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1
SEQUENCE D'ADN CONFERANT UNE STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE,
GENOME MITOCHONDRIAL, GENOME NUCLEAIRE, MITOCHONDRIE ET
PLANTE CONTENANT CETTE SEQUENCE, ET PROCEDE DE PREPARATION

D'HYBRIDES
La presente invention se rapporte a un materiel biologique

possedant une sterilite male utile pour le développement de variétés
hybrides d'especes d'interét agronomique.
Elle concerne en particulier une plante appartenant a la
> famille des cruciféracées dont le cytoplasme des cellules contient des
organites possedant des sequences nucliéotidiques conférant une stérilité
méle et de bonnes caracteristiques agronomiques.
Le developpement de variétés hybrides peut étre facilité ou
rendu possible par l'utilisation d'un systeme de stérilité male cytoplas-
10 mique. Les hybrides sont obtenus par la fécondation croisée entre deux
populations parentales, l'une jouant le rdle de male, l'autre de femelle.
L'un des ecueils rencontrés lorsque l'on souhaite obtenir dés variétés
hybrides de qualite unmiforme par croisement sexué sur des especes
autogames, est la capacité de la plante a s'auto-polliniser. Les systemes de’
1> stérilité male permettent d'obtenir des plantes femelles incapables de
s'autofeconder et sur lesquelles apres pollinisation on peut récoiter
directement les graines qui sont toutes hybrides sans avoir recours a des
techniques laborieuses telle que la castration des fleurs.
Parmi les determinants génétiques de la stérilité male, il en
20 est qui sont portés par le cytoplasme. A chaque generation sexuee 1ls sont
transmis exclusivement par la mere. On obtient ainsi 100 % de male-
steriles a chaque genération avec un systeme de stérilité-male cytoplas-
mique (CMS). Ces determinants génétiques sont portés par le géndme des
mitochondries.
23 Un systeme de sterilité male cytoplasmique approprié chez les
cruciféracées est défini par les caractéristiques suivantes :

1) La sterilite male doit étre totale, c'est a dire que quelles que soient les
conditions de culture et quelle que sott la lignée que l'on veut utiliser
30 comme parent femelle, 1l ne doit pas y avoir de production de pollen.
Dans le cas contraire, les graines r=coltées sur ces plantes femelles
seratent en partie issues d'autofecondation et ne seraient donc pas du

type hybride FI.
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La production de ces graines doit étre réalisee en profitant des
vecteurs naturels du pollen, c'est & dire dans le cas de ces especes des
hyménoptéres, des diptéres, et .le vent. Le pollen doit étre transporté
des plantes pollinisatrices _\sﬁrwles plantes male-stériles (femelles). En

fait seuls les insectes peuvent assurer ce transport a distance chez les

cruciferacees.

Les plantes femelles, par consequent, doivent étre suffisamment
attractives pour les insectes qui viennent vy chercher le nectar. La

-

morphologie des fleurs doit contraindre l'insecte a effectuer cette
recherche par le sommet de la fleur de tagon a ce que sgn thorax,
principalement, entre en contact avec le stigmate. Pratiquement cela
revient a dire que la base des pétales doit former une sorte de tube
autour de la base du pistil.

La morphologie des organes femelles (pistil) doit étre identique a celle
d'une plante fertile, en particulier un seul pistil par fleur et de torme
rectiligne. En effet, il arrive souvent que des sterilites males se
traduisent aussi par une féminisation des antheres qui se transiorment
en pseudopistils et méme par la transformation des nectaires en fleurs
completes. 1l arrive aussi que le ou les pistils ainsi prodults sotent
déformés. Toutes ces aberrations ne permettent pas une bonne

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

femelle.

Pour la production de variétés hybrides Fl chez les especes dont on
récolte les graines, comme le colza ou les moutardes, il est
indispensable que le parent madle de l'hybride annule totalement l'effet
du cytoplasme méile stérile, de telle sorte que les plantes hybrides

soient facilement pollinisees.
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Chez Tes Cruciféracées le premier cas de cytoplasme male -
sterile ou CMS a é€té décrit par Ogura (1968) chez le radis, Raphanus
sativus. Bannerot (1974, 1977) a transféré le cytoplasme Ogura chez les
Brassicae, obtenant ainsi des plantes qui possedent une stérilité male
cytoplasmique. Ces mémes plantes ne présentaient pas des caracteristiques
agronomiques satisfaisantes (chlorose lors de l'abaissement des tempéra-
tures, mauvaise fertilite femelle) d'ou un mauvais rendement les rendant
inaptes a l'utilisation commerciale.
Chez les cruciferes pour éeviter cette chlorose, il convient d'associer
dans la méme cellule les gendmes nucleaires et chloroplastiques d'un méme
genre. Ainst des plantes de Brassicae possedant l'un des géndmes
chloroplastiques des Brassicae ne présentent plus de chlorose. Si elles
possedent la totalité du géndme mitochondrial Ogura elles présentent une
sterilite méale cytoplasmique totale mais cependant les fleurs auront une
morphologie aberrante rendant impossible leur pollinisation par les
vecteurs naturels.
En outre, pour les especes ou l'intérét réside dans les graines,
1l convient de restaurer la fertilité mile des variétés hybrides que l'on
commercialise par l'intermediaire de genes nucléaires dits restaurateurs.
Il est difficile de restaurer la fertilité male de plantes
possedant la totalité du géndme mitochondrial Ogura car il est nécessaire
de fatre intervenir simultanément plusieurs genes restaurateurs.
Nous nous sommes propose d'obtenir un systeme de stérilite
méle approprié en é€liminant les genes responsables des caracteres
indésirables du cytoplasme Ogura tout en gardant une sterilite maéle
efficace et facile a restaurer.
C'est pourquoi la presente invention se rapporte a une séquence
d'ADN que nous appellerons "stérilité Ogura", caractérisée en ce que
a) elle est portée par une séquence d'ADN délimitée par les nucléotides
228 et 2273 de la figure |, ou

b) elle presente au moins 50 % d'homologie avec ladite séquence
mentionnee en a),

et confere, lorsqu'elle est présente dans le géndme mitochondrial ou

nucleaire d'une plante, une stérilité male cytoplasmique a ladite plante.
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En particulier, la présente invention a pour objet une sequence
d'ADN stérilité Ogura, caractérisee en ce que :

c) elle est portee par la sequence délimitée par les nucleotides 928 et
1569 de la figure I, ou -

d) elle présente au moins 50" % d'homologie avec ladite sequence
mentionnée en C)

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

male-steriles

Dans ce qui suit, on se referera aux figures suivantes :
FIGURE | : Sequence nucleotidique du fragment d'ADN mitochondrial de
radis Ogura portant le caractere CMS.

FIGURE 2 : Carte de restriction du fragment d'ADN mitochondrial decrit
fig. 1. ._
FIGURE 3 : Electrophorese d'ADN mitochondrial apres digestion par Bgll
(3a) et Nrul (3b). Les bandes revelées correspondent a une hybridation avec
une sonde Coxl. (Hiesel et al. 1987). |

FIGURE 4 : Electrophorese d'ADN mitochondrial apres digestion par Sall.
Les bandes révelees correspondent a une hybridation avec une sonde
délimitée par les nucléotides n° 389 et 1199 de la sequence decrite fig. l.
FIGURE 5 : Fruits produits par des plantes de chou portant differents
gendmes cytoplasmiques.

FIGURE 6 : Electrophorese d'ARN mitochondrial. Les bandes revelees
correspondent a une hybridation avec une sonde, fragment EcoRI - Bam HI,
incluant une partie de la sequence dite ORF B.

La sequence d'ADN stérilite Ogura est definie par rapport a la
séequence delimitee par les nombres | et 2428 sur la figure |. Elle est
portée par une séquence transcrite dont les extremites 3' et 5' sont reliees
par un pointille sur la figure 2, et qui est observee uniquement chez les
plantes male-steriles. ORF B correspond a un cadre de lecture ouvert ;
cette appellation a ete donnee d'apres l'homologie observee avec une
séquence décrite par Brennicke. Sur la figure 2, on a représenté en hachure
la sequence correspondant a l'un des deux genes de !'ARN de transfert

formylmethionine.
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La séquence d'ADN délimitée par les nucleotides numerotes
928 et 2273 sur la figure 1 correspond a un transcrit qui peut étre visualise
par hybridation moleculaire (1,4) comme on le voit sur la figure 6. Sur
cette figure 6, chaque puits correspond a une plante fertile (F) ou
male-stérile (S). Seules les plantes male-stériles synthetisent un transcrit
d'environ 1400 bases. Ce transcrit débute a la position 928 (+ 10 bases) de
la séquence figure | et se termine a la position 2273 (+ 5) (l'initiation et
l'arrét de transcription peuvent se produire a differentes positions dans les
mitochondries végetales).

De maniere préférée, la présente invention se rapporte a un
cytoplasme comportant une sequence d'ADN presentant au moins 50 %
d'homologie avec la séquence délimitée par les nucleotides 928 et 2273 de
la figure | conférant le caractere CMS ou un cytoplasme comportant une
séquence d'ADN présentant au moins 50 % d'homologie avec la séquence
délimitée par les nuciéotides 928 et 1569 de la figure 1, et transcrite en
ARN, conférant le caractere CMS et caracterise en ce qu'il comporte :
_ des chloroplastes de la méme espéce que le géndme nucleaire ou d'une

autre espéce mais compatibles avec ce géndme nucleaire,
- ne comporte pas tout ou partie de l'un ou l'autre (ou des deux)
fragments du géndme mitochondrial Ogura, defini ci-apres
. portant l'un des deux genes de I'ARN de transfert formyl-
methionine servant a l'initiation de la traduction,
. portant le géne Coxl, codant pour la sous unite n° | de la
cytochrome oxydase.

L'absence de ces fragments, dits "sequences indesirables", est

nécessaire pour obtenir des géndmes mitochondriaux correspondant a une

stérilité male de bonne qualité, répondant aux 4 caracteristiques definies

plus haut.

-

Selon un autre de ses aspects, l'invention se rapporte a un
géndme nucléaire ou mitochondrial végetal recombine, caracterise en ce
qu'il comporte une séquence d'ADN sterilite Ogura,

a) qui est portée par une séquence d'ADN comprise entre les nucléotides

928 et 2273 de la séquence représentée sur la figure 1, ou
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b) qui présente au. moins 50 % d'homologie avec ladite sequence
mentionnée en a),

et confere lorsqu'il est présent dans le cytoplasme d'une plante, une
stérilité male cytoplasmique a ladite plante.

En particulier, l'un des objets de la présente Invention, est un
géndme nucléaire ou mitochondrial vegetal recombineé, caractérise en ce
qu'il comporte une séquence d'ADN sterilite Ogura,

c) qui est portée par une sequence délimitée par les nucleotides
numerotés 928 et 1569 sur la figure 1,
d) qui présente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence

mentionneée en C)
et confere, lorsqu'elle est présente dans le cytoplasme d'une plante et est

transcrite en ARN, une stérilité male cytoplasmique a ladite plante.

Un géndme nucléaire ou mitochondrial selon l'invention peut -
dtre caractérisé en ce que ledit généme recombiné est depourvu de tout ou
partie des fragments de genéme Ogura :

- portant l'un des deux genes de I'ARN de transiert formylmethionine

“

servant a l'initiation de la traduction,

. portant le gene coxl, codant pour la sous unité n°l de la cytochrome
oxydase,

ou dans lequel lesdits fragments sont inactifs.

Plus précisément, un géndme nucleaire ou mitochondrial
recombiné selon l'invention peut étre caractérise:

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

Ceci est mis en eévidence notamment sur la figure 3, par
hybridation moléculaire avec une sonde portant la sequence Coxl.

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

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

Sur les figures 3 et 4, les genotypes désignés par des chiffres
correspondent a des plantes présentant un systeme de stérilité male

cytoplasmique approprié.

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

Par ailleurs, l'existence d'un catactére CMS de bonne qualite
necessite la présence d'une séquence d'ADN qui peut é&tre repérée par des
hybridations ADN/ADN sur des digestions. C'est ainsi que la presente

Invention se rapporte a une séquence d'ADN telle qu'elle a pu étre définie

Ncol donne un fragment de 2,5 kb, apres digestion par Nrul donne un
fragment de 6,8 kb, et apres digestion par Sall donne un fragment de 4,4
kb.

Cette sequence peut également é&tre reperee par des
hybridations sur I'ARN total de plantes méle-stériles. Un transcrit d'environ
1400 paires de bases est mis en évidence. | est absent des plantes
retournant a la fertilité.

La definition des séquences hucleotidiques "indésirables" et de
sequences nucleotidiques "Indispensables"” a une stérilité Ogura selon
'Invention permet de selectionner, par des techniques d'hybridation d'ADN
connues de ['homme de meétier, un matériel vegetal portant des chloro-
plastes compatibles avec le gendme nucléaire et portant des mitochondries
de bonne qualité sans attendre d'avoir une plante adulte et I'apparition des
fleurs et des fruits. On a donc un outil tres pertormant pour sélectionner
des plantes possédant un cytoplasme male-stérile ayant de bonnes

caracteristiques agronomiques.
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Selon wn autre aspect, l'invention se rapporte a une
mitochondrie caractérisée en ce qu'elle contient une sequence nucleotidique
correspondant a un ADN presentant au moins 50 % d'homologie avec la
séquence delimiteée par les bases numerotees 928 et 2273 sur la figure | et
codant pour la sterilité male cytoplasmique d'Ogura ; ou bien la
mitochondrie contient une sequence d'ADN portée par la sequence
délimitée par les nucléotides 928 a 1569 de la figure | ou preésentant 50 %
d'homologie avec cette sequence, et qui est transcrite en ARN dans les
mitochondries de plantes male-steriles. Cet ADN peut presenter en outre

les caracteristiques définies plus haut, notamment l'absence des sequences

indesirables.

~

La présente invention se rapporte également a un cytoplasme
de Cruciféracée, caractérisé en ce qu'il comporte une sequence d'ADN
"sterilite Ogura" presente dans le gendme mitochondrial ; ce cytoplasme
contient en outre des chloroplastes de la méme espece ou d'une autre
espece mais compatibles avec le genéme nucleaire.

La sequence stérilite Ogura est caracterisee en ce que
a) elle est portée par la sequence d'ADN de 2428 paires de bases

représentee sur la figure |,
b) elle est delimitee par les nucleotides 928 et 2273 de la figure | et
correspond a un transcrit indiqué par les pointillés figure 2 et visualise

par hybridation moleculaire (1,4) figure 6,

c) elle présente au moins 50 % d'homologie avec ladite sequence

mentionnée en b), et confere lorsqu'elie est présente dans le gendéme

mitochondrial d'une plante, une stérilite male cytoplasmique a ladite

plante,

ou

d) elle est portée par la séquence délimitée par les nucleotides 928 a

1569 de la figure | et est transcrite en ARN dans les mitochondries de

plantes steriles, ou

e) elle présente au moins 50 % d'homologie avec la séquence decrite en d)

et est transcrite en ARN dans les mitochondries de plantes steriles.
La présente invention se rapporte egalement a une plante de

la famille des Cruciferacees, caracterisee en ce qu'elle contient des
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chloroplastes et um—noyau de la méme espece ou compatibles, et des
mitochondries portant un géndme conférant le caractere CMS tel que defini
ci-dessus.

Plus précisément, la présente invention se rapporte egalement
a une plante appartenant au genre. Brassica, caracterisee en ce qu'elle
contient des chloroplastes et un noyau de Brassica, et des mitochondries
portant un géndme conférant le caractere CMS tel qu'il a ete defini
ci-dessus.

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

En particulier, la présente invention se rapporte a :me plante
appartenant a l'espece Brassica napus, caracterisee en ce qu'elle comporte
un noyau de Brassica, et que le cytoplasme renferme des chloroplastes de |
Brassica et des mitochondries maéle-steriles portant un ADN selon la

presente invention tel qu'il a ete défini plus haut ; ces mitochondries

-

peuvent porter également la plupart des genes mitochondriaux de Brassica
napus (18S, Atp9, Atpé, CoxlIl, ndhl, cob). Brassica napus correspond au

Colza, ou Canola et Rutabaga.

“

La présente invention se rapporte a une plante de l'espece Brassica
oleracea, caractérisée en ce qu'elle comporte un noyau de Brassica et en ce
que le cytoplasme renferme des chloroplastes de Brassica et des
mitochondries comportant une séquence d'ADN codant pour le caractere
CMS telle qu'elle a ete définie.

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

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

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

japonais.
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De mantere analogue, la présente invention se rapporte a une
plante choisie dans le groupe comprenant : B. juncea, B. nigra, B. hirta,
carinata, caracterisee en ce qu'elle comporte un noyau de Brassica et en ce
que le cytopiasme renferme des chloropléstes de Brassica compatibles avec
le gendme nucleaire et des mitochondries comportant une séquence d'ADN
codant pour le caractere CMS telle qu'elle a ete définie.

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

La présence de la "séquence stérilité Ogura" est nécessaire et
suffisante pour induire une absence totale de pollen en I'absence de genes

de restauration. La pollinisation de ces plantes est assuree normalement

“

grace a une bonne production de nectar.
La morphologie des organes femelles est normale et les fruits

(siliques) formes contiennent un nombre normal de graines. La figure 5
montre la morphologie observee chez une plante normale temoin (z), une
plante a morphologie aberrante possédant le géndme Ogura entier (z(6)) et
des chloroplastes Brassica oleracea, une plante de chou portant des
chloroplastes Brassica napus et des mitochondries male-steriles ayant des
genes Brassica napus (z(A)), et des plantes portant des chloroplastes
Brassica oleracea et des mitochondries recombinees ne contenant plus les
sequences indeésirables (z(9) et z(17)). Les plantes ont les caractéristiques

suivantes

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

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

De telles plantes peuvent étre obtenues par exemple par Ia
technique de fusion de protoplastes ou par toutes autres techniques qul
assurent une bonne recombinaison entre le géndme mitochondrial de
'espece considérée et le gendme mitochondrial Ogura. Chez de telles
plantes la fertilite est restaurée par un seul gene de restauration, appelé
Ril, provenant du radis, ce qui n'est pas le cas des plantes qui portent la

totalite du géndme mitochondrial non approprie.

De telles plantes peuvent également étre obtenues par

reproduction sexuee naturelle ou artificielle.

Des plantes possédant un géndme mitochondrial selon
'iInvention peuvent également étre obtenues par transfert de gene dans la
mitochondrie.

Dans tous les cas, ces plantes possedent un systeme CMS

LY

approprié a savoir :

- une sterilite male totale,

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

C'est pourquoi la présente invention concerne egalement un
procede de préparation de plantes hybrides, caracterise en ce que l'on
croise une plante présentant un caractere CMS approprie, comportant la
sequence steérilité Ogura dans son géndme mitochondrial ou nucleaire avec
une plante normale quand il s'agit d'une culture potagere ou fourragere, ou
avec une plante apportant un gene restaurateur de fertilité, Rfl, lorsqu'il
s'agit de recolter des graines. Elle concerne egalement une plante hybride
obtenue par ce procéde.

D'une maniere générale, les meilleures caracteristiques
agronomiques sont obtenues pour des plantes male-steriles, possédant des
chloroplastes de la méme espece que le noyau et des mitochondries
presentant un systéme de stérilité male approprie.

Le tableau | représente la productivité d'une lignee de choux
sur differents cytoplasmes, (les génotypes z9 ou z 17 sont appropries). Le

tableau 2 represente la productivité d'une lignée de colza sur différents

Cytoplasmes (les génotypes Fu 27, Fu 58 et Fu 85 sont appropries).
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La présente invention a egalement pour objet une sonde
comportant une séquence d'au moins 10 bases, de preference 15 bases} d'une
séquence comprise entre les nucleotides numerotes 928 et 1569 sur la
figure 1 ; ladite sonde peut étre marquee par exemple au moyen d'une base
radioactive ou par tout autre moyen, comme par exemple par fluorescence.
Cette sonde peut étre utilisée pour la mise en evidence de la sterilite male
et peut étre utilisee notamment dans la selection de clones.

Des caracteristiques et avantages de la presente invention

seront mieux mis en evidence dans les exemples suivants.

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE LA SEQUENCE D'ADN RESPON-
SABLE, DE LA STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE OGURA.

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

protoplastes isolés, suivie par la regeneration de la plante entiere. Ce
mode d'obtention permet le melange dans la cellule d'informations
cytoplasmiques provenant des deux parents. Le cybride n® 13 a ete obtenu
parmi 820 plantes réegenerées par fusions de protoplaste entre un cybride
de B. Napus résistant a la triazine, Ogura cms (descendance du cybride 77
decrit dans Pelletier et al., 1983 et Chetrit et al.,, 1985) et la variete
d'origine Brutor, sensible a la triazine, et fertile. Un test de resistance a la
triazine (Ducruet et Gasquez, 1978) realise sur un echantillon de feuille de
chaque régenerant a permis de determiner le type de chloroplaste
(chloroplastes resistants a la triazine provenant du parent 77 ou
chloroplastes sensibles a la triazine provenant de la lignee Brutor). On a
cultivé les plantes et observe le stade de floraison. Les plantes presentant
des combinaisons non parentales (soit sensible/méile sterile ou resistant/
male fertile) ont été sélectionnees comme cybrides. Le cybride n® 13 etait

du type sensible/male sterile. Le cybride | etait du type resistant/male

tertile.
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2. Isolement des acides nucléiques.

L'ADN total a ete isolé a partir de feujlles provenant de
plantes de 4 semaines selon la méthode décrite par Dellaporta (1983).
L'ADN mitochondrial a été extrait de feuilles de plantes agees de 8
semaines ainst qu'ltl a ete decrit par Vedel et Mathieu, 1982, avec les
variantes suivantes
les mitochondries n'ont pas €té purifiées sur gradient de saccharose avant
la lyse, et la lyse a eté realisée dans du sarcosyl a 4%, avec proteinase K
0,5 mg/ml (Boehringer Mannheim GmbH), dans du Tris pH 3, 50 mM, EDTA
20 mM. Apres precipitation, I'ADN mitochondrial a été purifie par
centrifugation en gradient bromure d'éthidium-chlorure de caesium
(methode |- Vedel et Mathieu 1982) dans des tubes de centrifugation en
pollyallomere.

Les ARN totaux ont ete isoles 3 partir de feuilles ou de
bourgeons floraux selon Logemann et al., 1987.

Les ARN mitochondriaux ont été extraits de choux-fleurs ages

de & semaines, selon la technique de Stern et Newton, |986.

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

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

d'electrophorese contenant du formaldehyde tel qu'tl a été décrit par
Sambrook et al., 1989.

4. Hybridation.

Le transfert d'ADN ou d'ARN sur des filtres de nylon
(Hybond-N, Amersham) a été mené par absorption capillaire respectivement
avec 6x35C ou 10xSSPE, suivant les instructions du fabricant. La

prehybridation et I'hybridation ont été conduites selon Ame<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>