccaattga
agacatctaacacctgattggatatgatcatcattttagccggaggaggattatectctege
catttcaccatatctttatacatgagtgecgcacgtgcatcctatttcattaccatatattcee
tttattaactaaaaaggcccatatcttccgcagatacttatatatatatatatatatatata
tatatatatatatatatatatatatatataaaaaagctggactaaccagatctggtatgtac
cacagcgactccagtggaagatagagctcgtaggaggtgttcaggagtttgtttttggtctc
cataggctgtgactgtgatggagacaggaccagtgtagectagectcecttgaaagetecttcee
aaactgggacggaccccacgagcatcgataccctctggaaccggacagtcaaacatgtccca
ccacaccgctattttageccgccgeccgecgcagcagecatcgttecccaccccattectetectaca

ccttttaaca
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A:Consenso 1 (SEC ID NO: 3)
GAGAGAGAGAGAGAGACACTTCGATGAATATAGCTTCGAGGATTCGACGAAGTTTCTTTAGA
GAGGAGAAGAGGAAACTTCCTA (G/A) T (A/G) TAAATGGATCCTCGAGCAGGAACGAAGAT
GATGATTTGCTAGGAGTGACTG (T/A) TGAATTGATCGATCACGTCAGATCTTTCACCATTG
ACACGTTTAAGAACTTCTCTCTCTACGGTAATTTCGAAT (T/C) CGA (T/G) TCTCAATTTG
ATGATTTTTTTCTCGA (TTGGTGAACAATC/ . ) AAGCAGTAGTGATATGGGG (A/G) TTATG
TTT (G/A) TGGAACTAGACGAAGAAGCGTGTGT (A/T) AATCCT (C/T) TGGAAGAA( . /GA
A) GATGAAGAAGTGAGCTCCTCTGAGAATG (T/C) GAAGAAGTATTGTCTGATTGCC

B: Consenso 2 (SEC ID NO: 6)
CAGAGAAAATGATTAA (TGAGCAAAA/ . ) GCAAAAGTTTACAACACAAAGGGACTTTCTGCT
A(C/A)CCTCAACAGTCATCAGGCCTT (T/ .) ARAATTCCT (C/T) AAGATTAAAGCT (C/T
) TCAATTAATCCTAATAGCAACCTTAGATTTAACATTACTTCTTCATTTGACA (A/C) ACAT
TACCACAGCTAATTGGGCTTATTTCACTATTCATATCAATAACAATAGTTTCCCAATCAAC (
TAAAAACAGAAGGGAAAACCCACCTTCGTTTAACATTCTAAAATCCAAATAATTGGACTCAA
TATGAAGCTAAAAGCCC /AACACCTAC) TAACAATCCGACAAGTTCACGGCCTACATTGAAG
CAGAGAACCAGAAAACGCAACAAATAAA (T/G) ATCAGAAACCACATTACCATTTCCAACGA
ATCTATAGGAGCTGCTTGAGAGAAGTGAA (T/C) CCATGG (C/T) CGG

Fig. 9
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NR3454 ( acceso Genbank: DQ973844)
CTCAGAAGCGGTGTGGATCTTGTCTTTCCTCGTCTCTTCCTCGTCGCTAAGACCAGAACCCA
TTTCTTGATTGCTGCTTGAGATGTTGGACTCTTGAAGTTTCTCATCTGATGACCTTTTGAGA
TTAGTGAGACTCTTGGTACCCACCTCAAAGGATGGGGATGGTGATGGTGATGGTGATAGGTC
TTCTCTGTATGACGAATGGTCCAGTAGTACTTTCTGCCTTTTGAGACGTGGACCATCATCAC
CACCACAGCTTTCGGTTTCATCCAGTTCTTCTTCTTCTGTTGTTTTATTATTGCACGCTTGT
TGTTCAACTGGGAATGGAGAGTGACCTATGCTCGTCACTTCATCATCATCACTCTCGCAATC
ATCATTGTCTTCATCATCAGAATACAGTAGTGCGTTAATTTCCTCAGTGTCTTCGTGCATCT
CTGACTCCTTCTCTTCGCCATTGACATGATCTTCATGGAGGAATATCTTTTCTGGGAATGGC
ATGATCTTTACTTAACCCTTTCTCTAGGTTTAGAAAATTGAGAAATTTCTCTGGATCAGTAG
CCACAAAAGAGGGAAAACGAACT

Fig. 13
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