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LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES

A : adénine

ADN : acide désoxyribonucléique
ADP : adénosine diphosphate

APS : ammonium persulfate

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate

BN : bleu natif

BSA : albumine de sérum bovin
Bis-tris : bis[2-hydroxyethyl]iminotris
[hydroxymethyl]methane;2-bis[2-
hydroxyethyl]amino-2-[hydroymethyl]-
1,3-propanediol

C : cytosine

°C : degré Celsius

Ci : curie

Cyt ¢ : cytochrome ¢

cm : centimetre

CMS : cytoplasmic male sterility
(stérilité male cytoplasmique)

cpm : coup par minute

dATP : 2'-désoxyadénosine 5'-
triphosphate

dCTP : 2'-désoxycytidine 5'-triphosphate
dGTP : 2'-désoxyguanosine 5'-
triphosphate

dUTP : 2'-desoxyuridine 5'-triphosphate
dNTP : 2'-désoxynucléoside 5'-
triphosphate

DDM : n-dodécylmaltoside

DMSO : diméthyl sulfoxyde

DO : denstité optique

DTT : dithiothréitol

EDTA : acide
éthyléndiaminotétraacétique

EGTA : acide éthyléneglycol-bis-(jB-
aminoéthyléther) N,N,N',N'-tétraacétique
g : unité de gravitation

G : guanine

GTP : guanosine triphosphate

h : heure

HEPES : acide N-
[hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-
ethanesulfonic]

kb : kilobase

kDa : kilodalton

M : molaire

mA : milliampére

min : minute

ml : millilitre

MOPS : acide 3(N-Morpholino) propane
réduit

pH : potentiel hydrogéne

p/v : poids par rapport au volume

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide
NADH : nicotinamide adénine
dinucléotide réduit

NADP : nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate

NADPH : nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit

nm : nanometre

orf: open reading frame (phase ouverte
de lecture)

PAGE : polyacrylamide gel
electrophoresis (électrophorése en gel de
polyacrylamide)

pb : paire de base

PCR : polymerase chain reaction
(réaction en chaine de polymérase)

qsp : quantité suffisante pour

rpm : rotation par minute

s : seconde

SDS : sodium dodécylsulfate

T : thymine

TCA : acide trichloroacétique
TEMED : N, N, N, N'
tetraméthyléthyléne diamine

TDAB : tétradécyltriméthylammonium
Tris : tris hydroxyméthyl aminométhane
urf : unknown reading frame (phase de
lecture inconnue)

UV : ultra-violet

V : volt

v/v : volume a volume

Jg : microgramme

pl : microlitre

pM : micromolaire
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INTRODUCTION

Les systémes de reproduction des plantes supérieures suscitent depuis longtemps
l'intérét des botanistes, des généticiens et des physiologistes pour leur diversité. La
reproduction sexuée est marquée par une trés grande variété phénotypique des organes
reproducteurs, le brassage de l'information génétique par la méiose et l'implication de
mécanismes moléculaires complexes spécifiques a cette fonction. Parmi les especes
végétales pratiquant la reproduction sexuée, plusieurs voies sont utilisées pour la
transmission des génes. Les plantes dioiques portent les fonctions méle et femelle sur des
individus différents alors que les hermaphrodites réunissent sur un méme individu ces deux
fonctions. Certaines espéces végétales font coexister les individus hermaphrodites et
femelles (appelées aussi male-stériles) au sein d'une méme population naturelle. Dans la
plupart des cas étudiés, le caractére male-stérile étant transmis uniquement par la voie
femelle, donc le cytoplasme de l'ovule, ce phénoméne a été appelé stérilité male

cytoplasmique (ou CMS pour cytoplasmic male sterility).

I- PRESENTATION DE LA STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE

1-Généralités sur la CMS

La stérilité male cytoplasmique a été décrite chez plus de 150 espéces végétales
(Laser et Lersten 1972, Levings I1I et Vasil 1995, Mackenzie et al. 1994). La moitié de ces
CMS a été observée dans des populations naturelles, environ 20% sont apparues par des
croisements intraspécifiques et le reste a été obtenu par des croisements interspécifiques
(Frank 1989). Plus récemment des méthodes de fusion de protoplastes entre différents
genres (Rambaud er al. 1993) ou espéces (Kumashiro et al. 1988) végétales ont été
développées, permettant I'obtention de CMS a partir des plantes régénérées. La CMS a été
principalement étudiée au niveau moléculaire sur des espéces végétales cultivées pour

I'intérét qu'elle représente en amélioration des plantes.
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Figure 1 : La CMS utilisée en agronomie. A. La CMS croisée avec une lignée mainteneuse
de la stérilité. B. La stérilité male nucléaire avec ms l'allele récessif de stérilité. C. La
restauration de la CMS pour la production de graines, Rf alléle restaurateur dominant.



1-1-Utilisation de la CMS en amélioration des plantes

La stérilit¢ male cytoplasmique est trés largement utilisée en agriculture pour
'amélioration des plantes et la production de semences. Les plantes male-stériles ne
produisant pas de pollen, elle permet d'éviter I'autofécondation et facilite considérablement
la production de graines hybrides. Afin d'assurer le maintien des lignées males-stériles, les
plantes sont pollinisées avec le pollen de plantes fertiles ne possédant pas de facteur
stérilisant cytoplasmique, ni de géne de restauration (Figure 1A). Le cytoplasme n'étant
transmis que par la voie maternelle, la descendance obtenue en F1 est 100% stérile, ce qui
représente un avantage considérable par rapport aux stérilités nucléaires qui ne produisent
que 50% de male-stérile (Figure 1B). Les croisements récurrents entre les plantes maéle-
stériles (F1) et les lignées maintenant la stérilité permet d'obtenir des couples
CMS/mainteneurs de plantes avec des cytoplasmes différents et un génome nucléaire trés
proche, sélectionné sur des critéres agronomiques.

Dans le cadre d'espéces cultivées pour la production de leurs graines, il est nécessaire
de croiser les CMS avec des plantes capables de restaurer la fertilité. Cette restauration
(Figure 1C) est apportée par le génome nucléaire (Rf7rf) qui vient contrecarrer l'action des
facteurs stérilisant cytoplasmiques et, par conséquent, rétablir la fonction male et la

production de graines.

1-2-La stérilité méle en populations naturelles

La présence de plantes male-stériles coexistant avec des plantes hermaphrodites
n'est pas un phénomene rare dans les populations naturelles, puisqu'elle est, par exemple,
rencontrée chez 7,5 % des angiospermes de la flore européenne (Delannay 1978). 11 est a
noter que dans les populations naturelles, I'étendue de ce phénoméne varie selon les
espéces étudiées (Figure 2).

Le maintien de la stérilité male apparait comme un paradoxe. En effet, les plantes male-
stériles ne pouvant transmettre leurs genes que par les graines sont défavorisées par rapport
aux hermaphrodites qui transmettent leurs génes par deux voies différentes, les graines et

le pollen.



_Espéce Minimum Maximum Références

Daucus carota 0 15 Ronfort, Saumitou-Laprade et al., 1995
Plantago lanceolata 4 22 Van Damme, 1984

Plantago lanceolata 2 31 Krohne, Baker et al., 1980
Plantago coronopus 5 27 Koelewijn, 1993

Geranium maculatum 0 24 Agren & Willson, 1991

Nemophila menziezii 0 26 Ganders, 1978

Scandia geniculata 7 25 Webb, 1979

Gingidia sp. 0 31 idem.

Lignocarpa carnolusa 0 4 idem:

Hebe strictissima 1 34 Delph, 1990

Fuschia excorticata 4 40 Godley, 1955

Bidens sp. 9 44 Sun & Ganders, 1986

Cortaderia richardii 0 53 Connor, 1963

Sarcocomia quinquefiora 0 53 Connor, 1984

Cucurbita foetidissima 21 65 Kohn, 1989

Thymus vulgarnis 5 85 Dommée, Assouad ef al., 1978
Thymus zygis 17 87 Manicacci, 1993

Thymus mastichina 41 99 id.

Beta maritima 19 62 Boutin, Pannenbecker et al., 1987
Beta maritima 0 76 Cuguen, Wattier of al, 1994

Figure 2 : Tableau illustrant la variation du pourcentage de femelles chez quelques espéces
gynodioiques (d'aprés Cuguen et al. 1994).



Différents modéles ont été proposés pour expliquer le maintien de ce polymorphisme
sexuel, avec des taux de femelles aussi élevés. Succinctement, le maintien de la stérilité
méle en population peut s'expliquer par:

- un déterminisme nucléo-cytoplasmique de la stérilité male, avec des facteurs
stérilisants cytoplasmiques et des facteurs nucl€aires restaurateurs de la fertilité male;

- un avantage en fécondit¢ des plantes male-stériles du fait d'une ré-allocation des
ressources de la fonction male et/ou un avantage en survie se traduisant au final par une
production de graines supérieure a celle des hermaphrodites;

- un colt associ¢ a la restauration désavantageant des individus portant les alléles de

restauration.

Dans ce contexte, la CMS apparait moins comme un dysfonctionnement de la
mitochondrie, qu'une caractéristique du régime de reproduction d'un grand nombre
d'espéces. Passée au crible de la sélection naturelle, elle peut étre considérée comme le
fruit d'un conflit d'intérét entre deux génomes transmis de maniére différente: le génome
mitochondrial qui en bloquant la voie male facilite sa propre transmission (dés qu'il y a un
avantage femelle), le génome nucléaire qui contrecarre l'effet stérilisant de la mitochondrie

en rétablissant cette voie male.

2-Exemples détaillés de deux CMS

2-1-CMS T du mais : implication d'une protéine chimérique T-URF13

La stérilité¢ male cytoplasmique du mais Texas a été décrite pour la premiére fois en
1952 par Rogers et Edwardson. Apparue spontanément dans la lignée de mais Golden
June, elle est a ce jour la plus étudiée et les mécanismes moléculaires induisant la stérilité
male sont les mieux compris. Outre la stérilité male, le cytoplasme T confére aussi la
sensibilité aux toxines BmT et PmT des champignons Bipolaris maydis et Phyllostica
maydis, respectivement, ainsi qu'au méthomyl, un insecticide.

La comparaison des profils d'expression protéique mitochondriale entre le
cytoplasme normal (fertile) et le cytoplasme T (stérile) a révélé la présence d'une protéine
additionnelle de 13 kDa dans ce dernier (Forde et al. 1978). Appelée T-URF13 (Texas
unknown reading frame 13 kDa), Dewey (1987) et Wise (1987) montrent qu'elle est codée
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Figure 3 : Organisation chimérique du géne T-urf13
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Figure 4 : Schéma des mécanismes moléculaires de la CMS du mais 7exas et de la restauration. Le
gene T-urfl3 est transcrit (1), puis traduit (2). La proteine T-URF13 s'associe en oligoméres et
s'insére dans la membrane interne mitochondriale (3) pour former une porine. Fermée, elle n'altére
pas le fonctionnement de la mitochondrie. Ouverte par interaction avec un facteur spécifique de
I'anthére ((3)), elle s'ouvre et détruit le gradient électro-chimique mitochondriale. La restauration
réduit le taux de transcrits T-urf13 (Rfl, Rf8, Rf*) et réduit 'accumulation de facteur déclenchant

l'ouverture de la porine (Rf2).



par un géne chimérique créé par recombinaisons intragénomiques associant les séquences
3' non codante du géne de I'ARN ribosomique 26S (rrn26S), 9 codons non identifiés et une
partie de la séquence codante du géne rrn26S (Figure 3). Le géne T-urf13 est co-transcrit
avec l'orf221 (Dewey et al. 1986) qui code pour une protéine conservée dans la plupart des
especes végétales supérieures (Prioli e al. 1993). La protéine T-URF13 posseéderait trois
hélices membranaires et a été localisée dans la membrane interne de 1a mitochondrie. Cette
protéine chimérique s'associe en oligomeéres pour former une porine mitochondriale (Korth
et al. 1991). La présence de T-URF-13 a ¢été détectée dans tous les tissus (Newton et
Walbot 1985) mais elle n'interfére qu'au niveau du développement du grain de pollen.
L'hypothése qu'un facteur spécifique de l'anthére vienne interagir avec la porine T-URF13
a été renforcée par le clonage et l'identification du gene de restauration Rf2 codant pour
une aldéhyde déshydrogénase (Cui et al. 1996). En effet, pendant le développement de
l'anthére la fermentation alcoolique augmente 1'accumulation d'acétaldéhyde dans les tissus
floraux (op den Camp et Kuhlemeier 1997). Cet intermédiaire de la fermentation pourrait
alors étre le facteur déclenchant l'ouverture de la porine T-URF13 et la stérilité male
(Figure 4).

La restauration de la fertilit¢ combine I'action du géne Rf2 avec celle d'un des trois
autres génes de restauration : RfI, Rf8 ou Rf*. Les génes Rf]1 (Wise et al. 1996), RfS et Rf*
(Dill et al. 1997), situés a des locus indépendants, affectent différemment le profil
transcriptionnel de T-urfl3 et diminuent son accumulation. Dans le cas de RfI, son action
permet de réduire de plus de 80% la quantité de protéine URF13 dans les tissus végétatifs
(Kennell et Pring 1989). A ce jour, Rf2 reste le seul géne de restauration cloné (par
transposon-tagging) et séquencé (Cui et al. 1996). La séquence a révélé une forte
homologie avec une aldéhyde déshydrogénase de mammifere, puis de tabac (op den Camp
et Kuhlemeier 1997). L'action de Rf2 n'est pas encore clairement établie. Toutefois sa
fonction potentielle suggére qu'il puisse participer, pendant le développement du pollen, a
la détoxication des intermédiaires de la fermentation alcoolique comme l'acétaldéhyde. Ce
dernier serait alors oxydé en acétate par Rf2 et, n'interférant plus avec la porine T-URF13,
I'intégrité des mitochondries pendant la gamétogénése male serait préservée.

Enfin, alors que RfI n'est présent que trés rarement dans les lignées de mais, le fait
que Rf2 soit présent dans presque toutes (Schnable et Wise 1994) suggére que ce géne soit
impliqué dans des fonctions sans lien avec la restauration de la CMS, comme le

métabolisme énergétique ou la biogenese (op den Camp et Kuhlemeier 1997).



Figure 5 : A. Représentation de 1'orf107 du cytoplasme IS1112C de Sorghum bicolor (L.), d'aprés
Pring et al. (1999). B. Représentation de deux copies du géne codant pour la sous-unité 6 de la
FOF1 ATP synthase du cytoplasme IS1112C de Sorghum bicolor (L.), d'aprés Howad et al. (1997).
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Figure 6 : Schéma des mécanismes moléculaires de la CMS du cytoplasme IS1112C de Sorghum
bicolor (L.) et de la restauration (d'apres Howad ef al. 1999). CMS : la protéine codée par l'orf107
prévient l'editing des transcrits atp6 qui entraine un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
dans l'anthére et la perte de la fonction méle. Restauration : Rf3 clive les transcrits de l'orf107
réduisant ainsi la présence de la protéine ORF107. Les transcrits afp6 sont édités (,) dans I'anthére
sous l'action du geéne Rf4. La protéine ATP6 "restaurée" rétablit le fonctionnement normal de la
chaine respiratoire et la fonction male.



2-2-CMS IS1112C du sorgho : altération de la chaine respiratoire

Le sorgho (Sorghum bicolor L.) est, comme le mais, une espéce cultivée pour ses
graines. La CMS et la restauration sont donc couramment utilisées dans la sélection et la
culture de cette céréale. Plus de sept sources de CMS ont €té identifiées en différenciant les
caractéristiques génétiques de la restauration pour chacune d'elles (Pring et al. 1995,
Worstell et al. 1984, Xu et al. 1995). Certains de ces cytoplasmes ont aussi été caractérisés
par leur ADN mitochondrial.

Le cytoplasme IS1112C, du groupe de CMS A3, est un des mieux caractérisés au
niveau moléculaire. L'analyse du génome mitochondrial a révélé la présence de plusieurs
orf additionnelles (Tang et al. 1996a). Mais l'orf107, un géne chimérique codant
potentiellement pour une protéine de 12 kDa (Figure 5A), a suscité le plus d'intérét du fait
de la modification de son profil de transcription dans les plantes restaurées (Tang et al.
1996b). Par ailleurs, le cytoplasme IS1112C se caractérise aussi par la présence de deux
copies réarrangées du gene codant pour la sous-unité 6 de 'ATP synthase mitochondriale :
atp6-1 et atp6-2 (Figure 5B). Les transcrits afp6 ne sont pas (ou moins) éditées dans les
anthéres des plantes stériles (Howad et Kempken 1997) et dans les plantes restaurées la
fréquence d'éditing a été corrélée avec le taux de grains de pollen viables (Pring et al.
1999). La protéine issue de I'ARN non édité comporterait des changements d'acides aminés
qui ont été, chez I'nomme, identifiés comme responsables de maladies mitochondriales
(Kempken et al. 1998). Toutefois, dans le cas du sorgho, la présence ou non dans l'anthére
de la protéine ATP6 modifiée n'a pas été démontrée. Par conséquent, I'expression de la
CMS a été corrélée soit a I'absence de la sous-unité ATP6 dans 'anthére, soit 4 la présence
de cette sous-unité dont les modifications de séquences seraient incompatibles avec le
fonctionnement de I'ATP synthase mitochondriale.

Le lien entre l'orf107, les deux copies d'atp6 et l'expression de la CMS n'a pas
encore était clairement établi chez le sorgho. Mais l'approche génétique a montré que
l'action de deux genes nucléaires était nécessaire pour la restauration de la fertilité dans
cette CMS. Rf3 semble agir sur le profil transcriptionnel de 1'orf107 et son accumulation
(Tang et al. 1998). Rf4 serait impliqué dans l'éditing des copies du gene atp6
spécifiquement dans l'anthére, peut-étre en inhibant l'action du polypeptide ORF107
(Howad et Kempken 1997, Pring et al. 1998). Howad et al. (1999) proposent un modele
dans lequel le produit du l'orfI07 préviendrait 1'éditing d'atp6 spécifiquement dans



I'anthére ce qui engendrerait un dysfonctionnement de la chaine respiratoire spécifique

a ce tissu et aboutirait a la stérilité male (Figure 6).

3-Particularités de quelques CMS

3-1-Le haricot : orf239

Un fragment de 3 kb (pvs) différenciant les profils de restriction d'ADN
mitochondrial des lignées fertiles et de la lignée stérile "Sprite" de Phaseolus vulgaris a
permis d'isoler I'orf239 propre au cytoplasme stérile (Chase et Ortega 1992). Cette orf code
pour une protéine de 27 kDa (ORF239). Cette protéine est dégradée dans les tissus
végétatifs (Abad 1995) et n'est détectée que dans les tissus de l'antheére au niveau des
couches de callose pendant la gamétogenese male (He ef al. 1995), indiquant par ailleurs,
que la protéine synthétisée est ensuite localisée a I'extérieur de la mitochondrie.

L'action du géne de restauration Fr est irréversible et est associée a la perte d'un
fragment d'ADN mitochondrial subgénomique de 25 kb comprenant 1'orf239 (Janska et
Mackenzie 1993). Un autre mode de restauration semble corréler la diminution du transcrit
de l'orf239 avec la présence du gene de restauration Fr2 (Chase 1994).

He (He et al. 1996) a apporté la preuve définitive de l'implication de 'ORF239
dans I'expression de la stérilité male avec des tabacs transgéniques exprimant la protéine
ORF239 dans l'anthére, avec ou sans adressage mitochondrial. Les transgeénes présentent
des anomalies semblables a celles observées sur les anthéres des fleurs du haricot et sont

male-stériles.

3-2-Le pétunia : urfS

La CMS chez le pétunia a été reliée a la présence d'un geéne de fusion (pcf)
associant des fragments du géne codant pour la sous-unité 9 de I'ATP synthase
mitochondriale (atp9), la sous-unité 2 de la cytochrome ¢ oxydase (cox2) et un fragment
d'origine inconnue (urfS) (Young et Hanson 1987). Le gene pcf est co-transcrit avec la
sous-unité 3 de la NADH:ubiquinone oxydoréductase (nad3) et la protéine 12 de la petite
sous-unité ribosomique (rps/2) (Rasmussen et Hanson 1989). L'orf pcf est traduite en une

protéine de 43 kDa maturée en une protéine de 25 kDa correspond a la région urfS du



géne pcf (Nivison et Hanson 1989). L'action de cette protéine reste énigmatique. Toutefois
sa présence semble modifier le métabolisme mitochondrial des plantes stériles. En effet,
l'activité de l'oxydase alterne reste extrémement faible dans des suspensions cellulaires et
les jeunes anthéres comparées aux plantes fertiles et restaurées (Connett et Hanson 1990).
La restauration semble aussi réduire la quantité de la protéine de 25 kDa dans les organes

males (Nivison et Hanson 1989).

3-3-La féverole

La stérilit¢ male du cytoplasme '447 de Vicia faba n'a pas été corrélée a un
dysfonctionnement mitochondrial, mais a la présence de vésicules membranaires
contenant un ARN double brin de plus de 15 kb dans le cytoplasme des cellules de tous
les tissus des plantes stériles (Lefebvre ef al. 1990). La séquence de cet ARN a révélé qu'il
codait potentiellement pour une hélicase de type viral et une ARN polymérase ARN-
dépendante. Par ailleurs, des homologies de séquence de ces protéines avec une S1-3
glucanase pourrait étre responsable de la stérilit¢ male par interférences avec les
glucanases impliquées dans la formation du dép6t de callose dans I'anthére (Pfeiffer 1998).
L'effet des genes de restauration se traduit par une disparition irréversible de ' ARN double

brin et des vésicules membranaires dans le cytoplasme.

4-Conclusion

Dans beaucoup de cas, la stérilité male cytoplasmique a été associée a un
dysfonctionnement de la mitochondrie pendant la gamétogenése male liée a la présence
d'une protéine mitochondriale additionnelle dans les plantes stériles, souvent codée par un
géne chimérique (Tableau 1). Dans l'ensemble, la moitié¢ de ces polypeptides partage les
mémes caractéristiques: ils ont une taille inférieure a 30 kDa, ils sont hydrophobes et sont
exprimés de facon constitutive. Toutefois, les mécanismes moléculaires de la stérilité male
semblent propres a chaque polypeptide et il est difficile d'établir des régles générales quant

aux modes d'action de ces genes pendant la gamétogenese male.
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Plante Cytoplasme Géne Protéine Références

Haricot sprite orf239 27 kDa (Chase et Ortega 1992, He et al. 1996)
Pétunia petunia-CMS urfS 25 kDa (Nivison et al. 1?34;,7 ;(oung et Hanson
Tournesol PETI orfH522 16 kDa  (Laver et al. 1991, Monéger et al. 1994)
Tabac bigelovii orf38/221 ? (Bergman et al. 1994)
nap orf222/orf139 ? (L'Homme et al. 1997)
Brassicassées polima orf224 25kDa (Handa et al. 1995, Singh et Brown 1993
ogura orfl38 19kDa (Bonhomme et al. 1992, Grelon et al. 199
tounefortii orf263 32kDa (Landgren et al. 1996)
T (Texas) urfl3 13 kDa (Cui et al. 1996, Levings I1I 1993)

Mais (Kamps et al. 1996, Laughnan et Gabay-
Laughnan 1983)
(Dewey et al. 1991, Laughnan et Gabay-

Laughnan 1983)

S (USDA) orf355 42 kDa

C (Charrua) atp6/atp9/cox2 17 kDa

Tableau 1 : Cas des CMS impliquant des génes chimériques.

Par ailleurs, le séquengage complet du génome mitochondrial des végétaux
supérieurs comme Arabidopsis thaliana (Unseld et al. 1997) et récemment Beta vulgaris
(Kubo et al. 2000) a révélé l'existence de nombreuses orfs, souvent de nature chimérique
(Marienfeld et al. 1997), sans lien avec la stérilité méle. La présence d'orfs additionnelles
dans les cytoplasmes stériles n'est donc pas systématiquement associée a la CMS mais
semble €tre simplement le résultat de réarrangements du génome mitochondrial. Enfin,
l'effet pléiotrope des genes de restauration (Li ef al. 1998), qui se traduit dans certains cas
par une modification du profil de transcription de plusieurs génes mitochondriaux sans lien
avec la CMS (Singh et al. 1996, Wen et Chase 1999), rend extrémement difficile
I'dentification des facteurs mitochondriaux impliqués dans l'expression de phénotype

male-stérile sur la seule base de ces critéres.

Chez les plantes d'intérét agronomique, la CMS peut étre aussi la conséquence
d'alloplasmie lorsque la compatibilité entre le cytoplasme et le noyau n'est pas parfaite
apres des croisements intergénériques ou interspécifiques, comme par exemple chez le blé
(Laser et al. 1995), le riz (Kyozuka et al. 1989), le sorgho (Worstell et al. 1984), ou encore
le tabac (Hakansson et Glimelius 1991). La stérilité méle peut apparaitre spontanément lors
de ces croisements traduisant un mauvais fonctionnement du cytoplasme dans un contexte

nucléaire. Les descendants dont les incompatibilités génomiques sont restreintes au
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développement floral sont sélectionnés. Bien que des réarrangements du génome
mitochondrial résultent souvent de ces croisements, dans certains cas le fond nucléaire des
plantes hybrides générées ne permet pas d'assurer l'expression correcte de tous les genes
mitochondriaux, en particulier dans les fleurs. Dans ce cas particulier, la stérilité male
cytoplasmique est plutét associée a une incompatibilité nucléo-cytoplasmique. Les
génes impliqués sont alors souvent des protéines intervenant dans le fonctionnement
normal de la mitochondrie, comme par exemple la sous-unité 1 du complexe IV (COX1)
de la chaine respiratoire chez le blé (Ikeda et Tsunewaki 1996) ou la sous-unité 6 de I'ATP
synthase (ATP6) chez le riz (Iwabuchi et al. 1993). Ces sous-unités absentes ou non
fonctionnelles dans les tissus de la gamétogenése male provoquent un dysfonctionnement

mitochondrial et I'avortement de la production de pollen.

Du fait de la diversité des mécanismes et des génes impliqués dans l'expression de
la CMS et de la restauration, seuls deux traits communs semblent se dégager des études
menées sur le sujet :

@) L'action des facteurs stérilisants est limitée aux tissus de la gamétogenése
male et par conséquent n'altére pas le développement de la plante. Aucune
autre altération du développement que la CMS ne leur est associée.

(i)  Le profil d'expression de ces facteurs (transcrit et/ou protéine) est modifié
par la présence des génes de restauration systématiquement au niveau du

développement de la fleur et parfois aussi dans d'autres tissus.

II - LA MITOCHONDRIE VEGETALE

1-Le génome mitochondrial

La taille du génome mitochondrial chez les plantes varie de 180 kb a 2400 kb
(Ward et al. 1981) selon les espéces contre seulement 16 kb chez 'homme, par exemple.
Mais cette différence n'est pas due a une variation du nombre de génes codés par la
mitochondrie puisqu'il reste relativement proche comparé & la grande différence de taille

entre génomes de différents organismes (Tableau 2).
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Figure 7 : Schéma des recombinaisons du génome mitochondrial par I'intermédiaire des
séquences répétées en orientation directe ou inverse.

POP, NEP-2 Revertant

Figure 8 : Modé¢le des réarrangements mitochondriaux permettant le passage entre les
différents types mitochondriaux chez le haricot (POP NEP-2, lignée de départ; G08063/CMS-
Sprite, lignée stérile; WPR-3 83-1, lignée révertante). Les sous-cercles génomiques
prédominants sont en traits pleins, les sous-cercles sous-stcechiométriques sont en pointillés.
R1 et R2 sont les séquences répétées. D'apres Janska ef al. (1998).



A. thaliana®  B. vulgaris° M. polymorpha®  H. sapiens”

Complexe I 9 9 8 7
Complexe II 0 0 2 0
Complexe I1I 1 1 1 1
Complexe IV 3 3 3 3
Complexe V 4 4 4 2
Protéines ribosomales 7 6 13 0
ARNSs ribosoriaux 3 3 3 2
ARNSs de transferis i8 18 23 22
Autres 12 14 9 0
Nombre total de génes 57 58 66 37
Taille du génome (pb) 366 924 368 799 186 608 16 569

Tableau 2 : Composition génique et tailles des génomes mitochondriaux de différents
organismes. '(Unseld ez al. 1997) %(Kubo et al. 2000) *(Oda et al. 1992) *(Crews et al.
1979).

Les différences de tailles observées dans le génome mitochondrial des plantes sont
dues a la présence de nombreuses séquences redondantes, répétées, souvent non-codantes,
mais aussi d'ADN exogenes d'origines chloroplastique, nucléaire, voire non identifiés qui
représentent plus de 90% du génome chez A.thaliana, par exemple.

Les séquences répétées sont a lorigine des réarrangements inter- et intra-
génomiques qui peuvent se traduire par une délétion ou une inversion de grands fragments
du génome mitochondrial selon leur orientation (Figure 7). Du fait de leur haute activité
recombinatoire, elles sont en grande partie responsables de la diversité des types
mitochondriaux rencontrés au sein d'une espéce. En plus du cercle maitre, le génome
mitochondrial comprend aussi une population de sous-cercles génomique, maintenue dans
la mitochondrie en sous-steechiométrie (Small er al. 1987). Ces sous-cercles recombinent
entre eux par les séquences répétées qu'ils contiennent et peuvent aussi réintégrer le cercle
maitre et retrouver une steechiométrie normale (Bellaoui et al. 1998, Small et al. 1989). Par
ailleurs, Janska et al. (1998) propose un modele expliquant le passage entre trois types
mitochondriaux (fertile, stérile et révertant) chez Phaseolus vulgaris (Figure 8), en faisant
seulement intervenir la répartition stcechiométrique de la population des (sous-) cercles
génomiques. Enfin, He ef al. (1995) montrent que les réarrangements et les proportions
relatives de ces sous-cercles sont dépendants du contexte nucléaire.

Parallelement & ces grandes séquences répétées, I'ADN mitochondrial renferme aussi
des séquences répétées de plus petites tailles (d'une dizaine & quelques 100 de paires de

bases) (Hartmann et al. 1994), moins active en recombinaison, mais qui sont présumées
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étre a l'origine de recombinaisons entre génes et a la formation des orfs chimériques (Vedel
et al. 1994).

Le génome mitochondrial des plantes posséde donc une organisation complexe de
part sa grande taille, sa plasticité et la présence des sous-cercles génomiques. Il contient
aussi de nombreuses orfs parfois impliquées dans la CMS mais souvent de fonction
indéterminée. Enfin, bien que les séquences d'origines de réplications n'aient pas encore été
définies, les observations en microscopie €lectronique d'ADN mitochondrial végétale
(Chenopodium album) tendent & montrer qu'il se réplique par rolling-circle (Backert et al.

1996).

2-Expression du génome mitochondrial

L'expression du génome mitochondrial est essentiellement sous le contrdle de
facteurs nucléaires. En effet, aucun facteur de transcription ni d' ARN polymérase ne sont
codés par la mitochondrie. Seules quelques protéines, relative a I'expression génomique,
(RPL et RPS) et ARNs ribosomaux (rrn), ainsi qu'une partie des ARNSs de transfert (ARNt)
sont codés par la mitochondrie. Le reste des facteurs est codé par le noyau et importé dans
la mitochondrie. Les profils de transcription pour un géne mitochondrial donné ont la
particularit¢ d'étre souvent complexes, composés de plusieurs transcrits de tailles
différentes. Ceci s'explique par la présence de plusieurs sites d'initiation et de terminaison
de transcription pour un seul géne (Lupold et al. 1999) ainsi que l'existence de maturations
post-transcriptionnelle, par clivage (Hanic-Joyce et Gray 1990). La nature des profils de
transcription varie en fonction du génome nucléaire associé.

Les ARNs mitochondriaux sont édités, ce qui se traduit par la désamination d'une
cytosine en uridine (Blanc er al. 1995). La réaction inverse (U en C) a été trés rarement
décrite. L'analyse compléte des transcrits mitochondriaux d'A. thaliana (Giege et
Brennicke 1999) a révélé 456 sites d'éditing C en U (aucun U en C) dont seulement 15
localisés hors séquences codantes. La plupart de ces substitutions induisent des
changements d'acides aminés (425 sur 441) qui tendent globalement a augmenter
I'hydrophobicité des protéines mitochondriales. Le nombre de site d'éditing est
extrémement variable d'un gene a l'autre puisqu'il peut aller de zéro a 62.9 sites par
kilobase (par exemple pour coxI et l'orf 2 de la biogenese du cytochrome ¢ (cch2),

respectivement). Par ailleurs, 1'éditing peut aussi étre a l'origine de la formation du codon
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ATG de départ (Kadowaki et al. 1995) ou du codon STOP (Hernould et al. 1992) des
phases de lecture. Enfin, Grosskopf et Mulligan (1996) ont montré que la population de
transcrits pour un géne donné était composée de transcrits complétement et partiellement
édités. La proportion de transcrits partiellement édités dépend du géne, du tissu et du stade
de développement de la plante. Ces auteurs suggerent que l'éditing peut aussi étre un

facteur de régulation post-transcriptionnel.

Les ARNs mitochondriaux peuvent aussi étre maturés par des événements
d'épissage en cis ou en trans. Le premier correspond a l'élimination de séquences non-
codantes séparant des séquences codantes (exon) sur un transcrit. Le deuxiéme consiste a
assembler plusieurs transcrits (précurseurs) de fagon a reformer l'orf entiére d'un géne
(Wissinger et al. 1992).

Si tous les ARNs matures (édités et non-édités) peuvent étre engagés dans les
processus de traduction, les protéines synthétisées issues d'ARN partiellement ou non
édités, ne sont pas fonctionnelles et/ou sont rapidement dégradées. Grohann et al. (1994)
montrent que les séquences peptidiques (N-terminale et internes) obtenues a partir des
protéines NAD9 purifiées par immunoprécipitation proviennent uniquement de transcrits
édités alors que seulement 50% du pool de transcrits nad9 sont édités. De méme chez le
pétunia, des anticorps dirigés contre une séquence peptidique déduite de la séquence non-
éditée du transcrit azp6 ne donnent aucun signal en Western-blot alors que la quantité de
transcrits atp6 partiellement édité est 2.5 fois supérieure a celui des transcrits édités (Lu et
Hanson 1994). Par opposition, Phreaner et al. (1996) montrent avec un anticorps
spécifique de "RPS12 non-éditée" que la protéine est synthétisée et accumulée. Cependant,
elle ne serait apparemment pas fonctionnelle puisqu'elle n'est pas assemblée dans les
ribosomes. Enfin, rappelons le cas de la CMS du sorgho ou I'éditing des transcrits du géne
atp6 peut étre tissu spécifique et varie de fagon qualitative et quantitative en fonction du

contexte nucléaire (voir § 2-2).

3-Le métabolisme mitochondrial

3-1-Aspects de la biochimie de la mitochondrie

Le génome mitochondrial code pour une petite partie des protéines impliquées dans

sa propre expression, la biogenése et les fonctions métaboliques mitochondriales. La
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Figure 9 : Shéma général du métabolisme mitochondrial et des interactions entre les organelles
et le noyau (d'aprés Mackenzie et McIntosh 1999).

ND IN : NADH déshydrogénase interne

ND EX : NADH déshydrogénase externe

ND I : Complexe I, NADH :ubiquinone oxydoréductase

SDH II : Complexe II, succinate déhydrogénase

bel 11T : Complexe II1, cytochrome bc/

COX IV : Complexe IV, cytochrome ¢ oxydase

AOX : oxydase alterne

UQ : ubiquinone

¢ : cytochrome ¢

TCA : cycle des acides tricarboxyliques, cycle de Krebs

ROS : espéces oxygénées réactives

OAA : oxaloacétate

2-0G : 2-oxoglutarate



plupart des protéines présentes dans la mitochondrie sont codées par le noyau et importées
dans la mitochondrie grace a un peptide d'adressage mitochondrial souvent situé dans la
partie N-terminale. La coordination entre la mitochondrie et le noyau est donc primordiale
pour assurer le bon fonctionnement cellulaire et de l'organisme en général (Figure 9).

Si la premiére fonction attribuée a la mitochondrie est la production d'énergie via le
cycle de Krebs et surtout la phosphorylation oxydative, la premiére étape de ces deux voies
métaboliques, la glycolyse, est située dans le cytoplasme en dehors de la mitochondrie.
Elle s'accompagne de la production de deux molécules de pyruvate, de NADH et d'ATP
pour chaque molécule de glucose dégradée. Le pyruvate peut-étre transformé en
acétaldéhyde puis en alcool par la voie de la fermentation alcoolique ou bien peut pénétrer
dans la mitochondrie ot il est oxydé en acétyl-coenzyme A, premiére molécule entrant
dans le cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques ou cycle de l'acide citrique).
Au bilan, le cycle de Krebs libére du CO., produit 2 molécules d'ATP, 6 molécules de
NADH et deux molécules de FADH, La réaction permettant la formation de FADH, est
directement liée aux transferts d'électrons vers le pool d'ubiquinones associé a la chaine
respiratoire, puisque la réduction du FAD couplée a l'oxydation du succinate sont deux
fonctions attribuées au complexe II de la chaine respiratoire. Enfin, le NADH produit entre
dans la chaine respiratoire par les NADH déshydrogénases (voir § 4-2).

Le cycle de Krebs fournit donc des substrats pour les complexes de la chaine
respiratoire (succinate et NADH), et ses intermédiaires, qui entrent ou sortent de la
mitochondrie par simple diffusion ou grace a des transporteurs spécifiques membranaires,
sont des substrats utilisés dans I'ensemble du métabolisme cellulaire comme par exemple la
gluconéogénése (oxaloacétate (OAA), malate), la biosynthése des acides aminées (2-
oxoglutarate (2-OG), isocitrate) et des acides gras. Si le cycle de Krebs est situé a un
carrefour métabolique impliquant l'ensemble du métabolisme mitochondrial dans le
métabolisme cellulaire, la production massive d'ATP donc d'énergie, est attribuée a la

chaine respiratoire par la phosphorylation oxydative.

3-2-La chaine respiratoire mitochondriale

La chaine respiratoire est composée de 4 complexes auxquels vient s'ajouter I'ATP

synthase, appelée aussi complexe V, ancrés dans la membrane interne de la mitochondrie.
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Figure 10 : Représentation de la chaine respiratoire mitochondriale (adapté de Siedow et
Umbach 1995). Les fleches rouges représentent les transferts de d'électrons. Les fleches bleues
représentent les transferts de protons. Ext. et Int., NAD(P)H externes et internes; AOX, oxydase
alterne; Q, pool d'ubiquinones; ¢, cytochrome c.



Mis a part le complexe II, tous les complexes sont constitués de sous-unités codées par le

noyau et la mitochondrie (Tableau 3).

Nombre de sous-unités |Complexel Complexe II Complexe Il Complexe IV Complexe V

Nucléaires >21 4 9 7 >9
Mitochondriales (nom) 9 (nad) 0 (sdh) 1 (cob) 3 (cox) 4 (atp)
Totales >30 4 10 10 >13

Tableau 3 : Nombre de sous-unités par complexe et leur origine chez A. thaliana

La phosphorylation oxydative se traduit par un transfert d'électrons du complexe I
vers le complexe IV, issus de I'oxydation de différentes molécules. Ce transfert d'électrons
s'accompagne de consommation d'oxygéne moléculaire et de production d'ATP par le
complexe V qui utilise le gradient électrochimique de proton généré par la translocation de
ceux-ci par les complexes I, III et IV de la matrice vers I'espace intermembranaire (Figure
10).

Le complexe I (NADH:ubiquinone oxydoréductase) est le plus grand des complexes avec
une masse moléculaire comprise entre 900 et 1000 kDa. Il catalyse I'oxydation du NADH
formé dans la matrice mitochondriale par le cycle de Krebs en NAD", Cette réaction
s'accompagne d'un transfert d'électrons vers l'ubiquinone et de protons dans l'espace
intermembranaire. L'ubiquinone (Q) est une molécule lipo-soluble circulant dans la
membrane interne mitochondriale.

Le complexe II (succinate:ubiquinone oxydoréductase ou succinate déshydrogénase,
SDH) est un des composants du cycle de Krebs qui couple l'oxydation du succinate en
fumarate avec la réduction du FAD en FADH, et le transfert d'électrons vers l'ubiquinone.
Le complexe II ne transfert pas de proton vers I'espace intermembranaire.

Le complexe III (ubiquinone cytochrome ¢ oxydoréductase, ou cytochrome bcl) transfert
les €lectrons du pool d'ubiquinone vers le cytochrome c. Cette réaction s'accompagne de la
translocation de protons vers l'espace intermembranaire et de la production d'OH et
d'especes oxygénées réactives (ROS, pour Reactive Oxygen Species). Le cytochrome ¢ (c)
est une petite protéine soluble de 12,5 kDa localisée dans 'espace intermembranaire. Par
ailleurs, le complexe III posséde aussi une activité protéasique impliquée dans les
mécanismes d'import mitochondrial (Braun et al. 1992).

Le complexe IV (cytochrome ¢ oxydase) est l'accepteur final du transfert d'électrons.
L'oxydation du cytochrome c¢ s'accompagne du transfert de protons vers l'espace

intermembranaire et de la réduction d'O; en H,;O.
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Le complexe V (FoF,-ATP synthase) ne participe pas au transfert d'électron mais utilise le
gradient électrochimique généré par la translocation de protons par les complexes I, III et
IV pour produire de I'ATP a partir d'ADP et de phosphate inorganique (Pi). Il est composé
d'un corps multimérique membranaire (Fo) associé 4 une téte multimérique localisée dans

la matrice.

Par opposition aux mammiferes, la chaine respiratoire chez les plantes (mais aussi
champignons, levures) comporte deux particularités :

1) La présence de NAD(P)H déshydrogénases additionnelles situées de part
et d'autre de la membrane interne et de ce fait appelées déshydrogénases
internes ou externes, I'activité de ces derniéres peut étre calcium dépendante
(Ca*") (Douce et al. 1973).

(i) La présence d'une oxydase alterne (AOX) permettant le transfert des
d'électrons a partir du pool d'ubiquiones directement vers de 1'0; de la
matrice qui est alors réduit en H,O. L'activation de cette voie dépend de
nombreux facteurs environnementaux (froid, blessure, milieu pauvre en
phosphate...) et semble aussi régulée de fagon post-traductionnelle par un
effecteur allostérique (pyruvate) et par son degré d'oxydation.

Ces deux voies alternes ne participent pas au transfert de protons vers l'espace
intermembranaire et par conséquent a la production d'ATP par la voie de la

phosphorylation oxydative.

4-Exemples de dysfonctionnements de la chaine respiratoire

4-1-Les mutants mitochondriaux

L'étude détaillée des fonctions des protéines codées par le génome mitochondrial
est difficilement accessible puisqu'il n'existe pas encore de moyen technique permettant de
transformer génétiquement les mitochondries végétales. Toutefois, quelques cas de

mutants mitochondriaux ont été décrits chez la plante.

Chez le tabac (Nicotiana sylvestris), les CMSI et CMSII ont été obtenues a partir
de plantes régénérées issues de cultures de protoplastes (Chetrit et al. 1992, Li et al. 1988).
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L'analyse du génome mitochondrial a révélé que des réarrangements avaient abouti dans
les deux cas a des délétions contenant une partie ou I'ensemble du géne nad7 (Chetrit et al.
1992, Pla et al. 1995). L'absence des sous-unités NAD7, NAD9 et d'une protéine de 38
kDa codée par le noyau appartenant au complexe I a été corrélée a une déficience grave de
l'activité de ce complexe. Par ailleurs, les voies alternes (NAD(P)H déshydrogénases
internes et externes, et oxydase alterne) semblent plus sollicitées chez ces mutants qui, en
plus de la stérilité maile (totale ou partielle selon la photopériode), ont une croissance

fortement ralentie (Gutierres et al. 1997).

Chez le mais, les mutants NCS (non chromosomal stripe) sont apparus
spontanément dans les lignées de mais cultivés. Ils possédent un phénotype particulier
puisque leurs feuilles présentes des rayures jaunes et vertes, et s'accompagne souvent de
déficiences des fonctions reproductrices. Les délétions affectant différents génes
mitochondriaux sont souvent extrémement délétéres pour la plante qui ne peut survivre
qu'en associant des mitochondries normales aux mutées (hétéroplasmie).

Les mutants NCS2 présentent une délétion du géne nad4 (Marienfeld et Newton
1994). Alors que la plupart des mutants NCS ne survivent qu'au travers 1'hétéroplasmie,
des lignées quasi-homoplasmes de NCS2 ont été obtenues. Elles possédent un complexe 1
partiellement assemblé qui conserve une activit¢ NADH déshydrogénase réduite (Karpova
et Newton 1999). Les plantes présentent de graves anomalies développementales, ont des
feuilles vert pale et sont femelle et male stériles.

Les mutants NCS3 et NCS4 ont des délétions dans les génes codant pour des
protéines ribosomales (RPS3 et RPL16) (Newton et al. 1996). Ils présentent aussi de
graves anomalies du développement. Les plantes poussent lentement, sont déformées,
restent petites, et les feuilles et les tiges sont nécrosées.

Les mutants NCS5 et NCS6 ont une délétion partielle du géne cox2 résultant dans
l'absence de la protéine dans les mitochondries mutées (Lauer ef al. 1990). Les plantes ne
survivent qu'en hétéroplasmie ol le taux global de transcrits cox2 est réduit de moitié
(Newton et al. 1990). Cette mutation semble aussi avoir un impact sur le fonctionnement
du chloroplaste et altere sévérement le développement et les capacités reproductrices de la
plante (Gu et al. 1993).

Chez le blé (Triticum aestivum), des lignées alloplasmiques obtenues par
croisement intergénérique avec Aegilops columnaris portant le cytoplasme recombinant

U?, présentent une stérilité male partielle ainsi qu'une réduction de croissance associées a
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une déficience de la cytochrome ¢ oxydase de la chaine respiratoire (Ikeda et al. 1994).
L'analyse du génome mitochondrial a révélé des réarrangements autour des genes cox/ et
cox3. Aucun transcrit correspondant au géne cox] n'a été détecté et la quantité de la sous-
unité COX2 est réduite de 70% impliquant probablement une réduction de la quantité du

complexe IV et les altérations phénotypiques observées (Ikeda et Tsunewaki 1996).

4-2-Les mutants transgéniques et nucléaires

Dans l'optique d'étudier 1'importance de I'éditing dans la mitochondrie, Hernould et
al. (1993) ont transformé les noyaux de protoplastes de tabac avec la séquence du gene
atp9 de blé éditée ou non-éditée (Hemould er al. 1992), fusionnée avec la pré-séquence
d'adressage mitochondrial du géne cox4 de levure. Les plantes transgéniques obtenues ne
présentaient pas d'anomalie du développement mais les lignées possédant la version non-
éditée d'atp9 étaient totalement ou partiellement male-stériles. Les auteurs suggérent que la
protéine issue du transgéne non-édité interfére avec la protéine ATP9 native. Ceci
engendrerait un dysfonctionnement de I'ATP synthase mitochondriale et donc une baisse
de la production d'ATP. Seul les tissus de la gamétogenese male nécessitant le plus
d'énergie seraient affectés. La fertilité est restaurée en introduisant dans les plantes
exprimant déja arp9 non-édité, I'ARN anti-sens réduisant considérablement le niveau des

transcrits atp9 non-édité (Zabaleta et al. 1996).

Heiser et al. (1997) ont introduit dans des plants de pomme de terre un anti-sens
visant a réprimer l'expression du géne nucléaire codant pour la sous-unité de 55 kDa du
complexe I de la chaine respiratoire. Dans les plantes transgéniques, le taux de transcrit
pour cette protéine de 55 kDa chute de 50% et la quantité de protéine de 33%. Les plantes
conservent un développement et une croissance normales mais la production de pollen
viable est réduite de 90% dans certains des transgenes analysés. Ici aussi une déficience

énergétique dans les tissus reproducteurs serait a l'origine de la stérilité male.

Récemment Brangeon et al. (2000) ont décrit des mutants nucléaires de Nicotiana
sylvestris (NMS1, pour Nuclear Male Sterility I) affectant I'épissage du premier intron des
transcrits nad4 de la sous-unité 4 du complexe 1. L'analyse en électrophorése bi-

dimensionnelle des protéines mitochondriales a révélé que l'expression de plusieurs

20



protéines (codées par la mitochondrie ou le noyau) était affectée. Par ailleurs, les plantes

présentent aussi des anomalies dans le développement et 1a production de pollen.

HI - BILAN ET DISCUSSION

L'analyse des CMS utilisées en agriculture a permis dans beaucoup de cas de mettre
en évidence des séquences du génome mitochondrial codant pour un polypeptide
potentiellement impliqué dans I'expression de la stérilité male. En particulier dans le cas du
mais (T-urfl13) et du haricot (orf239), 1'¢tude moléculaire a permis de proposer des
hypothéses quant a l'origine génétique de ces séquences et les mécanismes de la stérilité
male. Dans ces deux cas, les mécanismes conduisant a la CMS semblent extrémement
différents (voir § 2-1 et § 3-1).

Les mécanismes de la restauration et I'identification des génes impliqués
représentent une approche privilégiée pour I'étude des interactions noyau/mitochondrie
mais aussi des mécanismes physiologiques de la gamétogeneése maile. Ici aussi des
mécanismes différents apparaissent propres a chaque systéme de restauration. Par exemple,
chez le mais les génes de restauration réduisent 'expression du facteur stérilisant dans la
plante mais semblent aussi "adapter”" le métabolisme biochimique de l'anthére 1ié a la
production d'intermédiaire de la fermentation, a la présence de la porine T-URF13. Par
contre, chez le haricot la restauration par le géne Fr élimine de fagon irréversible le
fragment d'ADN mitochondrial contenant orf239 stérilisante. De fagon moins drastique
chez le colza, I'action du geéne de restauration Rfo réduit l'accumulation de I'ORF138 dans
les anthéres (en dégradant la protéine ORF138), rétablissant ainsi le fonctionnement
normal de l'anthére et la fertilité male (Bellaoui et al. 1999). La restauration semble donc
adapter le métabolisme de l'anthere a la présence des facteurs stérilisants ou bien réduit,
voire élimine, ces facteurs de fagon a rétablir un métabolisme normal.

Par opposition a la CMS, les dysfonctionnements mitochondriaux décrits chez des
mutants de la chaine respiratoire se révelent trés souvent extrémement délétéres (§ 5). De
ce fait, ils disparaitraient certainement sous la pression de la sélection naturelle et ne sont
maintenus qu'en laboratoire. Que ce soit au travers de la mitochondrie ou du noyau, les
mutations affectant les génes impliqués dans la chaine respiratoire mitochondriale se

traduisent sur la plante, quand elle survit, par de sévéres anomalies du développement et
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des déficiences du systeme de reproduction. Par ailleurs, plusieurs indications sembleraient
relier le développement floral 3 une forte activité mitochondriale. Par exemple chez le
mais, Lee et Warmke (1979) dénombrent en microscopie électronique 20 a 40 fois plus de
mitochondries dans les cellules du tapis et les cellules sporogénes que: dans les autres
organes. Chez le tournesol (Smart ef al. 1994) et le pétunia (Conley et Hanson 1994) le
taux de certains transcrits et de certaines protéines appartenant & des complexes de la
chaine respiratoire augmente considérablement dans les tissus de l'anthére suggérant ici
aussi que la demande en énergie pendant la gamétogenése male soit plus grande que dans
les tissus végétatifs. Enfin, rappelons, que dans le cas des plants de pomme de terre
transgéniques, ol le complexe I n'est que partiellement déficient (voir §5-2, (Heiser et al.
1997)), seule la formation du pollen est affectée. Ceci suggere que les premiers tissus
affectés par une baisse de la production d'énergie par la chaine respiratoire soient ceux de

I'anthére.

IV -GENERALITE SUR LA BETTERAVE ET VARIABILITE CYTOPLASMIQUE

1-Introduction sur la betterave (Beta vulgaris)

Les betteraves forment un genre assez diversifié au sein des Chenopodiaceae.
Quatre sections bien différenciées ont été distinguées dans le genre Beta: sections Beta,
Corollinae, Nanae et Procumbentes. Une révision récente amene a la distinction de trois
especes dans la section Beta : Beta vulgaris, Beta patula et Beta macrocarpa (Letschert
1993). Les betteraves cultivées appartiennent toutes a l'espéce Beta vulgaris. Elles y
sont désignées sous le nom de Beta vulgaris ssp. vulgaris. Les diverses formes sauvages
sont rassemblées au sein de Beta vulgaris ssp. maritima et Beta vulgaris ssp. adanensis.

Toutes les formes de Beta vulgaris, cultivées ou sauvages sont totalement interfertiles.

Beta vulgaris est une espece nitrophile dont les populations naturelles sont
rencontrées sur l'ensemble du pourtour méditerranéen, en Turquie et au Moyen-Orient
jusque vers le continent indien. Vers le Nord et 1'0uest, I'espece est présente le long des
cotes de 1'Europe Occidentale jusqu'au Danemark et le Sud de la Suéde ainsi que sur le

pourtour des Iles Britanniques. Dans la partie Nord-Ouest de son aire de répartition, Beta
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Figure 11 : Localisation et fréquence de 12 groupes de mitotypes de Befa vulgaris en France
(d'aprés Cuguen ef al. 1994).

80 1
0% f =
=
T =2
S 40 f— 5 Femelles
E Hermaphrodites
o 30 4
g
8
E 20 4
o
z
10 ‘ H
. . A e o
e . A E G ) c F - | J
Mitotypes

Figure 12 : Association entre phénotypes sexuels et types mitochondriaux (d'apreés Cuguen ef
al. 1994).



vulgaris ssp. maritima justifie pleinement sa dénomination maritime car elle est rencontrée
dans une étroite bande cotiére.

Les espéces classées dans la section Beta présentent un systtme de reproduction
hermaphrodite, autogame, sauf Beta vulgaris ssp maritima qui est allogame et auto-
incompatible. C'est une espéce gynodioique, c'est a dire que des individus hermaphrodites
et femelles (male-stériles) peuvent coexister au sein d'une méme population. C’est une

espece anémophile.

2-Variabilité mitochondriale au sein de Beta vulgaris

La variabilité mitotypique de Beta vulgaris en population naturelle étudiée aux
travers de profils RFLP ou de profils de restriction ' ADN mitochondrial a été décrite par
différents auteurs (Halldén er al. 1988, Jassem 1985, Mann et al. 1989, Saumitou-Laprade
et al. 1991). Le laboratoire GEPV a établi une classification de groupes mitochondriaux
basée sur les profils RFLP obtenus avec différentes sondes mitochondriales. Parmi une
dizaine de sondes testées (atpA, cob, coxI-3, atp6, atp9, pBv3, pBv4, et ToN2), les trois
sondes révélant le plus de polymorphisme entre les profils d'hybridations ont été retenues:

atp6 (ATP synthase sous-unité 6) : correspond au fragment d'’ADN mitochondrial

contenant le géne atp6 isolé chez le mais (Dewey et al. 1985).

pBv4 (plasmide Beta vulgaris n°4) : est un fragment d'ADN issu d'une banque

génomique d'ADN mitochondrial du type CMS Owen (Saumitou-Laprade ez al.

1993b).

ToN2 (Type "O" n°2) : est le fragment de restriction EcoRl1 de I'ADN

mitochondrial du type Nv de 12.5 kb isolé en gel d'agarose (Cuguen et al. 1994).

Les profils RFLP combinés de ces trois sondes ont permis, 4 ce jour, de distinguer
23 groupes de mitotypes dans les différentes populations de betteraves sauvages du littoral
frangais et de la péninsule ibérique (Desplanque et al. 2000).

La fréquence des différents groupes de mitotypes déterminée dans les populations
frangaises est extrémement variable d'une population de betteraves sauvages a l'autre
(Figure 11). Sur l'ensemble des populations les types Nv (28%), 4 (23%) et B (25%) sont

ceux rencontrés en plus haute fréquence.
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Parmi les différents groupes analysés chez les betteraves sauvages, quatre ceux sont
révélés fortement associés au phénotype male-stérile (Figure 12): E, G, H et Sv (Cuguen et
al. 1994).

Le type Sv (ou Owen) rencontré a un niveau cryptique en population naturelle est le
principal type mitochondrial utilisé dans les programmes de sélection de betteraves
sucrieres dans le monde.

Les mitotypes associés a la stérilit¢ male les plus fréquents rencontrés en
populations naturelles sont les types E, puis le type G. L'origine cytoplasmique de ces
stérilités males a été confirmée par croisements réciproques sur les types E ou G avec des
lignées de betteraves sucricres fertiles (type Nv). Ces deux cytoplasmes sont aujourd'hui
exploités dans les programmes de sélection de betteraves cultivées.

Le type H est rencontré de fagon cryptique mais est aussi fortement associé au
phénotype male stérile et de ce fait il aussi potentiellement un cytoplasme stérilisant

(Laporte et al. 1998).
Remarque : Récemment, le séquengage complet du génome de la betterave sucriére fertile

(Kubo et al. 2000) a permis de "replacer physiquement" sur sa représentation graphique les

sondes utilisées dans la détermination des groupes mitochondriaux (Annexe I).

3-Les différentes CMS dans la betterave sucriére

3-1-La CMS Owen de Ia betterave sucriére

Le cytoplasme Owen décrit pour la premiére fois par F.V. Owen en 1945 (Owen
1945) est la principale source de CMS utilisée en création variétale. Les nombreuses études
moléculaires menées ces 15 derniéres années montrent une grande différence entre le
génome mitochondrial de la CMS Owen et leurs mainteneurs associés. En effet, les profils
de restriction d'ADN mitochondrial et les profils obtenus en Southern-blot entre ces deux
cytoplasmes sont extrémement différents. La comparaison des cartographies completes du
génome mitochondrial de la CMS Owen (Kubo et al. 1999) et d'un mitotype fertile (Kubo
et al. 1995a) a confirmé qu'un grand nombre de réarrangements intra-génomiques séparait

ces deux mitotypes. Cette divergence rend difficile l'identification d'un fragment de
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restriction spécifique de la CMS Owen et son implication dans I'expression de la stérilité

male.

Le méme probléme se pose avec les ARN messagers mitochondriaux pour lesquels
les profils d'expression de la plupart des génes analysés sont différents entre les deux
cytoplasmes : coxl, cox2, cox3, atpA, atp6, nadl-a (Dudareva et al. 1991, Saumitou-
Laprade et al. 1993a, Xue et al. 1994). Toutefois, Kubo ei ai. {1552) décrivent un effet des
génes de restauration sur les profils d'expression du gene cox/ décelé uniquement dans les
fleurs de betterave. En effet, les profils obtenus en Northern-blot avec une sonde cox! entre
deux plantes fertiles et CMS Owen sont différents, mais le profil obtenu avec une plante
restaurée sur Owen est identique A celui de la plante fertile. Les auteurs décrivent des
substitutions nucléotidiques dans la partie 5' non codant de cox/ et montrent que le
transcrit est modifié en 5' dans les boutons floraux des plantes stériles Owen.

Mais il faut souligner que la betterave sucricre est cultivée pour sa racine et non pas
pour ses graines. Les lignées CMS/mainteneur entretenues dans les programmes de
sélection ont des fonds nucléaires proches. Par contre, les lignées restaurées introduites
dans les différentes études sont souvent basées sur des fonds nucléaires différents. Par
conséquent, il est difficile de faire la part dans les variations observées dans les profils
d'expression des plantes restaurées entre un effet du fond nucléaire et un effet réel des

genes de restauration.

La comparaison des profils d'expression protéique obtenus en synthése in organello
entre les deux cytoplasmes n'a pas permis de mettre en évidence de variation strictement
associée au cytoplasme Owen. L'absence de deux polypeptides de 21 et 32 kDa décrite par
Boutry et al. (1984) dans la CMS Owen ne s'est pas révélée systématique dans les profils
d'expression obtenus sur ce cytoplasme (Halldén et al. 1992, Lind et al. 1991). Les profils
de synthese in organello décrits par Lind et al. (1991) montrent des variations quantitatives
de certains produits de synthése dans les différents organes de la plante (racines, feuilles,
fleurs) mais ne trouvent aucune variation strictement associée au cytoplasme Owen.

Nous avons comparé les profils d'expression mitochondriale du cytoplasme Owen et
de son mainteneur en synthése in organello avec des mitochondries de feuilles. Nous avons
utilisé 3 couples de lignées de betteraves basées sur des fonds nucléaires différents de
fagon a pourvoir différencier un effet du fond nucléaire et une réelle spécificité

cytoplasmique. Afin d'augmenter la résolution de la séparation des produits de synthése
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Figure 13 : Répartition des différentes populations de betteraves maritimes analysées dans
lesquelles le cytoplasmes G a été rencontré (d'apres Desplanque ef al. 2000). Les cercles
pleins rouges indiquent la présence de la CMS G.



mitochondriale, ils ont été séparés en électrophorése acide/base. Cette technique offre une
meilleure séparation des protéines hydrophobes et nous a permis de distinguer une
cinquantaine de produits de synthése au lieu des 25-30 habituellement obtenus en
électrophorése 4 une dimension. La comparaison des profils d'expression protéique des
cytoplasmes Owen et de son mainteneur ont révélé des variations indécelables en
électrophorése a une dimension. Toutefois aucune d'entre elles n'a pu étre spécifiquement
associée a la CMS Owen et ont plutdt été corrélées a un effet du contexte nucléo-
cytoplasmique sur l'expression du génome mitochondrial en synthése in organello (ce

travail réalisé dans le cadre de cette thése fiit I'objet de 'article joint en annexe II).

A ce jour, aucune orf ni polypeptide mitochondrial n'a pu étre spécifiquement
attribué a la CMS Owen et les mécanismes moléculaires responsables de la stérilité male

dans ce cytoplasme restent inconnus.

3-2-Le cytoplasme G, nouvelle source de CMS et état des lieux

Différentes sources de CMS ont pu étre obtenues par mutagenese par irradiation
aux rayons y (Kinoshita 1976) mais la principale source de CMS pour les betteraves
sucriéres reste les populations naturelles de betteraves maritimes (Boutin et al. 1987,
Halldén et al. 1988, Jassem 1985, Mann et al. 1989, Sadoch et Goc 1997, Saumitou-
Laprade et al. 1993b).

Les CMS E et G ont été introduites en betteraves cultivées comme sources
alternatives de stérilité a la CMS Owen. Mis a part les données écologiques obtenues de
part leur origine naturelle, les mécanismes moléculaires de ces CMS ont a ce jour été peu
étudiés.

Le cytoplasme G a une aire de répartition géographique vaste et on le rencontre
dans la plupart dés populations des betteraves maritimes en France et sur la péninsule
ibérique (Figure 13). La fréquence de la CMS G rencontrées dans les populations
naturelles peut varier de 0 a 15% (Cuguen et al. 1994). L'étendue géographique de sa
distribution suggere que l'apparition de cette CMS en population naturelle ne soit pas un
phénomene récent.

L'introduction de la CMS G dans les programmes de sélection de betteraves

sucriéres nous a permis de travailler sur des lignées cultivées avec des fonds nucléaires
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proches, constituant des paires quasi-isogéniques et possédant les cytoplasmes G (stérile)

ou Nv (fertile).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les mécanismes moléculaires de la stérilit¢ male cytoplasmique ont & ce jour
surtout été étudiés sur des espéces végétales cultivées et les facteurs de sélection de ces
cytoplasmes stérilisant sont évidemment liés a un intérét agronomique. On peut alors ce
demander si de telles plantes, altérées dans leur fonction maéle, peuvent se maintenir en
milieu naturel ? En réalité, la CMS a été décrite dans de nombreuses espéces végétales en
population naturelle comme le thym, la carotte, le plantain ou la betterave. Alors que les
résultats obtenus en génétique des populations semblent confirmer les modéles
mathématiques qui prédisent que le maintien de la CMS en milieu naturelle nécessite un
avantage sélectif, peu d'études ont été menées au niveau moléculaire sur l'identification des
facteurs stérilisant d'une CMS d'origine naturelle.

Les études menées ces 10 dernieres années au laboratoire GEPV sur les populations
naturelles de betteraves maritimes ont permis de mettre en évidence une grande diversité
mitotypique au sein de cette espéce. Dans les populations naturelles de betteraves
hermaphrodites, la présence d'individus maéle-stériles a permis, parmi les 23 groupes de
mitoypes recensés, d'identifier trois sources de CMS : E, G et H. Les CMS E et G sont
aujourd'hui utilisées comme nouvelles sources de stérilité pour la betterave sucriére.

A ce jour le déterminisme moléculaire de l'expression de la stérilité male
cytoplasmique chez ces betteraves sauvages n'a pas été identifié. La diversité mitotypique
entres les plantes fertile et stérile rend extrémement complexe la comparaison au niveau
génomique et transcriptionnel.

L'objectif de cette thése est de déterminer les caractéristiques moléculaires du
cytoplasme stérilisant G issus des populations naturelles de betteraves sauvages au travers
de I'étude de son expression protéique mitochondriale.

Nous avons dans un premier temps caractérisé le phénotype floral de la CMS G
(Chapitre II, partie I).

Nous avons ensuite mis en évidence la présence des polypeptides mitochondriaux
spécifiques de la CMS G. Ces polypeptides ont été identifiés et caractérisés (Chapitre 11,
partie II). A

Enfin, nous avons étudié¢ l'impact des modifications protéiques observées sur le

fonctionnement de la mitochondrie dans le cytoplasme stérilisant G (Chapitre II, partie III).
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CHAPITRE I : MATERIELS ET METHODES

I- MATERIEL VEGETAL

1-Betteraves cultivées (Beta vulgaris ssp. vulgaris)

Les différentes lignées de betteraves sucriéres utilisées dans cette étude ont été
fournies par I'INRA de Dijon. Les caractéristiques des CMS et de leurs mainteneurs

associés (Nv) sont décrits dans le Tableau ci-dessous :

Lignée  Cytoplasme associé Fond nucléaire Nombre de back-cross Phénotype

Q525 Ny 564 8 Fertile
Qo525 CMS G' 564 7 Stérile
Po89 CMS Owen 564 7 Stérile
Q518 Nv 126 11 Fertile
Qo518 CMS G 126 10 Stérile
Qo515 CMS Owen 126 11 Stérile
P435 Nv 2558 5 Fertile
Po435 CMS G* 2558 5 Stérile
Q535 Nv 2766 6 Fertile
Qo535 CMS G' 2766 6 Stérile
N11 Nv 93 7 Fertile
Nol1l CMS Owen 93 7 Stérile
Po8 CMSE 93 6 Stérile
Q1 Nv 148 9 Fertile
Qol CMS Owen 148 9 Stérile
Qo2 CMSE 148 7 Stérile

Description des lignées de betteraves sucriéres utilisées (localisation géographique de
l'origine de la CMS G : ' St Nazaire, * ile de Batz).

Les coupes histologiques de boutons floraux ont été réalisées par Anne-Marie Faber
sur des betteraves sucrieres fertile (Nv) ou stérile (G) de la lignée Q535. Le principe de la
méthode est d'abord de fixer les tissus dans du paraformaldéhyde 4%, glutaraldéhyde 0.1%
(pH 7.2), puis de les déshydrater par des bains successifs d'éthanol en augmentant

progressivement de 30% a 100% le degré de 'alcool. Enfin, les tissus sont enrobés dans la
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résine qui, aprés polymérisation, est découpée au microtome (1 ou 2 pm). Les coupes sont
colorées au bleu de toluidine et observées au microscope optique en immersion.

Dans toute cette étude, lorsque le fond nucléaire n'est pas précisé, il s'agit de la
lignée Q535 (CMS G, Nv), qui a été principalement utilisée dans les différentes

expériences.

2-Betteraves sauvages (Beta vulgaris ssp. maritima)

Les betteraves sauvages utilisées dans cette étude sont issues de la descendance
maternelle d'une betterave maritime male-stérile sur le cytoplasme G, récoltées en
population naturelle dans la région de Bages (Aude) en 1995 et caractérisées pour leur type
mitochondrial et leur phénotype floral (males-stérile et fertilité male restaurée). Le
cytoplasme G a été dans un premier temps caractérisé par la technique RFLP (atp6, pBv4,
ToN2) utilisée au laboratoire GEPV puis, par les marqueurs moléculaires plus spécifiques
décrits dans cette these (nad9, cox2).

Les colorations de grains de pollen au vert d'Alexander ont été réalisées par
Marianne de Paepe. Les plantes analysées proviennent d'une descendance issue du
croisement contr0lé d'une plante femelle sur G avec une plante hermaphrodite restaurée sur
G. Les deux plantes du croisement proviennent de la méme descendance maternelle
prélevée in situ en 1995 sur une plante femelle sur G d'une population de betteraves

maritimes de Bages (Aude).

II - METHODES D'ANALYSES PROTEIQUES

1-Préparation des mitochondries

La méthode utilisée pour la purification des mitochondries et les syntheses in

organello est celle décrite par Boutry ef al. (1982).
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1-1-Solutions

Solution de stérilisation :
NaCl : 1% (p/v)
Hypochlorite de calcium : 1% (p/v)
Tween 20 : 0.1% (p/v)
Conserver la solution a 4°C

Milieu d'homogénéisation :

Sucrose : 0.4 M

Tris: 1 mM

EGTA : 5mM

pH 8.0 (HCI)
Aliquoter en 10 fois 100 ml, autoclaver (doux) et stocker a 4°C (plusieurs mois)
Ajouter avant 'utilisation (pour 100 ml):

BSA (sans acide gras) : 1% (p/v)

Polyvinipyrimidol (soluble) : 0.1% (p/v)

B-mercaptoéthanol : 40 pl

Milieu de suspension :

Mannitol : 0.4 M

KH,POy4 : 10 mM)

pH 7.2 (KOH)
Aliquoter en 10 fois 50 ml, autoclaver (doux) et stocker a 4°C (plusieurs mois)
Ajouter avant 'utilisation BSA : 0.5% (p/v)
Gradients de Percoll (gradients de 4.5 ml)

Les trois solutions de concentration de Percoll sont préparées comme indiqué ci-
dessous. Les différentes couches de Percoll sont coulées avec une pipette pasteur dans des
tubes TST60 (Beckman) dans l'ordre : 21%, 45% et 13.5%. Les gradients sont conservés

verticalement dans la glace jusqu'a leur utilisation.

Composition des gradients de Percoll:

[Percoll] Percoll 100%  Saccharose 1 M H,O stérile BSA
45% 2.25ml 1.25 mi 1.5 ml 0.025¢g
21% 2.1 ml 2.5ml 5.4 ml 005¢g
13.5% 1.35ml 2.5ml 6.15ml 0.05¢g

1-2-Méthode

Tout le matériel utilisé pour la préparation des mitochondries est stérile et conservé

a4°C.

31



2-3 g de jeunes feuilles de betteraves sont incubées 3 minutes dans 250 ml de
milieu de stérilisation a 4°C sous agitation. Les feuilles sont ensuite rincées a l'eau milli-Q,
essorées et placées dans du papier absorbant dans la glace.

Les feuilles sont broyées dans 20 ml de milieu d'homogénéisation par 3 impulsions
de 1, 4 et 3 secondes dans un broyeur électrique. L'homogénat est filtré sur 4 couches de
miracloth et centrifugé 30 secondes a 6000 rpm dans un rotor JA-17 (Beckman). Le
surnageant est transvasé dans des tubes propres et centrifugé 12 minutes a 14000 rpm (JA-
17).

Le culot est alors repris délicatement dans 1 ml de milieu de suspension et placé sur
un gradient discontinu de Percoll pour une ultracentrifugation de 30 minutes & 20000 rpm.
Les mitochondries sont récupérées a l'interface 21%/45% du gradient de Percoll, diluées
dans 1.5 ml de milieu de suspension pour ¢éliminer I'excés de Percoll et centrifugées 10
minutes a 14000 rpm (centrifugeuse Eppendrof). Le culot de mitochondries est finalement
repris dans 20 pl de milieu de suspension.

A ce stade, les mitochondries sont immédiatement utilisées pour les synthéses in
organello et les tests d'activités enzymatiques ou éventuellement stockées a —20°C pour les

analyses protéiques en gels par électrophorése.

2-Synthése in organello

2-1-Solutions

Milieu de synthése :
KH,PO4 : 5 mM
GTP:2mM
Mannitol : 0.4 M
KCl: 60 mM
Dithiothréitol :2 mM
Hepes : 50mM
MgCl : 10 mM
Malate : 10 mM
Pyruvate : 1 mM
ADP (sel de K*) : 4 mM
Meélange d'acides aminés a 25 uM chacun (alanine, asparagine, valine, glutamine,
leucine, aspartate, isoleucine, glutamate, proline, lysine, phénylalanine, arginine,
tryptophane, histidine, glycine, sérine, thréonine, cystéine, tyrosine)
pH 7.0 (KOH)
Filtrer sur millipore 0.22 pum, aliquoter en 10 fois 1 ml et stocker & —80°C (1 mois).
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Avant l'utilisation ajouter (pour un 1 ml) :
BSA (sans acide gras) : 0.1% (p/v)
Erythromycine :0.4% (p/v) (dissout dans 1'ethanol)
L-[*°S}-méthionine (redivue, Amersham): 1 pl (15 pCi)

Milieu d'arrét :
Sucrose : 0.4 M
L-méthionine : 12 mM
KH,PO4 : 10 mM
pH 7.0 (KOH)
Aliquoter en 20 fois 5 ml et stoker a —20°C (plusieurs mois).

2-2-Méthode

Les mitochondries fraichement préparées sont incubées 1 heure a 25°C dans 110 pl
de milieu de synthése sur plaques agitantes (150-200 rpm) afin de maintenir une bonne
oxygénation du milieu pendant la synthése. Le marquage des protéines in organello est
interrompu par ajout de 500 ul de milieu d'arrét contenant un excés de méthionine non
marquée. Deux aliquots de 20 pl sont prélevés pour le comptage de radioactivité
incorporée.

Les synthéses sont centrifugées 10 min & 14000 rpm. Les culots sont repris dans 20

pl de tampon de suspension puis stockés a —20°C.

2-3-Expérience de "pulse-chase"

Un échantillon de mitochondries fraiches est réparti entre deux synthéses.

Le "pulse" est obtenu a partir de la premiére synthese in organello arrétée apres 7
minutes de marquage. Cette bréve synthése permet de conserver intacte une partie des
précurseurs marqués pendant la syntheése.

La "chasse" est obtenue avec la deuxieme synthése en ajoutant, 7 minutes apres le
début du marquage, 10 pl de milieu de synthése modifié avec 250 mM de L-méthionine
froide (concentration finale 25 mM). L'incubation est poursuivie 40 minutes puis arrétée
avec le milieu d'arrét.

Les protéines marquées pendant les 7 premieres minutes de synthése sont maturées

pendant les 40 minutes de "chasse". La méthionine froide, 1000 fois plus concentrée que la
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°S-méthionine, réduit considérablement la synthése de protéines marquées tout en

permettant la maturation des précurseurs.

2-4-Comptage de la radioactivité incorporée

Les aliqucis de 20 pl prélevés apreés les synthéses sont déposés sur des rectangles
de papier Whatman 3MM de 1 x 1.5 cm préalablement saturés avec 50 ul de TCA (20%
p/v)/méthionine (50 mM). Les papiers séchés sont portés a ébullition dans une solution de
5% de TCA. Ils sont placés 3 minutes dans du TCA (5%) et lavés 2 fois 3 minutes dans
une solution éthanol:éther (1:1), puis 2 fois 3 minutes dans de 1'éther pur. Ils sont ensuite
séchés et placés dans des tubes a scintillation avec 3 ml de mélange scintillant Luma Safe
(Lumac LSC). Les échantillons sont alors analysés par un compteur a scintillation (LS1701

Analyser, Beckman).

3-Dosage de la quantité de protéine

Afin de réduire la contamination par la BSA présente dans tous les milieux de
préparation des mitochondries, les culots mitochondriaux sont resuspendus dans 1.5 ml de
milieux de suspension sans BSA et centrifugés 10 minutes a 14000 rpm. L'opération est
effectuée 3-4 fois.

La quantité de protéines est déterminée par la méthode de dosage de Bradford
(1976) réalisée dans un volume de 1 ml. Les échantillons sont lus en microplaque de
titration (350 pl par puits) par un lecteur de microplaques a 595 nm. Une gamme étalon de

BSA de 1 a2 7 pg de protéine est réalisée.
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4-Electrophoréses en gels de polyacrylamide

4-1-Gel dénaturant en présence de SDS (SDS-PAGE)

4-1-1-Composition du gel

Le gel est composé de deux parties. La partie supérieure est le gel de concentration
a 4% d'acrylamide. La partie inférieure est le gel de migration constitué d'un gel a4 15%

d'acrylamide ou d'un gradient continue de 12%-17% d'acrylamide.

Solution d'acrylamide (100 ml):
Acrylamide (30% p/v) : 30 g
Bis-acrylamide (0.8% p/v) : 0.8 g
La solution est désionisée une nuit a 4°C & l'obscurité en présence de résine échangeuse
d'ions (AG 501-X8D, BioRad)
L'acrylamide est filtré sur miracloth et stocké a I'obscurité a 4°C (plusieurs mois)

Tampon pour le gel de concentration 4x :
EDTA : 8 mM
Tris: 0.5 M
SDS : 0.4% (p/v)
pH 6.8 (HCI)

Tampon pour le gel de migration 4x :
EDTA : 8 mM
Tris1.5M
SDS : 0.4% (p/v)
pH 8.8 (HCI)

Composition des gels d'acrylamides :

Acryl./bis.  Tampon de Tampon de APS
[gel] 30%/0.8% migration x 4 concentration x 4 H0 gy, Temed
15% 18 ml 9 ml - 88ml 200ul 18 pl
12% 7.2 ml 4.5 ml - 6.2ml 100ul 9pl
17% 10.2 ml 4.5 ml - 32ml 100l 9l
Concentration 1.2 ml - 2ml 47ml 100pul 9pul

Les gels de migration sont coulés verticalement dans un systeme de cuve a
électrophorése Strudier SE400 (Hoefer) avec des intercalaires de 1.5 mm. Le gradient
12%-17% est coulé avec un appareil a gradient relié & une pompe péristatique. Apres

polymérisation, le gel est surmonté du gel de concentration.
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4-1-2-Préparation des échantillons

Tampon de solubilisation 3x:
Tris : 80 mM
SDS : 2% (p/v)
Glycérol : 10% (p/v)
Bleu de bromophénol : 0.005% (p/v)
pH 6.8 (HCI)
Ajouter 1% (p/v) de dithiothréitol avant utilisation.

Les échantillons de protéines sont solubilisés 10 minutes & 37°C dans le tampon de
solubilisation (ajusté a 1 fois concentré avec H,0) puis centrifugés 5 minutes a 14000 rpm.

Le surnageant est chargé sur le gel d'électrophorése.

4-1-3-Conditions d'électrophoréses

L'électrophorese est conduite 3 40 mA pendant environ 5 heures ou & 10 mA pour
une migration sur la nuit (environ 16 heures). Les cuves anode et cathode sont remplies
avec le méme tampon de migration (Tris 50 mM, glycine 0.4 M, EDTA 2.5 mM, SDS
0.2% (p/v), sans titrage du pH).

4-1-4-Conditions de transfert

Le gel est transféré par electroblotting sur membrane de nitrocellulose ou PVDF
(pour séquencage protéique uniquement) 2 heures a 500 mA immergé dans le tampon de
transfert (Tris 25 mM, glycine 0.2 M, méthanol 20%, SDS 0.4%, sans titrage du pH).

Les membranes correspondant aux synthéses in organello sont séchées et exposées

2 a 3 semaines sur des films BioMax MR.

4-2-Electrophorése a deux dimensions base/acide (SDS/TDAB-PAGE)
L'électrophorése a deux dimensions base/acide est basée sur la méthode décrite par

Penin et al. (1984). Elle permet une meilleure séparation des protéines hydrophobes que

'électrophorése a deux dimensions classique (iso-électro-focalisation/SDS-PAGE). En
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effet, la présence de détergents, anionique (SDS) ou cationique (TDAB), dans les deux
dimensions permet un meilleure solubilisation des protéines et le changement de pH entre
les deux gels (pH 8.8 pour SDS et pH 3.0 pour TDAB) se traduit par une variation
conséquente de la distance de migration des protéines selon leur nature.

La premiére dimension consiste en une électrophorése dénaturante d'un gradient

continu d'acrylamide 12-17% en présence de SDS (§ 4-1).
4-2-1-Composition du gel acide
La deuxiéme dimension consiste en l'électrophorese d'un gel acide (pH 3.0) en
présence de TDAB. Le gel est constitué d'un gradient continu d'acrylamide 10-16% coulé

dans un systéme de cuve Protean II xi Cell (BioRad) avec des intercalaires de 2.5 mm.

Composition du gel migration:

Acryl./bis. H,0 KH,PO, acide FeSO, TDAB H;0;
[gel] 30%/0.8% 2 1.5M,pH 2.0 ascorbique 1% 0.003% 0.175M 0.03%
10% 12.6 ml 16.1 ml 1.9ml 2.9 ml 2.9ml 0.5 ml 1 ml
16% 20.1ml 8.6 ml 1.9 ml 2.9 ml 2.9ml 0.5 ml 1 ml

Composition du gel de concentration a partir des solutions stock (10 ml) :
KH,PO4 (0.5 M, pH 4.0) :2.52 ml
TDAB (0.175 M) : 0.2 ml
H,0 : 7.28 ml
Agarose (0.8% p/v) : 0.08g

4-2-2-Préparation des échantillons

Apres la premiére dimension, des bandes d'environ 5 mm de large sont découpées
dans le prolongement des puits ou ont €té déposés les échantillons. Aprés 4 incubations de
15 minutes dans du tampon de dénaturation (sucrose 0.25 M, TDAB 35 mM, KH,PO4 100
mM, pH 4.0, B-mercapto-éthanol 1.6% (v/v), vert de malakite 0.001% (p/v)), les
bandelettes sont déposées horizontalement au sommet du gel acide puis scellées avec une

solution chaude de tampon de dénaturation avec 0.8% d'agarose chaud.
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4-2-3-Conditions d'électrophorése acide

Le gel est placé dans du tampon de migration (glycine 75 mM, TDAB 0.125%, pH
3.0 (H;POy)) pour une migration d'environ 16 heures a 50 V constant.

Dans les conditions d'électrophorese acide les protéines sont chargées positivement.
Elles migrent donc de l'anode vers la cathode. Il faut donc inverser les branchements "plus”

et "moins" aux bornes de la source de courant.

4-2-4-Conditions de transfert acide

Le transfert est effectué dans les conditions décrites en 4-1-4 dans du tampon de
transfert acide (glycine 85 mM, méthanol 20%, TDAB 0.4%, pH 3.0). Les branchements

aux bornes de la source de courant doivent étre inversés (§ 4-2-3).

4-3-Gel non-dénaturant (bleu natif PAGE)

Le gel non dénaturant permet de séparer les protéines en conservant 1'intégrité des
complexes composés de plusieurs sous-unités. Il permet de séparer des complexes dont Ia
taille peut atteindre 1000 kDa. La méthode utilisée pour séparer les complexes

mitochondriaux est celle décrite par Jansch et al. (1996).

4-3-1-Composition du gel

Le gel de migration est composé d'un gradient continu d'acrylamide 5-12%
surmonté d'un gel de concentration. Le gel est coulé avec un appareil & gradient dans un

systéme de cuve d'électrophorese Strudier (Hoefer) avec des intercalaires de 1.5 mm.

Tampon gel natif 3x :
Acide amino-caproique : 1.5 M
Bis-tris :150 mM
pH 7.0 (HCI)
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Composition du gel :

Acryl./bis. Tampon . APS
[gel] 48%/1.5% gelnatifx3 Oweerol  H.O 4 TEMED
5% 1.8 mi 6 ml - 10.1ml 80l 8 ul
12% 3.6 ml 5ml 3g 4.3 ml 50 pl 5ul
Concentration 0.6 ml 2.5ml - 433ml 60 pl 6 ul

4-3-2-Préparation des échantillons

Apres une centrifugation de 10 minutes a 14000 rpm, le culot de mitochondries est
resuspendu dans 5 volumes de tampon "AcA" (EDTA 50 mM, acide amino-caproique 750
mM, bis-tris 50 mM, pH 7.0). Les échantillons de protéines sont solubilisés par I'ajout de 1
volume de n-dodécylmaltoside (DDM) 10% (1.66% au final) et laissés 30 minutes a 4°C. 1
volume de Serva Blue G 5% est alors ajouté avant une ultra-centrifugation de 30 minutes a
100000 g (Airfuge, 30 psi). Le surnageant contenant la fraction solubilisée des protéines

est chargé sur le gel.

4-3-3-Conditions d'électrophorése

Pour I'électrophorese en gel natif la composition des tampon de migration de la
cuve correspondant a la cathode (haut) est différente de celle correspondant a 1'anode (bas).
Afin de préserver l'intégrité des complexes protéiques séparés pendant 1'électrophorése, la
migration s'effectue a 4°C.

Une premicre migration d'l heure a 100 V permet aux protéines d'entrer dans le gel.

Le reste de la migration s'effectue & 250 V constant pendant environ 16 heures.

Tampon pour cathode :
Tricine : 50 mM
Bis-tris : 15 mM
Serva blue G : 0.02% (p/v, dissout dans méthanol)
pH7.0
Le tampon est filtré sur une couche de papier Whatman 3MM et stocké a 4°C.

Tampon pour anode :
Bis-tris : 50 mM
pH 7.0
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4-3-4-Conditions de transfert

Avant le transfert du gel sur membrane de nitrocellulose ou PVDF, le gel est incubé

30 minutes dans du tampon de transfert (§ 4-1-4).

4-3-5-Deuxiéme dimension dénaturante : (bleu natif/) SDS-PAGE

La composition des complexes protéiques séparés en électrophorése non-
dénaturante peut étre analysée par une deuxiéme électrophorese dénaturante (SDS-PAGE).

Apres migration, le gel natif est incubé 3 fois 30 minutes dans le tampon de
solubilisation (x 1) utilisé pour les échantillons des gels SDS-PAGE. Des carrés
correspondants aux complexes isolés sont ensuite découpés dans l'acrylamide et placé au
sommet d'un gel SDS-PAGE 15% ou 12-17%. Ils sont scellés par une solution chaude de
tampon de migration (SDS-PAGE) avec 1% d'agarose. Les conditions de migration sont

décrites au paragraphe 4-1-3.

5-Coloration des protéines

5-1-Coloration des gels de protéines
5-1-1-Coloration au bleu de Coomassie
Apres électrophorese, le gel est fixé 30 minutes dans une solution d'acide acétique
10% et méthanol 40% puis coloré une heure dans une solution de bleu de Coomassie
(Coomassie brillant blue G-250 0.25% (p/v), acide acétique 10% (v/v), méthanol 40%
(v/v)). La décoloration est obtenue par plusieurs bains successifs dans la solution d'acide
acétique/méthanol 10%/40%.

5-1-2-Coloration au nitrate d'argent

Avant la coloration au nitrate d'argent, le gel est abondamment rincé par plusieurs

bain dans I'eau MilliQ.
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Le gel est traité 1 minute dans une solution de Na,S,0;, 5 H>O (0.2 g/1) puis rincé 3
fois 20 secondes a l'eau MilliQ. Il est ensuite incubé dans une solution d'AgNO; (2 g/l),
formaldéhyde (0.750 ml de 37% HCOH/1) pendant 20 minutes et rincé 10 secondes a l'eau
MilliQ. Enfin, 'image latente des protéines marquées a l'argent est révélée par une solution
de Na,COj; (60 g/1), formaldéhyde (0.500 ml de 37% HCOH/I), Na,S,0s, 5 H,O (0.004
g/1). La coloration est arrétée par deux bains de 2 minutes a l'eau MilliQ et un bain dans

une solution de glycine 5%.
Le gel peut-étre décoloré par un bain de 2-3 heures dans une solution de K3Fe(CN)e
(1 g/1) et Na,S203, 5 H,O (1.6 g/l), puis abondamment rincé a I'eau MilliQ.
5-2-Coloration des membranes aprés électro-transfert
5-2-1-Coloration a l'amido-black
Apres l'¢lectro-transfert, la membrane est directement immergée 5-10 minutes dans
une solution d'amido-black (1 g/l), acide acétique 5%, méthanol 20%. La décoloration est
obtenue par plusieurs bain a l'eau MilliQ ou plus rapidement avec une solution d'acide
acétique 5%, méthanol 20%.
5-2-2-Coloration au Rouge Ponceau
Apres 1'électro-transfert, la membrane est directement immergée 5-10 minutes dans
une solution de Rouge Ponceau 0.5%, acide acétique 3%, puis décolorée par plusieurs bain

a l'eau MilliQ. Cette méthode est utilisée pour les membranes destinées aux immuno-

détections.

6-Immunodétection des protéines (Western-blot)

Apres transfert, la membrane peut étre colorée au Rouge Ponceau (§ 5-2-2) ou bien
directement incubée 2 heures dans le tampon de blocage (TBS, Tween 20 0.5% (p/v), lait

écrémé 3% (p/v)), puis lavée 3 fois dix minutes dans la solution de ringage (TBS, Tween
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20 0.1%, lait écrémé 0.5%). La membrane est ensuite placée 1 heure en présence du
premier anticorps dilué dans la solution de ringage (voir condition d'utilisation ci-dessous).
La solution contenant l'anticorps peut étre récupérée et stockée a 4°C pour un usage a court
terme. La membrane est rincée 3 fois 10 minutes et placée 1 heure en présence du
deuxiéme anticorps dilué au 1/10000 (anti-lapin ou anti-souris couplé avec la phosphatase

alcaline (kit Chemiluminescence Blotting Substrate (POD), Roche).

Tampon TBS 10x :Tris24.2 g
NaCl:80¢g
pH 7.6 (HCI)

Conditions d'utilisation des anticorps:

Quantité de

Anticorps Dilution potéine chargée Organisme Type Origine Référence

antiCOX2 1/10000 5-10 pg mais polyclonal  lapin (Kumar ef al. 1995)

antiNAD9 1/10000 5-10 ug blé polyclonal lapin  (Lamatina et al. 1993)
Sauromatum

antiAOX  1/100 50-100 pg monoclonal souris  (Elthon er al. 1989b)

guttatum

7-Mesure des activités enzymatiques

7-1-Obtention de particules submitochondriales

Le culot de mitochondries fraichement préparées est resuspendu dans 100 pl de
NaH,PO4 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7.2, puis soniqué 3 fois 10 secondes. Le tube est

refroidi quelques secondes dans la glace entre chaque sonication.

7-2-Activité NADH:ubiquinone oxydoréductase (Complexe I)

7-2-1-Mesure de l'oxydation du NADH

La méthode utilisée est celle décrite par Leterme (1993), adaptée. Le milieu
réactionnel contient du NaH,PO4 50 mM, EDTA 1 mM, n-dodécyl-maltoside 0.05% (p/v),
duroquinone 100 uM (solution stock 10 mM dans éthanol), NADH 100 pM. La réaction
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est amorcée par l'addition de 50 pg de particules sub-mitochondriales. L'oxydation du
NADH est mesurée a 340 nm 4 25°C (enapu = 6.23 mM".cm").
L'activité du complexe I est spécifiquement inhibée par l'addition de 60 puM de

roténone dans le milieu réactionnel.
7-2-2-Mesure de la réduction du cytochrome ¢

La méthode utilisée est celle décrite par Mannella (1987) adaptée. Le milieu
réactionnel contient d u NaH,PO4 50 mM, EDTA 1mM, cytochome ¢ 0.1% (p/v), n-
dodécylmaltoside 0.05% (p/v), KCN 1 mM, NADH 100, pH 7.2. La réaction est amorcée
par 'addition de 50 pg de particules sub-mitochondriales. La réduction du cytochrome ¢

est mesurée a 550 nm a 25°C.

L'activité du complexe I est spécifiquement inhibée par l'addition de 60 uM de

roténone dans le milieu réactionnel.

7-3-Activité cytochrome c oxydase (Complexe IV)

La méthode utilisée est celle décrite par Tolbert (1968) adaptée. Le milieu
réactionnel contient du NaH,PO, 50 mM, EDTA 1 mM, cytochome ¢ réduit par la
dithionite (hydrosulfite de sodium) 0.1% (p/v), n-dodécylmaltoside 0.5% (p/v), pH 7.2. La
réaction est amorcée par I'addition de 10 pg de particules sub-mitochondriales. L'oxydation
du cytochrome ¢ est mesurée a 550 nm a 25°C (gcyic = 21 mM’l.cm'l).

La réaction enzymatique est inhibée par 1 mM de cyanure de potassium (KCN).
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III - METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

1-Analyses des acides nucléiques : ADN

1-1-Extraction d'ADN total de plante

L'extraction est réalisée d'aprés la méthode décrite par Dellaporta ef al. (1983). Les
feuilles de betteraves récoltées (1 g) sont immédiatement congelées dans l'azote liquide
puis broyées jusqu'a l'obtention d'une poudre fine. Le broyat est versé dans 10 ml de
tampon d'extraction (Tris 100 mM, NaCl 500 mM, EDTA 50 mM, PVP 2% (p/v), pH 8.0)
et vigoureusement agité avant d'ajouter 10 ul de p-mercapto-éthanol et 1 ml de SDS 20%.
Le mélange est incubé 20 minutes a 65°C. Apreés l'incubation, 2 ml d'acétate de potassium
5 M sont ajoutés. Le mélange est délicatement homogénéisé et placé 15 minutes dans la
glace avant d'étre centrifugé 20 minutes a 12000 g a 4°C. Le surnageant est filtré au travers
deux couches de Miracloth et additionné de 10 ml d'isopropanol. Aprés homogénéisation,
I'ADN est précipité 1 heure a —20°C. L'ADN est culotté par une centrifugation de 5
minutes a 20000 g, le surnageant est éliminé et le culot est séché avant d'étre repris dans 5
ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). L'ADN est de nouveau précipité par
addition d'un volume isopropanol (5 ml) et 1/10 de volume (0.5 ml) de d'acétate de sodium
(3.3 M), homogénéisé et placé 1 heure a —20°C. Aprés une centrifugation de 30 minutes a
20000 g, le surnageant est éliminé, le culot d'ADN est alors séché puis lavé 2 fois a
1'éthanol 70% glacé, séché, avant d'étre repris dans 0.5 ml de TE (Tris 10 mM, EDTA, 1
mM, pH 8.0). L'ADN est aliquoté puis stocké a 4°C (a court terme) ou ~20°C (long terme).

1-2-Digestion d'ADN
2 pg d'ADN sont digérés sur la nuit avec différentes enzymes de restriction dans le

tampon appropri€é, en présence de spermidine (10 mM) a la température recommandée par

le fabriquant. Dix unités d'enzyme sont utilisées par microgramme d'ADN.
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1-3-Electrophorése de gel d'ADN

Apres digestion, 1/6 de volume de bleu de charge (6x) est additionné. Les
échantillons sont directement chargé sur un gel d'agarose 0.8% dans du TAE (1x). La

migration s'effectue sur la nuit 3 30 Vouen 4 heuresa 80 V.

Tampon de charge 6x :
Bleu de bromophénol : 0.25%
Xyléne cyanol : 0.25%
Glycérol : 30%
EDTA 10 mM

TAE 10x:
Tris : 400 mM
Acétate de sodium : 200 mM
EDTA : 20 mM
NaCl : 180 mM
pHS8.0

1-4-Transfert de gel d'ADN

Les gels d'ADN sont transférés sur une membrane de Nylon (Biodyne A, Poll) sous
vide a 50 mbar dans un vacuum-blotter Vacugene XL (Pharmacia Biotech). Avant le
transfert, le gel est trait¢ 10 minutes dans la solution de dépurination (HC1 0.25 N), 10
minutes dans la solution de dénaturation (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M) et 10 minutes dans la
solution de neutralisation (Tris 1 M, NaCl 1.5 M, pH 7.2). Le transfert est effectué dans du
SSC 2x (citrate de sodium 0.3 M, NaCl, 3 M, pH 7.0) pendant 1h30.

L'ADN est fixé par une irradiation aux UV (UV cross-linking) avec une énergie de

1.2 J/em?, rincée 5 minutes dans SSC 2x et conservé dans du papier Whatman.

1-5-Hybridation (Southern-blot)

1-5-1-Préparation des sondes et marquage froid

Les sondes d'ADN utilisées sont directement synthétisées et marquées par PCR par

incorporation de dUTP liés a la digoxigénine (PCR Dig-labelling mix, Boerhinger).
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Mix PCR :
ADN : 5-10 ng
1° amorce : 0.4 uM
2°™ amorce: 0.4 pM
Mix dNTP-dig : 200 pM
Tampon Taq polymerase : x 1
MgCl,: 3.5 mM
Taq polymérase : 1.25 U
H,0 gsp 50 pl

Conditions pour la PCR :

Cycles Températures Temps

1 94°C 2 min
92°C 40 sec
30 56°C 40 sec
72°C 1 min
1 72°C 5 min
1 21°C 10 min

Deux PCR de 50 pl par sonde sont regroupées et purifiés sur colonne (QIAquick,
QIAGEN). En fin de purification, I'ADN fix¢é dans la colonne est élué dans 100 pl de
tampon TE. La sonde est stokée a —20°C.

1-5-2-Conditions d'hybridations

La membrane est placée en tube et incubée dans la solution de préhybridation (SDS
0.02%, laurylsarcosyl 0.1%, SSC 5x, agent bloquant 1%) dans un four d'hybridation a
72°C pendant au moins 4 heures. La solution est ensuite remplacée par la sonde diluée au
1/1000 dans la solution de préhybridation, préalablement dénaturée 10 minutes dans un
bain a 100°C. L'hybridation s'effectue au moins une nuit a 72°C.

La membrane est lavée 2 fois 5 min a température ambiante dans du SSC 1x, SDS
0.1%, puis 2 fois 5 min dans SSC 0.1x, SDS 0.1% et enfin 2 fois 15 min dans SSC 0.1x,
SDS 0.1% & 56°C.
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1-5-3-Révélation

La révélation des sondes froides s'effectue par réaction immunologique avec un
anticorps anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline qui produit une réaction
chémioluminescence avec le CSPD (Boehringer) utilisé comme substrat pour la révélation.

Apreés les étapes d'hybridation, la membrane est rincée 1 minute dans le tampon 1
(Tris 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5). Elle est ensuite saturée par une incubation de 30
minutes en tube a hybridation dans le tampon 2 (Tris 0.1 M, NaCl 0.15 M, agent bloquant
1% pH 7.5) puis incubée 30 minutes avec l'anticorps anti-digoxigénine (Fab fragment,
Boehringer) dilué au 1/5000 dans le tampon 2. La membrane est lavée 2 fois 15 minutes
dans le tampon 1, rincée 2 minutes dans le tampon 3 (Tris 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCl,
50mM, pH 9.5) et incubée en sac 30 minutes & 4°C avec une solution de tampon 3
contenant le CSPD dilué au 1/1000.

La solution de tampon 3/CSPD est éliminée et la membrane est exposée de 30

minutes a 6 heures, voire une nuit sur un film autoradiographique.

La membrane peut étre deshybridée par un bain dans une solution bouillante des
SDS 0.5%, puis rincée 3 fois 5 minutes dans SSC 2x.

1-6-Séquencage d'ADN

Les séquences d'ADN ont été réalisées par séquengage direct de produits PCR pour
les fragments de taille inférieure & 600 pb ou avec une étape intermédiaire de clonage pour
les fragments de taille supérieure. Toutes les séquences ont été contrdlées par 3
expériences indépendantes.

1-6-1-Amplification par PCR

Les produits PCR destinés au séquengage sont amplifiés avec la Taq Gold (Perkin

Elmer) pour assurer une meilleure fidélite de séquence.
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Figure 1 : Principe de la PCR inverse. Le rectangle bleu représente une séquence d ’ADN
connue, flanquées par deux séquences inconnues (rouge et verte). Les triangles noirs
symbolisent les sites de restriction. Les fléches sont des amorces définies dans la séquence
d "ADN connue en orientations opposées.



Mix PCR:

ADN : 5-10 ng

1 ére
2éme

amorce : 0.4 uM
amorce: 0.4 uM

Mix dNTP : 200 pM

Tampon Taq polymérase : x 1
MgCl,: 3.5 mM

Taq polymérase Gold: 1.25 U
H,0 qsp 50 pl

Conditions PCR :

Cycles Températures Temps

1 94°C 10 min (hot start)

92°C 40 sec
35 56°C 40 sec

72°C 1 min
1 72°C 5 min
1 21°C 10 min
Amorces PCR:

Amorce 5' Amorce 3'

cox2-exon! 5-AGAGAGCGGAGCAGTCAAAG-3'
cox2-exon2 5'-TTGCAAGTACAGTTTGGGGG-3'
cox2-intron  5'-TGGACATCAATGGTATCGGA-3'

Gnad9-1

Gnad9-2 S'“TTTGAGCAAGAAGCGGAACT-3'

nad9

iIPCR nad9 5-TTGCAAGTACAGTTTGGGGG-3'

5'“AATCACCTTCGTGAAGAGGC-3'
5'-CGGCTTCTCTTCTTCACCCT-3'
5'-AACGTGATTGACCCAATTCTG-3'

5'-AGATCCAGGGCCTAAAAACG-3'

5'- AGGATTCCTTTTGTAACCCAAT-3'
S'“CTTCCATCAATCATCCGGAT-3'

1-6-2-PCR inverse (iPCR)

La PCR inverse est une méthode qui permet d'amplifier par PCR les régions

flanquant une séquence d'ADN connue. Le principe est décrit dans la figure 1.

5 ug d'ADN total sont digérés dans un volume final de 300 pl par 50 U d'enzyme

de restriction produisant des extrémités cohésives (Hindlll, EcoR1...) pendant une nuit a

37°C. L'ADN est purifié par une extraction phénol/chloroforme et chloroforme puis

précipité par 2.5 volumes d'éthanol et 1/10 de volume d'acétate de sodium (3 M, pH 5.2), 1
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heure a —20°C. Apres une centrifugation de 10 minutes & 14000 rpm, le culot est lavé 2 fois
a I'éthanol 70%, séché et repris dans 50 ul d'H,O.

L'ADN est ensuite refermé sur lui-méme une nuit & 15°C avec 7 U de T4 DNA
ligase dans un volume final de 300 pl. La ligase est inactivée 15 minutes a 70°C et 'ADN
est de nouveau extrait par phenol/chloroform, chloroform et lavé a I'éthanol. Le culot est
repris dans 50 pl d'H,O.

10 pl de cet ADN circularisé sont utilisés pour la PCR inverse dans un volume final

de 50 ul dans les conditions suivantes:

Mix iPCR:
ADN circularisé : 10 pl
1% amorce : 0.8 pM
amorce: 0.8 pM
Mix dNTP : 280 pM
Tampon Taq polymérase : x 1

2éme

MgCl;: 3.5 mM
Taq polymérase Gold: 2 U
H,0 gsp 50 pl
Conditions iPCR :
Cycles Températures Temps
1 94°C 10 min (hot start)
92°C 40 sec
40 53°C 40 sec
72°C 1 min
1 72°C 5 min
1 21°C 10 min

La qualité d'amplification est contrdlée en déposant 10 pl de la PCR sur un minigel
d'agarose 1% dans du TBE (Tris 88 mM, acide borique 88 mM, EDTA 2 mM, pH 8.3).

Puis, 0.1 a 5 pl sont utilisés comme matrice ' ADN pour une deuxiéme PCR dans les
conditions standards décrites au § 1-6-1.

1-6-3-Clonage des produits d'amplification PCR

Les clonages de produit PCR sont réalisés avec le kit de clonage pGEM™®-T Vector

System de Promega. Les produits d'amplification PCR possédant une extension adénosine
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sur leur extrémité 3' sont insérés dans le vecteur pGEM®-T par complémentarité avec
l'extension thymidine en 3' du vecteur ouvert. Aprés ligature et transformation bactérienne,

les bactéries transformées sont sélectionnées par le systtme classique de colonies

blanc/bleu (a-complémentation).

Pour le clonage direct des produits PCR, le dernier cycle de PCR (§ 1-6-1)
correspondant a l'extension finale est allongée & 30 minutes de maniére & augmenter le taux
d'adénylation des extrémités 3' des fragments amplifiés. Le produit PCR est alors purifié
sur colonne (PCR Purification Kit, Quiagen).

Les ligatures sont réalisées une nuit a 4°C avec 3 fois plus d'insert que de vecteur
selon les conditions décrites par le fournisseur. La transformation bactérienne est réalisée
avec la souche thermosensible JM109 par un choc thermique de 50 secondes a 42°C. Aprés
une incubation d'1h30 a 37°C dans le milieu SOC, les cellules sont étalées sur boites
sélectives avec de I'ampicilline, de I'TPTG et du X-Gal.

L'insert des bactéries sélectionnées est contr6lé par PCR sur lyse bactérienne en

utilisant les amorces complémentaires des sites SP6 et T7 flanquant l'insert du vecteur.

Milieu SOC (100 ml) :
Bactotryptone : 2 g
Extrait de levure : 0.5 g
NaCl1M:1ml
KCI1M:0.25ml
Mg?* 2 M (solution stock MgCl,6H,0 (203 g) et MgS0O,, 7 H,0 (247 g)): 1 ml
Glucose2M : 1 ml
pH 7

1-6-4-Séquengage automatique d'ADN

Les séquenceurs automatiques LiCor 4000L ou 4200L ont été utilisés pour l'analyse
des produits de réaction de séquences.

Pour le séquengage direct des produits PCR les amorces utilisées, spécifiques du
gene cible, sont étendues sur leur extrémités S' par les séquences universelles M13 (directe
ou indirecte), et les produits d'amplification purifiés sur colonne QIAquick. Pour les
séquences d'ADN clonés, I'ADN plasmidique est isolé avec un systtme de mini-

préparations (High Pure Plasmid Isolation Kit, Boehringer).
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Les réactions de séquences sont réalisées selon les instructions d'utilisation du
systtme ABI Prism'™ Dye Primer Cycle Sequencing Core Kit (PE Applied Biosystems)
avec les amorces M13, SP6 ou T7 marquées avec un fluorochrome (IRD700 ou IRD800,
GenSet).

1-7-Analyse des mutations ponctuelles par PCR-restriction

Certaines mutations ponctuelles rencontrées dans les génes étudiés font apparaitre
ou disparaitre un site de restriction. On peut donc les mettre en évidence directement en
digérant le produit PCR par l'enzyme de restriction appropriée (EcoR1, Asel, Tagql).

Apres amplification, un aliquote de 9.8 pl de produit PCR est prélevé et digéré 2
heures a 37°C avec 6 unités d'enzyme de restriction dans le tampon recommandé par le
fabriquant. Le résultat est visualisé sur un minigel d'agarose 1.5% en présence de bromure

d'éthidium.

2-Analyses des acides ribonucléiques : ARN

2-1-Extraction d'ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir des jeunes feuilles betteraves en présence

d'acide aurine tricarboxylique selon la méthode décrite par Stern et al. (1986).

Trois grammes de jeunes feuilles de betterave sont récoltés et immédiatement
broy€s dans l'azote liquide. La poudre fine est transférée dans 20 ml de tampon d'extraction
(Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, EDTA 5 mM, SDS 2%, acide aurine tricarboxylique 2
mM, B-mercaptocthanol 15 mM) & température ambiante et vigoureusement agité. Apres
addition de 3.1 ml de KCl 3 M a 0°C, le mélange est incubé 15 min sur la glace, puis
centrifugé 20 min & 8000 rpm (rotor JA-17, Beckman). Le surnageant est filtré sur 2
couches de Miracloth et transféré dans un nouveau tube contenant 8.9 ml de LiCl 8 M et
incubé au moins 6 heures a 4°C.

Le mélange est centrifugé 20 min & 8000 rpm (rotor JS-1301, Beckman) et le culot

est resuspendu dans 8.8 ml d'eau. Apres addition de 4.4 ml de phénol non équilibré et 1 ml
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de chloroforme le mélange homogénéisé est de nouveau centrifugé 15 min a 8000 rpm a
4°C. La phase aqueuse est transvasée dans un tube propre et ' ARN est précipité avec 26.6
ml d'éthanol 100% et 880 pul de NaCl 5 M pendant 16 heures.

L'ARN est finalement culotté par centrifugation 20 min a 8000 rpm a 4°C et lavé
deux fois & I'éthanol 70% avant d'étre resuspendu dans 200 pl d'eau additionnée de 10
unités d'inhibiteur de RNAse (Boehringer Mannheim).

La coicentration en ARN est estimée par lecture de la DO a 260 nm (1DO = 40

pg/ml).

2-2-Electrophorése de gel d'ARN

L'électrophoreése d'ARN est réalisée dans un gel d'agarose en condition dénaturante
afin que les ARNs perdent leur structure secondaire qui pourrait modifier leur mobilité
¢électrophorétique.

Une solution d'agarose 1.2% (p/v) MOPS 1x est dissoute par chauffage. Lorsque la
température est redescendue a 50°C, 17% (final) de formaldéhyde 37% sont ajoutés et le
gel est coulé.

Les échantillons d'ARN sont additionnés de 50% de formamide désionisée, 10%
(v/v) de MOPS 10x, 16% de formaldéhyde 37% avant d'étre dénaturés pendant 5 minutes a
65°C puis placés dans la glace. Avant d'étre chargés sur le gel, 10% de bleu de charge
(bleu de bromophénol 0.25%, xyléne cyanol 0.25%, ficoll 15% EDTA 20 mM) sont
ajoutés.

L'électophorese est conduite environ 16 heures (une nuit) a 30 V dans le tampon

MOPS 1x.

Tampon MOPS 10x :
MOPS : 0.2 M,)
NaAc : 50 mM
EDTA : 10 mM
pH 7.0 (NaOH)
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2-3-Transfert de gel d'ARN

Avant le transfert, le gel est lavé 5 min dans l'eau puis 5 min dans une solution de
SSC 5x (§ 1-4), afin d'éliminer en partie le formaldéhyde. Le gel est alors transféré sous
vide sur membrane de nylon (Hybond N+, Amersham) en présence de SSC 2x (§ 1-4).

L'ARN est fixé sur la membrane par un bain de NaOH 50 mM, puis rincé dans une
solution de SSC 5x.

Une bandelette de membrane correspondant au marqueur de poids moléculaire peut
étre découpée et colorée au bleu de méthylene (acétate de sodium 0.5 M, pH 5.2, bleu de

méthyléne 0.04% (p/v)).

2-4-Hybridation (Northern-blot)
2-4-1-Préparation des sondes et marquage radioactif

Les sondes ADN utilisés pour I'hybridation sont les produits d'amplification PCR
des geénes d'intérét purifiés sur colonne QIAquick. L'ADN est marqué radioactivement au
P*?a-dCTP par Nick-Translation (Nick translation system, Gibco BRL). La sonde purifiée
sur colonne QIAquick est éluée avec 50 pl de tampon TE et 2 pl sont prélevés pour le

dosage de la radioactivité incorporée (§2-4, Méthodes d'Analyses Protéiques).
2-4-2-Conditions d'hybridation

La membrane est préhybridée 4 heure a 42°C dans un tube a hybridation avec la
solution de préhybridation (formamide désionisée 50%, SSC 6x, solution de Denhardt 2x
EDTA 0.5 mM, SDS 1% (p/v) et ADN de sperme de hareng 250 pg/ml dénturé 10 min a
100°C).

La solution de préhybridation est remplacée par la solution d'hybridation (solution
de préhybridation avec la sonde a 1-2 x 10° cpm/ml dénaturée 10 min & 10°C) et la

membrane incubée 16 a 42°C.
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La membrane est lavée 2 fois 10 minutes dans une solution de SSC 1x et SDS 0.5
% (p/v) a température ambiante, puis a 65°C 1 fois 15 minutes dans une solution de SSC
1x et SDS 0.5 % et enfin 10 min dans SSC 1x.

La membrane est alors soigneusement égouttée et enveloppée dans un film

plastique transparent avant d'étre exposée sur 5 a 10 jours en cassette a —70°C.

54



CHAPITRE II

RESULTATS ET DISCUSSIONS




CHAPITRE II : RESULTATS ET DISCUSSIONS

PREMIERE PARTIE :

PREAMBULE
ET
DESCRIPTION PHENOTYPIQUE DE LA CMS G



Figure 1 : Morphologie des betteraves sucriéres portant le cytoplasme Nv (fertile) ou G
(stérile). A. Plantes dgées de 6 semaines. B. Plantes en fleurs.



CHAPITRE I1 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

I - PREAMBULE ET DESCRIPTION PHENOTYPIQUE DE LA CMS G

A l'origine le parent donneur du cytoplasme stérilisant G est une betterave sauvage
male-sterile (Beta vulgaris ssp. maritima) portant le cytoplasme G, pollinisée en
population naturelle et localisée a Saint-Nazaire en Bretagne en 1989 (Sauiniiou-Laprade
et al. 1993b). Les descendant stériles issus de cette pollinisation ouverte ont été croisés
avec différentes lignées de betteraves sucrieres (INRA Dijon). La stérilit¢ male
cytoplasmique a ensuite ét¢ maintenue par des back-cross successifs des descendants
stériles avec les lignées de betteraves sucriéres mainteneurs de la stérilité, portant le

cytoplasme Nv.

1-Phénotype générale de la CMS G en betterave sucriére

Au sein des différentes paires des lignées quasi-isogéniques, nous n'avons constaté
aucune variation notable du taux de germination, du développement et aucune autre
altération phénotypique que la stérilité male sur les plantes portant le cytoplasme G
comparées aux plantes fertiles portant le cytoplasme Nv dans les conditions standard de

croissance en serre (20-22°C avec 16 heures d'éclairage) (Figures 1A et 1B).

2-Description des fleurs stériles et fertiles

La CMS G maintenue dans les lignées de betteraves sucri¢res se caractérise par
l'absence totale de pollen dans les fleurs. Lorsque les fleurs de plantes hermaphrodites
laissent apparaitre des anthéres jaunes pleines de pollen qui deviennent déhiscentes et
laissent échapper le pollen par ouverture des loges polliniques (Figure 2A). Dans la CMS
G, les anthéres se nécrosent rapidement aprés l'ouverture de la fleur (Figure 2B). Elles
deviennent rapidement entiérement brunes, se desséchent et finissent par tomber
prématurément de la fleur.

Nous n'avons pu mettre en évidence aucune trace de pollen dans les anthéres des

lignées de CMS G cultivées, méme immatures dans les boutons floraux. La comparaison
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Figure 2 : Comparaison morphologique des fleurs stériles de la CMS G et de son mainteneur
fertiles (Vv). A. Jeune fleur d'une plante Nv présentant des anthéres fertiles, pleines de pollen.
B. Jeune fleur d'une plante stérile G avec des anthéres brunes sans pollen. C. et D. Vue
microscopique des anthéres de boutons floraux de Nv et G (stade pré-méiotique). E. et F.
Détail des tissus des l'anthéres Nv et G.
Notations :

A. et B. : At, Anthére; Br, Bractée; St, Stigmate; Tp, Tépale.

C. et D. : Cn, Connectif; Lp, Loge pollinique, Tp, Tépale .




des coupes réalisées sur de jeunes boutons floraux prélevés sur l'apex de la hampe florale
de betteraves stérile ou fertile montre que la dégénérescence de l'anthére intervient a un
stade trés précoce de son développement dans les lignées de CMS G. Les anthéres sont
déformées et les loges polliniques sont vides (Figures 2C et 2D). Par ailleurs, les autres
tissus visibles ne semblent pas affectés (tépales, connectif) et, globalement, la taille des
antheéres stériles est comparable a celle des anthéres fertiles. Les plans détaillés de la paroi
de l'anthére des fleurs fertile et stérile montrent chez cette derniére que les tissus
périphériques de l'anthére sont profondément altérés (Figures 2E et 2F). En effet, on ne
distingue plus dans l'anthére de la CMS G que la couche de cellules correspondant a
l'épiderme. Les autres tissus apparaissent sous la forme d'une couche sombre, irréguliére,
correspondant peut-étre aux débris accumulés de ces tissus non développés (tapis, assise
mécanique).

L'ensemble de ces observations indique que l'action des facteurs stérilisants de la
CMS G est tres précoce dans le développement de I'anthére, forcément pré-méiotique. Au
départ de son développement, elle est restreinte & quelques tissus de 'anthére puis au cours

de la maturation, affecte I'ensemble de 'anthére qui finalement brunit.

3-Taux de fertilité de la CMS G chez les betteraves sauvages

Dans un contexte naturel, I'expression de la stérilité male associée au cytoplasme G
chez Beta vulgaris ssp. maritima peut apparaitre sous différents phénotypes. Elle peut se
traduire par un phénotype identique a celui observé sur les betteraves sucriéres (anthéres
brunes sans pollen) ou bien avec des anthéres jaune péles, non déhiscentes, contenant de
petits grains de pollen non viables (Figure 3).

La figure illustre la qualit¢ du pollen de différents intermédiaires obtenus en
croisant des plantes stériles G avec des plantes restaurées. Les phénotypes sexuels des
descendants peuvent étre divisés en trois groupes : stérile (CMS), intermédiaire et fertile
(restauré). La restauration de la fertilit¢ male apparait alors plus quantitative que
qualitative ce qui suggere l'implication de plusieurs génes dans la restauration de la CMS
G. En effet, les phénotypes intermédiaires décrits résultent peut-étre de la variation de
l'efficacité des différentes combinaisons de ces génes de restauration (ou alléles) sur la

production de pollen.
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Figure 3 : Variabilité dans la qualité de la production de pollen de fleurs de betteraves sauvages
descendant d'un croisement de CMS G avec des CMS G restaurées. Les pourcentages indiquent
les taux de pollen rose apres coloration au vert d'Alexander.



Ces observations montrent que l'action des facteurs stérilisant de la CMS G peut
étre contrecarrée ou que leur expression peut-étre prévenue dans un contexte nucléaire
restaurateur. Elles révélent de la variabilité phénotypique dans l'expression de la stérilité
male qui se traduit par l'absence totale de pollen ou la présence de pollen avorté dans les
antheéres selon le contexte nucléaire.

L'utilisation de lignée de betteraves cultivées dans 1'étude de la CMS G offre
l'avantage considérable d'un contexte nucléaire contrdlé, sélectionné pour son maintien du

caractére male stérile.

57



CHAPITRE II : RESULTATS ET DISCUSSIONS

DEUXIEME PARTIE :

ANALYSE DES PROTEINES
MITOCHONDRIALES DU CYTOPLASME G



93 148 <«—Fonds nucléaires

A ";’7" Nv Owen E Nv Owen E +—Cytoplasmes

B 2766 2558 564 126 <—Fonds nucléaires
kDa Nv G Nv G NvOwen G NvOwen G <+—Cytoplasmes
67- ‘ o

43-

20.1-

14.4-

Figure 1 : Comparaison en SDS-PAGE 15% des profils de synthése in organello obtenus a
partir des cytoplasmes stérilisants £ et G de la betteraves maritimes introduits dans différentes
lignées de betteraves sucrieres. Les fleches indiquent la position de bandes variantes A. Nv,
cytoplasme fertile des betteraves mainteneurs des stérilités males cytoplasmiques Owen
(origine cultivée) et E (origine maritime). B. G, stérilit¢ male cytoplasmique G (origine
maritime).



II - ANALYSE DES PROTEINES MITOCHONDRIALES DU CYTOPLASME G

1-Identification de polypeptides mitochondriaux associés au cytoplasme G

1-1-Comparaison des profils d’expression protéique mitochondriale en

synthése in organello des cytoplasmes Nv et des CMS Owen, E et G de Beta vulgaris

La mitochondrie végétale renferme environ un millier de protéines différentes dont
la plupart sont codées par le noyau. Le séquengage du génome mitochondrial des végétaux
supérieurs comme par exemple Arabidopsis thaliana (Unseld et al. 1997), Beta vulgaris
(Kubo et al. 2000) ou encore Marchantia polymorpha (Oda et al. 1992), a révélé qu’il
codait pour une 50*™ de génes dont seulement une 30°™ de polypeptides appartenant
essentiellement aux complexes de la chaine respiratoire ou aux ribosomes. Une centaine
d’orfs viendraient potentiellement s’ajouter a 1’ensemble des protéines codées par la
mitochondrie mais la totalité ne représente environ que 10% des protéines présentes dans
la mitochondrie. Le marquage des protéines in organello permet donc d’avoir une vision
globale de I’expression protéique du génome mitochondriale.

Chez le mais (Dewey et al. 1987), le tournesol (Homn et al. 1991), le colza (Grelon
et al. 1994), le pétunia (Nivison et Hanson 1989) ou encore le haricot (Johns et al. 1992),
la comparaison des profils de synthése in organello entre les cytoplasmes stériles et fertiles
a permis de mettre en évidence, chez les plantes stériles, un polypeptide additionnel dont la
présence a été corrélée a la stérilité male dans la plupart des cas. Nous avons donc appliqué

cette méthode sur différentes CMS de Bera vulgaris.

La comparaison du profil d’expression mitochondrial de la CMS E avec la CMS
Owen et le cytoplasme Nv (fertile) sur deux fonds nucléaires différents (93 et 148) ne
permet pas d’attribuer de bande spécifique a ces CMS (Figure 1A). En effet, les bandes
variantes observées sur la CMS Owen avec le fond nucléaire 93 et sur la CMS E avec le
fond 148 ne sont observées que sur un fond nucléaire donné et en conséquence ne peuvent
pas étre strictement associées aux cytoplasmes stérilisants.

Le profil d’expression mitochondriale du cytoplasme stérilisant G ne révele aucun
polypeptides additionnels ou manquants (Figure 1B). Mais il se différencie des profils de

synthése in organello obtenus avec Nv et les CMS Owen et E par la présence de trois
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Figure 2 : Séparation des produits de synthese in organello en SDS PAGE 12%-17% apres
sonication et ultracentrifugation. A. Autoradiogramme. Les variants de la CMS G sont
indiqués avec les poids moléculaires par une fleche. B. Membrane colorée a I'amido-black;
MP, marqueurs de poids moléculaires.

Figure 3 : Expérience de pulse-chase. Les protéines ont été marquées radioactivement in
organello pendant 7 minutes (pulse) puis la méthionine-S*® a été chassée (lignes 2 et 4) ou non
chassées (lignes 1 et 3) pendant 40 minutes avec 2.5 mM de méthionine froide (chase). Les
cercles pleins (.« ) indiquent les bandes variantes et les cercles ouverts (o) celles dont l'intensité
décroit pendant la chasse.



bandes variantes de 27, 31 et 33 kDa. Ces variants sont observés sur les quatre fonds

nucléaires testés ce qui permet de les associer strictement au cytoplasme G.

Les cytoplasmes stériles E et Owen, et fertile Nv possédent le méme profil que celui
qu’avait obtenu Halldén (1992) sur différentes espéces du genre Beta parmi lesquels
figuraient aussi les cytoplasmes Nv et Owen. Seules les CMS S3 (B.v. ssp. cicla) et S4 (B.v.
ssp. maritima) qu'il avait utilisées avaient un polypeptide additionnel en plus du profil
connu, de 8 et 10 kDa respectivement.

Le profil d'expression du cytoplasme G se distingue des autres profils connus chez
Beta vulgaris par la présence de trois produits de synthése spécifiques a ce cytoplasme.

Notre attention s’est donc focalisée sur I’identification de ces produits de synthese.

1-2-Caractérisation des polypeptides variants

Le cytoplasme G se caractérise donc par la présence de trois polypeptides de 27, 31
et 33 kDa. L’intensité du signal ainsi que le poids moléculaire relatif de ces polypeptides
suggerent qu’ils puissent étre des variants en taille des polypeptides de 25, 32 et 34 kDa du
cytoplasme fertile Mv (Figure 1B). IIs seraient donc les produits de génes mitochondriaux
présents aussi dans le cytoplasme fertile, certainement connus et de ce fait probablement
impliqué dans les fonctions normales de I’organelle.

La séparation des fractions des protéines mitochondriales obtenue par sonication et
ultracentrifugation, a permi de localiser les variants G observés en synthése in organello
dans la fraction membranaire correspondant au culot (Figure 2). Ils sont donc
probablement de nature hydrophobe ou bien associés a des complexes mitochondriaux
membranaires.

* La différence de taille d’environ 2 kDa observée entre les polypeptides de 32 et 34
kDa (Nv), et 31 et 33 kDa (G) laisse supposer qu’ils puissent avoir la méme origine et que
les polypeptides de plus haut poids moléculaires (33 et 34 kDa) seraient les précurseurs de
ceux de plus faibles poids (31 et 32 kDa, respectivement). L’expérience de pulse-chase
vient appuyer cette hypothése. En effet, pendant la durée du pulse les précurseurs
synthétisés sont marqués radioactivement et maturés au fur et a mesure en produits de taille
inférieure (Figure 3, lignes 1 et 3). Pendant la chasse, le marquage est considérablement

atténué par l'incorporation de la méthionine non-marquée (en exces) et les précurseurs
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marqués sont alors maturés. On constate effectivement que pendant la chasse, Iintensité
des polypeptides de 33 et 34 kDa diminue nettement alors que celle des polypeptides de 31
et 32 kDa augmente (Figure 3, ligne 2 et 4).

L’ensemble de ces informations a permis d’orienter I’identification des variants du
cytoplasme G vers les sous-unités des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale.
En effet, les 4 complexes et I’ATP synthase sont ancrés dans la membrane interne de la
mitochondrie et, mis a part le complexe II, ils sont tous en partie constitués de polypepiides

codés par la mitochondrie.

1-3-Identification des polypeptides variants

La sous-unité 2 de la cytochrome ¢ oxydase est, chez la betterave, traduite en un
précurseur de 29,5 kDa (préCOX2) maturé a 27,8 kDa (COX2) avant d'étre assemblée dans
le complexe IV (Herrmann et al. 1995) (poids moléculaires calculés d’apres la séquence
prédite en acides aminés). Elle est la seule sous-unité codée par la mitochondrie connue a
ce jour chez la plante comme étant synthétisée dans un premier temps sous la forme d’un
précurseur. L hypothese suggérée par l'expérience de pulse-chase, que les polypeptides de
33 kDa (G) et 34 kDa (Nv) pouvaient étre préCOX2 et que ceux de 31 kDa (G) et 32 kDa
(M), COX2, a été confirmé par le Western-blot réalisé avec 1’antisérum anti-COX2 de

mais sur des fractions de protéines mitochondriales de Nv et G (Figure 4 ci-dessous).

10png Sug

Nv G Nv G

Figure 4 : Western-blot avec l'antisérum anti-COX2

Avec une taille apparente en SDS PAGE de 25 kDa pour Nv (27 kDa pour le variant
G), le nombre de polypeptides mitochondriaux candidats correspondant aux critéres
déterminés auparavant est extrémement réduit. En prenant une marge de 5 kDa couvrant

une possible variation de taille entre la mobilité électrophorétique observée et le poids
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Figure 5 : Southern-blots réalisés avec les sondes correspondant aux geénes nad6, atp6, cox3 et
nad9 sur I'ADN total de betteraves portant le cytoplasme Nv, Owen ou G digéré par EcoR1.
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Figure 6 : Amplification PCR de nad9. A. Schématisation du géne Nv nad9 avec les amorces
utilisées et les produits PCR attendus. B. Résultat de I'amplification du géne nad9 sur Nv et G,
gauche. Résultat des amplifications 5' et 3' de nad9, droite.



moléculaire calculé & partir de la séquences en acide aminés, seules les sous-unités
mitochondriales dont la taille était comprise entre 20 et 30 kDa ont été retenues comme

candidats (voir Tableau 1, lignes grisées) : NAD6, NAD9, COX3 et ATP6.

| Sous-unités par complexe : nombre totale [ Taille (Da) |

NADH:ubiquinone oxydoréductase (Cy) : >30

NADI 36030
NAD2 53777
NAD3 13660
NAD4! 55373
NAD4L 10986
NAD5 74442

Cytochrome c réductase (Cyyy) : 10

[COB [44146 ]
Cytochrome c oxydase (Crv) : 10

COX1 57580

Ccox2? 29534->27793

F1F0 ATP synthase (Cy) : >13

Tableau 1: Tailles des sous-unités des complexes mitochondriaux codées par la
mitochondrie chez Beta vulgaris calculées d’aprés la séquence ADN. ‘'Premiére
méthionine éditée ; *Maturation post-traductionnelle; *Codon STOP édité .

Des sondes homologues synthétisées par PCR pour chaque géne candidat ont été
utilisées en Southern-blot pour comparer les profils d'hybridation des cytoplasmes Nv,
Owen et G (Figure 5). Seul le profil d’hybridation révélé avec la sonde nad9 est différent
entre Nv et G. Par ailleurs, en utilisant les amorces définies a partir de la séquence nad9 de
Nv flanquant la séquence codante, aucune amplification PCR n’a été obtenue avec I’ADN
extrait des plantes portant le cytoplasme G. Ceci suggérait que les extrémités 5’ et/ou 3’ de
nad9 était(ent) modifiée(s) chez G (Figure 6A). Des amorces définies a I’intérieur du géne
nad9 permettant une amplification indépendante des extrémités S’et 3’ combinées avec le

premier jeu d’amorce nad9 ont montré que la partie 3’ était certainement modifiée chez G

(Figure 6B).
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Figure 8 : Southern-blot sur 'ADN total extrait de plantes portant le cytoplasme Nv ou G digéré
par différents enzymes de restriction avec une sonde nad9. Le poid moléculaire est indiqué en

kilobases, kb.
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Figure 9 : Résultat de I'amplification obtenue par PCR inverse sur I'ADN total extrait de
plantes portant le cytoplasme Nv ou G digéré avec HindlIl et religué sur lui-méme avec les
amorces internes définies dans nad9 (voir figure 5). La taille des fragments obtenus est

indiquée en paire de bases, pb.



L’hypothése que la sous-unité NAD9 du complexe I correspondait au polypeptide de
25 kDa chez Nv et 27 kDa chez G a été confirmée par Western-blot en utilisant un

antisérum anti-NAD?9 de blé (Figure 7).

10ug 5ug

Nv G Nv G

Figure 7: Western-blot avec l'antisérum anti-NADS9.

Les produits de synthése in organello variant dans le cytoplasme G ont été
identifiés. Il s’agit des sous-unités NAD9, COX2 et préCOX2. Elles appartiennent a deux
complexes distincts de la chaine respiratoire : la NADH:ubiquinone oxydoréductase
(complexe I) et la cytochrome ¢ oxydase (complexe IV). Chez G, NAD9 est plus grande
que chez Nv, nous 1’appellerons grande-NAD9. A I’opposé, COX2 est plus petite chez G
et sera appelée petite-COX2.

2-Caractérisation moléculaire des sous-unités nad9 et cox2 du cytoplasme GG

2-1-Analyse des séquences génomique et protéique de nad9
2-1-1-Séquence génomique du géne nad9

La comparaison des profils de restriction entre Nv et G avec la sonde nad9 suggére
que le cytoplasme G possede deux copies du geéne nad9. En effet, quelque soit I’enzyme de
restriction utilisée (EcoR1, Hindlll, Smal, Xhol), les Southern-blots révélent deux bandes
chez G et une seule chez Nv. Par ailleurs, les deux bandes de G ont des tailles différentes a
celle observée chez Nv et une des deux copies a systématiquement une taille inférieure

d'environ 400 paires de bases au fragment Nv (Figure 8).
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Figure 10 : Organisation génomique des génes Nv nad9 et Gnad9-1 et 2. A. Schéma
représentant les clones génomiques séquencés. Les nucléotides sont numérotés a partir du
premier codon d'initiation de traduction de nad9. Les fleéches verticales indiquent les points de
mutations comparé a la séquences de TK81-O (Kubo et al. 1993). Les crochets horizontaux
indiquent les segments d'ADN homologues a afp9, coxI et au chloroplaste. La délétion de
Gnad9-2 est indiquée en pointillés et les tétes de fléches verticales 'hexa-nucléotide répété. B.
Séquences nucléotidiques et en acides aminés prédits du C-terminale de Nv nad9 et Gnad9-1.
Les nucléotides mutés sont soulignés et un astérisque (*) indique un codon-STOP. L'extention
C-terminale de grande-NAD9 est en caractéres gras. La séquence afp9 est en rouge. Le
rectangle indique 11 nucléotides communs a Gnad9-1, nad9 et atp9. C. Séquences
nucléotidiques et en acides aminés prédites du C-terminale de Nv nad9 et Gnad9-2. La séquence
homologue au chloroplaste est en rouge. Les fleches indiquent les hexanucléotides flanquant la

délétion de Gnad9-2.



Les amorces PCR flanquant la séquence Nv nad9 ne permettant pas d’amplifier
nad9 chez G, nous avons utilisé 1a PCR inverse pour déterminer les séquences flanquantes
de G nad9. L’enzyme de restriction HindIIl donnant en Southern des fragments de tailles
relativement petites (902 et 1022 pb), faciles a cloner, a été choisie pour la PCR inverse
avec les amorces précédemment définies a ’intérieur du géne. La PCR inverse a révélé le
fragment de 1235 pb attendu pour Nv et deux fragments de 725 et 845 pb chez G dont la
taille correspond aux deux fragments HindlII moins la partie interne de nad9 (Figure 9).

Le séquengage des deux copies de nad9 (Gnad9-1 et Gnad9-2) du cytoplasme G a
révélé plusieurs mutations dans les génes et semblent indiquer que de nombreux
réarrangements du génome mitochondrial séparent G et Nv (Figure 10A).

Gnad9-1 correspond au fragment de 725 pb obtenu par PCR inverse. Comparé a la
séquence de Nv nad9, Gnad9-1 présente 10 substitutions nucléotidiques dont S impliquent
un changement d’acides aminés et une, située dans le codon-STOP, résulte dans
I’extension de la région codante de 14 codons (Figure 10B). Gnad9-1 est fusionné en son
extrémité 3’ avec un segment de 80 pb 95% homologue avec la partie 5 du géne a#p9, puis
un fragment de 58 pb d’origine inconnue et un fragment de 51 pb partageant 92%
d’homologie avec la 5’ non codant du géne cox/. Une séquence de 11 nucléotides
commune a nad9 et atp9 est certainement impliquée dans 1’événement de recombinaison
menant a la fusion nad9/atp9 (Figure 10B). Par ailleurs, des amorces définies autour du
geéne Nv atp9 ont permis d’amplifier et de séquencer chez G un geéne azp9 identique a celui
de Nv indiquant qu'une copie intacte d'azp9 existe dans le cytoplasme G.

Gnad9-2 partage les mémes mutations que Gnad9-1 suggérant que la duplication de ce
géne soit survenue apres les mutations. Il a conservé la structure génomique de Nv nad9
mais une délétion de 390 pb située dans la partie 3’ du géne réduit la taille de 'orf de 9
codons (Figure 10C). Ce fragment délété est flanqué directement par deux hexa-
nucléotides de méme orientation (5’-TCGATT-3’) probablement impliqués dans le
réarrangement ayant conduit a la délétion. Cette nouvelle orf code potentiellement pour un
polypeptide de 21,7 kDa plus petit que Nv NAD?9 (22,3 kDa).

L'orf Gnad9-1 codant potentiellement pour un polypeptide de 24,4 kDa, plus grand
que Nv NAD9, le polypeptide de 27 kDa observé chez G en Western-blot (25 kDa chez
Nv) correspond certainement au produit de ce geéne. Aucun autre polypeptide de plus petite

taille pouvant correspondre au produit de Gnad9-2 n'a été révélé en Western-blot.
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Figure 11 : Northern-blot réalisé¢ avec une sonde nad9 avec environ 10 pug d'ARN totaux
extraits de plantes portant le cytoplasme Nv ou G.



Bien que deux génes nad9 aient été séquencés chez G, un seul transcrit a été
observé en Northern-blot (Figure 11). Ce transcrit correspond certainement a3 Grad9-1
codant pour une protéine plus grande. Le transcrit nad9 est quatre fois plus grand chez G
(4 kb) que chez Nv (0,95 kb) ce qui laisse supposer qu'il pourrait étre co-transcrit avec un
autre géne mitochondrial, ce qui a déja été décrit pour d'autres geénes mitochondriaux, par
exemple chez le radis (Makaroff et al. 1989), Brassica napus (Singh et Brown 1991) ou le
blé (Gray et Spencer 1983).

Puisque aucun transcrit, ni protéine n'ont pu étre attribués a Gnad9-2, ce géne ne
semble pas exprimé, tout au moins a un niveau détectable. Toutefois, la séquence et les
Southern-blots montrent que Gnad9-2 a conservé la méme organisation génomique que
'unique exemplaire de Nv nad9 puisque quel que soit I'enzyme de restriction utilisée la
variation de taille de 400 pb observée sur les profils d'hybridations, correspond
certainement a la délétion décrite et non & des réarrangements en 5' ou 3' du gene.
Contrairement a la partie 3’ délétée, la partie 5’ a certainement conservé une structure
identique & Nv comprenant la région nécessaire a I’initiation de la transcription. Il est donc
raisonnable d’imaginer que la transcription est amorcée et que Gnad9-2 posséde un ARN
non détecté en Northern car instable. En effet, Bellaoui ef al. (1997) montrent 1’importance
de I’extrémité 3’ des transcrits mitochondriaux et de leur structure secondaire dans leur
stabilité. Par ailleurs, Kubo et al. (1995b) montrent que le fragment d'origine
chloroplastique contenant trnP n'est pas transcrit chez Nv. La partie 3’ terminale du
transcrit est donc certainement située avant le trnP chloroplastique et est donc entiérement
délétée chez Gnad9-2. Ce gene est donc potentiellement transcrit mais ’interruption du 3'

par délétion le rend instable et, rapidement dégradé, indétectable.

L’organisation génomique de Gnad9-1 et Gnad9-2 refléte un grand nombre
d’événements de recombinaison séparant G et Nv. Par ailleurs, le grand nombre de
mutations ponctuelles accumulées dans la séquence codante de ce géne reste énigmatique.
En effet, il est largement supérieur au nombre de substitutions trouvées par exemple en
comparant les séquences codantes de nad9 de deux especes différentes du genre Beta :

Beta trigyna et Beta webbiana (Tableau 2).
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Figure 12 : Modéle d'évolution du génome mitochondrial décrivant 5 étapes essentielles entre
l'organisation de Nv et G. Les arcs de cercles noirs représentent les génes nad9. Les cercles en
traits pleins sont les cercles maiires et ceux en pointillés des cercles sous-génomiques. Les
astérisques (*) représentent des points de mutations.

1-Duplication de nad9 maintenue en sous-cerle

2-Génération des mutations dans nad9

3-Duplication de nad9 mutée

4-Recombinaison inter-génomique - constitution du 3' chimérique de Gnad9-1

4'-Recombinaison intra-génomique > délétion de 390 pb du 3' de Gnad9-2

S-Intégration dans le cercle maitre (‘remplacement’ de nad9 normale)



Substitutions Changements

Beta vulgaris ssp. vulgaris (Nv) comparé a Nucléotidiques d’acides aminés
Beta vulgaris ssp. maritima (CMS G) 10 (/622) 5 + Cierminal (/193)
Beta trigyna’ 1(/622) 1 (/193)
Beta webbiana” 3 (/622) 2 (/193)

Tableau 2 : Taux de mutation de nad9 et modifications de la séquence en acides aminés
chez différentes espéces et sous-especes du genre Beta. *(Kubo et al. 1995b).

Cette accumulation de mutations dans le géne nad9 pourrait étre ie résuitat d’une
évolution génomique particuliere par le biais de molécules sous-génomiques. En effet,
plusieurs modeles impliquant des recombinaisons avec les cercles sous-génomiques ont été
développer pour déterminer les liens entre différents mitotypes au sein d'une méme espéce
(Bellaoui et al. 1998, Fauron et al. 1995, Small et al. 1989). Une évolution par
l'intermédiaire de cette voie pourrait expliquer la fréquence élevée de mutations dans
Gnad9-1 et 2. En effet, les sous-cercles ne sont pas (ou peu) exprimés (Laser et al. 1997),
ils ne sont pas soumis & la pression de sélection et par conséquent accumulent plus
facilement des mutations avec une contrainte moindre. L’évolution de nad9 par cette voie
avant d'étre réintégrée dans le cercle maitre, serait une explication possible aux
nombreuses modifications observées chez Gnad9-1 et 2.

Par ailleurs, la séquence de 58 pb d’origine inconnue, localisée dans la région 3’ de
Gnad9-1 ne présente effectivement aucune homologie avec le génome mitochondrial de la
betterave fertile séquencé (Kubo et al. 2000). Ceci renforce ’hypothése que le passage du
cytoplasme Nv a G a néeessité, en plus des réarrangements intra-chromosomiques,
I'implication de phénoménes rares comme I’incorporation d’ADN étrangers dans le
génome mitochondrial, peut-étre par ’intégration de molécule d'ADN sous-génomique
n’appartenant pas au cercle maitre décrit chez la betterave fertile.

Un modéle d'évolution du génome mitochondrial aboutissant a la structure de
Gnad9-1 et 2 nécessite au moins 5 grandes étapes comprenant des duplications et des

recombinaison génomiques schématisées dans la figure 12.

2-1-2-Modification de la structure primaire prédite de la protéine NAD9

Parmis les 10 mutations identifiées dans la séquence de Gnad9-1, 5 se traduisent
par un changement d’acide aminé et une, localisée dans le codon STOP, induit une

extension C-terminale de 14 résidus spécifiques a grande-NAD9 (Tableau 3). Aucune
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Figure 13 : Analyse des modifications en acides aminés de grande-NAD9. A. Alignements de
séquences des sous-unités NAD9 de Beta vulgaris G (AF276428), Beta vulgaris Nv (Q37787)
Beta trigyna (Q33994), Beta webbiana (Q34011), Solanum tuberosum (P80261), Arabidopsis

thaliana (Q95748), Oryza sativa (Q35322), Triticum aestivum (S39072), Marchantia

polymorpha (P34944), Bos taurus (P23709), Neurospora crassa (P23710). Les acides aminés en
rouge sont les plus conservés, puis en vert, puis en noir. Les acides aminés bleus sont différents

mais de méme nature. B. Comparaison des courbes de polarité des sous-unités NAD9 de Nv et G

obtenues selon la méthode de calculé de Zimmerman (1968).



n'affecte de codons édités (Kubo et al. 1993) et seule la deuxiéme mutation qui,

correspondant a un changement C en T, pourrait éventuellement étre corrigée par éditing.

Mutations Nv G Nature du changement
1 Lysine?® (AAA) Thréonine (ACA) basique > neutre
2 Sérine?® (TCA) Leucine (TTA) polaire = hydrophobe
3 Leucine® (CTAs) Valine (GTA) méme groupe
4 Phénylalanine'”> (TTT) Leucine (TTG) méme groupe
5 Arginine'®” (CGT) Glycine (GGT) basique = neutre
6 Codon STOP'* (TAA) Glutamate (GAA) extension C-terminale

Tableau 3 : Bilan des changements possible d’acides aminés de grande-NAD9

L'alignement réalisé a partir des séquences en acides aminés de différents
organismes révele la présence dans NAD9 de motifs extrémement conservés au sein des
espéces (Figure 13A, alignement réalisé avec NPS@ (Combet et al. 2000)). Parmi les
mutations observées chez G, les 1 et 2°™ sont localisées dans une zone relativement
riche en acides aminés basiques (Lysine, K). Le profil théorique de polarité obtenu par le
calcul (selon la méthode de Zimmerman et al. (1968)) semble indiquer que ces mutations
modifient la charge globale du double pic polaire situé dans l'extrémité N-terminale de
NAD?O, affectant par ailleurs I'environnement du motif L-P-K trés conservé (Figure 13B).
La mutation 4 est localisée dans le motif trés conservé Q-E(/A)-F-R situé dans la partie C-
terminale de NAD9. Enfin, les mutations 5 et 6 (extension C-terminale) modifient aussi
théoriquement la polarité de cette sous-unité. Mis & part la 3°™ mutation, 1'ensemble de ces
changements pourrait modifier les propriétés physico-chimiques de NAD9 et de ce fait ses
structures secondaire et tertiaire. Assemblée dans le complexe I les interactions avec les
autres sous-unités pourraient étre sensiblement altérées, et l'activité et/ou la stabilité du

complexe modifiées.

2-2-Analyse des séquences génomique et protéique de cox2

2-2-1-Séquence génomique du géne cox?2
Chez la betterave, le géne cox2 est constitué de deux exons séparés par un intron de

1462 pb, le tout représentant 2246 pb (Mann et al. 1991). L'analyse en Southern-blot de ce

gene a ¢été effectuée avec trois sondes générées par PCR correspondant a différentes parties
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Figure 14 : A. Southern-blot sur ADN total extrait de plantes portant le cytoplasme Nv,
Owen ou G digéré par EcoR1 avec les sondes cox2. B. Southern-blot avec la sonde intron-
cox2 sur I'ADN des plantes Mv et G digéré par Xbal.
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Figure 15 : Cartographie du géne cox2 déduite de la figure 14A. Les fleches rouges indiquent
la position des sondes utilisées. Le rectangle vert hachuré représente la partie tronquée de
I’exon2 de la copie du géne pseudo-cox2 de la CMS Owen (Senda ef al. 1991). La mutation
créant un codon STOP prématuré est indiqué dans la CMS G.
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Figure 16 : Northern-blot réalis¢ avec une sonde cox2-exonl avec environ 10 pg d'ARN
totaux extraits de plantes portant le cytoplasme Nv ou G.



du géne. La premiere correspond a I'exon 1, la deuxiéme a l'intron et la troisiéme a l'exon
2. Deux sites EcoRI situés dans la région centrale de l'intron permettent avec cette enzyme
et les sondes correspondant aux exons 1 et 2 de différencier les extrémités 5' et 3' du géne.
L'utilisation de I'intron comme sonde a permis de détecter le géne cox2 "intact", c'est a dire
possédant la structure 5'-exonl-intron-exon2-3', difficile & établir a cause de la présence
d'un pseudo-cox2-exonl décrit par Mann et al. (1991) hybridant aussi avec la sonde exon 1
(Figure 14A). La digestion Xbal indique que le geéne cox2 n'est présent qu'en une seule
copie dans les deux cytoplasmes (Figure 14B)

Les profils d'hybridation obtenu avec les sondes cox2 sur une digestion EcoRI ont
permis de retrouver les profils de restriction décrits sur Nv et Owen par Senda et al. (1991)
et d’établir la cartographie de Geox2 (Figure 15). Dans le cytoplasme Nv, les bandes de 1.5
kb et 2 kb correspondent respectivement aux extrémités 5' et 3' de cox2. Ce profil a déja été
décrit dans plusieurs espéces (B. macrocarpa, B. patula) et sous-espéces (B.v. maritima,
B.v. adanensis) du genre Beta (Senda et al. 1995). La CMS G partage avec la CMS Owen
le fragment de 6.8 kb comme extrémité 5' (Senda et al. 1991) mais le fragment de 2.8 kb
est spécifique de Gceox2 et correspond a ’extrémité 3'. Ces résultats suggérent que les
extrémités 5' et 3' de Geox2 aient été réarrangées par rapport & Nv.

La séquence de Gceox2 a révelé la présence de quatre mutations dans l'intron et une
mutation dans I'exon 2. Cette derniére est située dans le codon TTA de la leucine® qui est
muté en un codon-STOP TGA chez G. La présence de ce codon STOP prématuré
raccourcit la protéine COX2 de 8 acides aminés au niveau C-terminal.

Enfin, 'analyse du Northern-blot réalisée avec une sonde correspondant a l'exon 1
de cox2 révele un seul transcrit dans les deux cytoplasmes. La différence de profil observée
n'est pas surprenante puisque l'analyse en Southern-blot avait suggéré que les extrémités 5'

et 3' chez Geox2 étaient réarrangées (Figure 16).
2-2-2-Modification de la structure primaire prédite de la protéine COX2

Chez la betterave, le géne cox2 est traduit en une protéine précurseur de 260 acides
aminés. Elle est maturée avant son assemblage dans le complexe IV par un clivage de
I'extrémité N-terminal aprés le 14°™ acide aminé. Cette maturation se traduit par une
baisse du poids moléculaire de 1,7 kDa. Cette différence de taille est cohérente avec celle
observée en SDS-PAGE, d'environ 2 kDa, dans l'expérience de pulse-chase entre les

préCOX2 et COX2 présumées.
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Figure 16 : Alignements de séquences en acides aminés des sous-unités COX2 de Beta
vulgaris G (AF276430), Beta vulgaris Nv (P98012), Arabidopsis thaliana (Y08501),
Raphanus sativus (AF036388), Brassica rapa (AF036386), Daucus carota (P27168), Oryza
sativa (P04373), Triticum aestivum (P00413), Zea mays (P00412), Marchantia polymorpha
(P26857), Neurospora crassa (P00411), Bos Taurus (P00404). Les acides aminés en rouge
sont les plus conservés, puis en vert, puis en noir. Les acides aminés bleus sont des
changements de mais de méme nature. Les acides aminés constituant le centre cuivreux sont
indiqués par Cu.



La perte des huit derniers acides aminés du C-terminal due & l'apparition d'un
codon-STOP prématuré implique une différence de taille de 0.8 kDa ce qui correspond ici
aussi 2 la différence d'environ 1 kDa observée en Western-blot.

Contrairement 8 NADO, la structure et la fonction de la sous-unité COX2 sont bien
connues. Avec les sous-unités COX1 et COX3, elle constitue le cceur réactionnel de la
cytochrome ¢ oxydase (complexe IV). COX2 est ancrée dans la membrane interne de la
mitochondrie par deux hélices hydrophobes transmembranaires et les deux tiers de la
protéine sont localisés dans 1'espace intermembranaire (Figure 16). Elle posséde un centre

187_Cys??.Cys??.His**® conservé chez

cuivreux (Cua) constitué par les acides aminés His ~'-Cys*““-Cys
toutes les especes alignées dans la figure 16 (alignement NPS@ (Combet et al. 2000)).
Bien que la partie C-terminale tronquée de petite-COX2 ne semble pas directement affecter
le centre réactionnel, on constate que les 8 acides aminés manquant sont extrémement

253 mutée en codon-STOP chez G est

conservés chez les dicotylédones et la leucine
conservée chez les 9 especes végétales alignées. On peut donc supposer que la
modification du C-terminal de petite-COX2, située relativement proche des acides aminés
impliqués dans la constitution du centre cuivreux, pourrait sensiblement ici aussi modifier
la structure ce cette sous-unité et par conséquent les propriétés du complexe IV auquel elle

appartient.

2-3-Spécificité des modifications du cytoplasme G

L’analyse génomique du cytoplasme G a révélé un grand nombre de
réarrangements du génome mitochondrial, en particulier pour constituer la structure des
deux copies de nad9. Considérant ’ensemble des sondes utilisées dans cette étude et les
¢tudes précédentes (Tableau 4), leur répartition tout autour du génome mitochondrial de la

betterave (voir annexe I) suggére que ce soit I’ensemble du génome qui ait été remanié.
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Figure 17 : Représentation de la méthode d'identification de Gnad9-1 et 2 et Geox2 par PCR-
restriction. A. Schéma représentant les amorces utilisées pour nad9 avec les tailles des
produits PCR obtenus, digérés ou non. B. Schéma pour cox2. C. Exemples de profils obtenus

sur différents mitotypes.



Profils d’hybridation sur digestion EcoR1

Sondes Nv (kb) CMS G (kb)

coxl" 1,6 2,7

5’cox2 1,5 6,8

3’cox2 2 2,8

atp9’ 1,2 1,2 (+ fusion 3’Gnad9-1)
3,5 (pseudo-atp9) 2 (pseudo-atp9)

nad9 5 4,6 +0,9

pBv4’ 3,0+7,2 1,5+3,0

ToN2* 15.1+12.5+10.9 + 10.2 15.1+10.2

Tableau 4 : Bilan des hybridations Mv et CMS G.
(‘Saumitou et al. 1993; *Cuguenet al. 1994)

Dix mutations ont été trouvées dans les 622 nucléotides codant du géne nad9 contre
seulement une dans les 720 nucléotides codant de cox2. Les mutations dans le codon-
STOP de nad9 et la leucine®> de cox2 sont responsables du changement de taille observée
chez les polypeptides correspondant a ces génes.

La mutation dans le codon-STOP de nad9 entraine l'apparition d'un site EcoRlI,
(GAATTC) chez Gnad9-1. A l'inverse, la mutation dans le leucine® en codon-STOP chez
Gcox2 provoque la disparition d'un site de restriction Asnl (ATTAAT). Ces modifications
peuvent étre mises en €vidence simplement par digestion des produits PCR de nad9 ou
cox2 (exon 2) avec les enzymes correspondant.

Nous avons recherché la présence de ces deux mutations sur l'ensemble de la
collection des 23 cytoplasmes de betteraves maritimes et cultivées du laboratoire. La
présence du gene de fusion Gnad9-1 (nad9/atp9) ainsi que celle du géne délété Gnad9-2
ont aussi été recherchées par PCR avec les amorces spécifiques(Figure 17). L'ensemble des

résultats est résumé dans le Tableau S ;

PCR PCR nad9 mutation PCR cox2 mutation
5’nad9/3’atp9 5°nad9/3’nad9 codon-STOP  cox2-exon2  leucine®™
CMS G 585 pb 637 pb oui 467 pb oui
Collection Aucune 1027 pb non 467 pb non

Cytoplasmes Amplification

Tableau 5 : Bilan des recherches des caractéristiques génomiques de la CMS G dans la
collection des 23 cytoplasmes betteraves.

Ces résultats confirment que la structure de Gnad9-1 et Gnad9-2, la présence de

grande-NAD9 et de petit-COX2 (mutations codon-STOP) sont caractéristiques du

69



cytoplasme G puisque aucun des cytoplasmes de betteraves examinés ne possede ces

modifications.

Aucune des modifications observées chez les génes codant pour les sous-unités
NAD9 et COX2 du cytoplasme G n’ont été observées dans les autres cytoplasmes de
betteraves étudiés suggérant qu’elles soient ensemble caractéristiques de ce cytoplasme

stérilisant.

3-Conclusions

L'expression protéique du génome mitochondrial du cytoplasme G présente un
profil particuliérement original par rapport au profil connu du genre Bera.

Ce cytoplasme possede deux copies du géne nad9 : Gnad9-1 a une structure 3'
chimérique et une extension en 3' de l'orf de 14 codons, Gnad9-2 a son extrémité 3'
codante partiellement délétée et ne semble pas exprimé.

Le géne Gceox2 a ses extrémités 5' et 3' réarrangées par rapport a celui du
cytoplasme fertile Nv et une mutation dans l'orf réduit la taille de celle-ci de 8 codons.

Les sous-unités NAD9 et COX2 comportent des modifications de séquence qui
impliquent, entre autres, un changement de poids moléculaire observé en synthése in

organello et confirmé en Western-blot.

Afin de déterminer une implication possible des modifications de ces sous-unités
dans un dysfonctionnement mitochondrial nous avons étudié I’impact qu’elles pouvaient
avoir sur l’intégrité et le fonctionnement des complexes I et IV auxquels elles

appartiennent.
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CHAPITRE II : RESULTATS ET DISCUSSIONS

TROISIEME PARTIE :

LA CHAINE RESPIRATOIRE
DU CYTOPLASME G



Figure 1 : Modé¢le structural et fonctionnel du complexe 1. A. Profil obtenu par reconstitution
tridimensionnelle du complexe 1 de Neurospora crassa d'aprés Guénebaut et al. (1997). Le
cercle rouge indique la zone dans laquelle NAD?9 est localisée. La marque rouge représente la
taille relative de NAD9 par rapport au complexe I. B. Mécanismes réactionnels proposés par
Brandt ef al. (1997) représentant le parcours des électrons et des protons via les différents
intermédiaires redox au cceur du complexe I. La partie grisée représente le bras membranaire,
la partie blanche le bras matriciel. Mat., matrice; Esp.In., espace intermembranaire.



III - LA CHAINE RESPIRATOIRE DU CYTOPLASME G

1-Localisation et fonction de grande-NAD9 et petite-COX2

1-1-NADH:ubiquinone oxydoréductase (Complexe I)
1-1-1-Structure et réle du complexe I

Le complexe I, ou NADH:ubiquinone oxydoréductase est le premier complexe de
la chaine respiratoire mitochondriale et bactérienne. Il est présent chez tous les eucaryotes
a l'exception des levures et représente la premiére voie d'entrée des électrons dans la
phosphorylation oxydative. Ce complexe a une structure en forme de "L" (Figure 1A). Un
des bras est intégralement ancré dans la membrane mitochondriale interne (bras
membranaire) et I'autre est situé dans la matrice (bras matriciel). Il catalyse I'oxydation du
NADH matriciel produit par le cycle de Krebs. Cette réaction s'accompagne d'un transfert
d'électrons vers l'ubiquinone (Q) ainsi que de la translocation de protons a travers la
membrane mitochondriale interne vers l'espace intermembranaire. Le complexe I participe
donc a 'établissement du gradient de protons utilisé par I'ATPsynthase pour la production
d'ATP. Son activité peut-étre spécifiquement inhibée par la roténone ou le myxothiazol, ce
qui permet de distinguer son activité de celle des NAD(P)H déshydrogénases alternes
présentes chez la plante (les champignons et les levures) et insensibles a ces inhibiteurs.
Ces déshydrogénases alternes localisées de part et d'autre de la membrane interne peuvent
court-circuiter le complexe I dans I'oxydation du NAD(P)H et le transfert d'électrons vers
l'ubiquinone mais ne participent pas a la translocation de protons (Douce et al. 1973).

L'activité du complexe I peut se traduire par :
NADH + Q + 5H+matrice -9 NAD+ + QHZ + 4H+espacc intermembranaire (WCiSS et al. 1991)

Chez la plante, le complexe I est constitué¢ d'au moins 32 sous-unités dont 9 sont
codées par la mitochondrie (Combettes et Grienenberger 1999, Leterme et Boutry 1993,
Unseld et al. 1997) : NAD1 a 7 (+ NAD4L) et NAD9. Le bras matriciel (Figure 1B)
contient le premier centre accepteur d'électrons du NADH (FMN, flavine mononucléotide)
ainsi que les centres fer-soufre (N-1a, N-1b, N4, N3, N5) impliqués dans le transfert des
électrons vers les quinones (Q) du bras membranaire puis vers l'ubiquinone liposoluble. Le

bras matriciel peut étre décomposé en deux sous fragments, l'un contenant les
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Figure 2 : Analyse des complexes mitochondriaux en bleu natif PAGE. A. Les complexes
mitochondriaux (250 pg) ont €té solubilisés avec 1.5% de n-dodécylmaltoside, séparés en
¢lectrophorése non dénaturante sur un gradient de polyacrylamide de 5-12% et les protéines ont
¢té colorées au bleu de Coomassie. Les fléches indiquent les complexes de la chaine respiratoire.
B. Les sous-unités du complexe I obtenues a partir d'un gel natif ont été séparées sur un gel SDS-
PAGE 15% et colorées au nitrate d'argent. C. Un gel identique a celui décrit en B a été analysé
en Western-blot avec un anticorps anti-NAD9.



flavoprotéines et I'autre les centres fer-soufre. C'est dans ce dernier que la sous-unité de 30
kDa, I'homologue de NAD9 chez le beeuf, a été localisée (Walker 1992). Elle ne semble
pas directement impliquée dans la constitution des centres fer-soufre et son réle reste a ce

jour inconnu.
1-1-2-Intégrité du complexe I dans la CMS G

Afin de déterminer si les changements en acides aminés ou 'extension C-terminale
de grande-NAD9 pouvaient affecter la stabilité du complexe I de la CMS G, les fractions
mitochondriales préparées a partir de feuilles de betterave fertile (Vv) et stérile (G) ont éte
séparées par électrophorese non dénaturante (Figure 2A, bleu-natif PAGE). Les complexes
de la chaine respiratoire ont été identifiés dans un premier temps par comparaison du profil
obtenu par la méme méthode avec des mitochondries de pomme de terre (Jansch et al.
1996).

L'ensemble du profil obtenu avec Nv est similaire au profil obtenu sur G. Seule une
bande correspondant probablement au complexe IV est clairement absente chez G (voir la
suite § 1-2-2). La taille estimée du complexe I a 1000 kDa (le plus grand dans le gel)
correspond certainement au complexe I intact, c'est a dire avec les bras membranaire et
matriciel associés. Bien qu'une diminution de la bande correspondant au complexe I
apparaissent chez G (Figure 2A), elle n'a pas été observée de maniére reproductible. Nous
pouvons donc conclure a ce sujet.

La séparation des sous-unités du complexe I en électrophoreése dénaturante (Figure
2B, SDS PAGE) montre en Western-blot avec un antisérum anti-NAD9 (Figure 2C) que la
sous-unité modifiée grande-NAD9 est assemblée dans le complexe I de la CMS G. Ces
modifications ne semblent donc pas géner ni l'assemblage, ni la stabilité du complexe I,

tout au moins dans les feuilles de betteraves.

1-1-3-Mesure de l'activité enzymatique du complexe I

L'activité du complexe I a été déterminée par deux méthodes. La premicre permet
de mesurer directement l'oxydation du NADH en NAD" (Leterme et Boutry 1993), la
deuxiéme est une mesure de la réduction du cytochrome c par le complexe III alimenté par
un flux d'électrons issus de l'oxydation du NADH en amont de la chaine respiratoire

(Mannella 1987).
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Figure 3 : Mesure de l'activit¢é NADH déshydrogénase par mesure de la variation d'absorbance
du NADH oxydé en NAD" & 340 nm avec des particules sub-mitochondriales (voir texte). A.
Principe du dosage. Les fleéches rouges représentent le parcours des €lectrons et les bleues, les
translocations de protons. Les parcours en pointillés ne sont pas sollicités. Ext. et Int.,, NADH
déshydrogénases externes et internes; AOX, oxydase alternative; (D), duroquinone exogéne (Q),
ubiquinone native. B. Activités enzymatiques des NADH déshydrogénases déterminées avec et
sans roténone (Rot.). Activité 100% = 0.55 * 0.052 pmol/min/pg.
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Figure 4 : Mesure de l'activité NADH déshydrogénase par mesure de la variation d'absorbance a
550 nm due a la réduction du Cyt. ¢ avec des particules sub-mitochondriales (voir texte). A.
Principe du dosage. Les fleches rouges représentent le parcours des électrons et les bleues, les
translocations de protons. Les parcours en pointillés ne sont pas sollicités. Les abréviations
utilisées sont les mémes qu'en figure 3. (c.), cytochrome ¢ exogéne oxydé (rose) ou réduit
(orange). B. Activités enzymatiques des NADH déshydrogénases déterminées avec et sans

roténone (Rot.). Activité 100% = 0.28 * 0.036 umol/min/pg.



La premié¢re méthode (Figure 3A) utilise la duroquinone (D) en excés comme
accepteur exogeéne d'électrons a la place de l'ubiquinone (Q) native. Cette méthode court-
circuite l'alternative oxydase (AOX), ainsi que les complexes II, IIT et IV. Le NADH utilisé
comme substrat est oxydé par le complexe I et les déshydrogénases alternes (internes et
externes). La variation d'absorbance a 340 nm mesurée pendant la réaction permet de
calculer l'activit¢ NADH déshydrogénase. L'EDTA présent dans le milieu réactionnel
chélate les ions divalents du milieu camme le calcium (Ca") susceptibles d'activer
certaines déshydrogénases externes.

L'utilisation de la roténone comme inhibiteur spécifique du complexe I est
extrémement efficace chez les mammiferes mais beaucoup moins chez la plante (Palmer et
Ward 1985). L'inhibition du complexe I s'avére aussi dépendante du substrat respiratoire
utilisé (Gutierres et al. 1997) et du tissu analysé (Rasmusson et al. 1998). Ainsi, si on
compare l'inhibition de la respiration par la roténone d'environ 25-30% obtenue avec des
mitochondries de feuilles de tabac et le NADH comme substrat, I'inhibition de 5-7%
observée chez la betterave est certainement partielle (Figure 3B). Cette faible inhibition
peut étre attribuée a plusieurs facteurs.

(i) Le complexe I a perdu de son intégrité et par conséquent participe peu a

'oxydation du NADH.

(i)  L'utilisation d'un accepteur d'électrons exogéne comme la duroquinone

favorise peut-étre la voie des NADH internes et/ou externes.

(iij)  L'utilisation de détergents (DDM 0,05%) peut affecter la sensibilité a

I'inhibiteur.

A partir de ces résultats, il est difficile d'attribuer au complexe I sa part de l'activité
NADH déshydrogénase. C'est pourquoi nous avons utilisé une deuxiéme méthode de

dosage en conservant cette fois-ci 'ubiquinone native comme accepteur d'électrons.

La deuxieme méthode consiste en la mesure de la variation d'absorbance due a la
réduction du cytochrome ¢ (oxydé) exogene par le complexe III. Le flux d'électrons est
alimenté par l'oxydation du NADH utilisé comme substrat. Le complexe II n'est pas
sollicité (pas de succinate) et le complexe IV est inhibé par du cyanure afin d'éviter la ré-
oxydation du cytochrome ¢ réduit. Le milieu réactionnel contient aussi de 'EDTA.

Nous avons obtenu une inhibition par la roténone d'environ 25% pour les deux

cytoplasmes. Bien qu'elle soit encore certainement partielle, ces résultats semblent indiquer
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d'une part qu'il n'y a pas de différence notable entre l'activité globale des NADH
déshydrogénases et d'autre part que la part prise par le complexe I dans I'oxydation du

NADH parait relativement proche entre les deux cytoplasmes dans ces expériences.
1-1-4-Conclusions

L'analyse génomique de la sous-unité 9 du complexe I (rad9) a révélé de
nombreuses modifications de séquence entre les cytoplasmes fertile (Vv) et stérile (G).

L'étude du complexe I de la CMS G a révélé que son intégrité semblait conservée et
que la sous-unité NAD9 modifiée était assemblée. Compte tenu des conditions
expérimentales, les dosages d'activité NADH déshydrogénases in vitro n'ont pas permis de
mettre en évidence de différence d'activité entre le complexe I des cytoplasmes stérile et
fertile mais nous n'avons aucune indication quant a l'efficacité de la translocation des

protons.

La composition du complexe I est extrémement variable d'une espéce a l'autre. On
dénombre 41 sous-unités dans la mitochondrie de beeuf (Fearnley et Walker 1992), 32 chez
la plante (Leterme et Boutry 1993, Rasmusson et al. 1994) et seulement 14 chez les
bactéries (Friedrich et al. 1995). NAD9 fait partie des onze sous-unités conservées dans le
complexe I mitochondrial et bactérien qui constituent le complexe minimal fonctionnel
(Friedrich et Scheide 2000). Bien que la fonction de la sous-unité NAD9 n'ait pas encore
été déterminée, sa conservation semble indiquer qu'elle est nécessaire au fonctionnement
ou a I'intégrité du complexe 1. En effet, chez le champignon Neurospora crassa, NUO30.4
I'homologue de NAD9, est codée par le noyau. Son inactivation aboutit & la désintégration
du bras matriciel ce qui semblerait indiquer que cette sous-unité puisse étre impliquée dans
l'assemblage ou la stabilité du bras matriciel (Duarte e al. 1998). Enfin, Yamagushi et al.
(2000) ont montré récemment chez le beeuf que les sous-unités de 51 kDa et 30 kDa (55
kDa et NAD9 chez la plante) pouvaient étre marquées par photoaffinité avec du NADH,
NADPH et de I'ADP modifiés, marqués au P*2, La sous-unité de 51 kDa contient le site de
fixation du NADH (Deng et al. 1990) et ces résultats suggérent que des résidus aminés de

NAD9 pourraient étre également impliqués dans la liaison du NADH avec le complexe L.
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Figure 5 : Structure du cceur réactionnel COX1/COX2 de la cytochrome ¢ oxydase de beeuf
d'aprés Hartmut (1998). La sous-unit¢ COX1 est en bleu et gris, COX2 est en vert
(membranaire) et rouge (espace intermembranaire). Les fleches en pointillés indiquent la
position des centres cuivre Cua et Cup (points rouges), des hémes a et a; (jaune) et du C-
terminal de COX2. Les voies possibles de transfert de protons (D-pathway et K-pathway) sont
représentées par des fleches pleines noires.



1-2-Cytochrome c oxydase (Complexe 1V)
1-2-1-Structure et fonctionnement du complexe IV

Le complexe IV, ou cytochrome ¢ oxydase, est l'accepteur final de la chaine
respiratoire et transfére les électrons du cytochrome ¢ vers l'oxygéne moléculaire de la
matrice. Ce transfert s'accompagne de la translocation de 2 protons vers l'espace
intermembranaire. Ce complexe est composé de 3-4 sous-unités chez les bactéries aérobies
et d'au moins 13 chez les mammiferes.

Chez la plante, on dénombre 10 sous-unités (Jansch et al. 1996, Peiffer et al. 1990).
Les sous-unités COX1, COX2 et COX3 constituent le noyau de l'enzyme que l'on retrouve
chez les bactéries et sont codées par la mitochondrie a l'exception des légumineuses ou
COX2 est nucléaire(Nugent et Palmer 1991). COX1 et COX3 sont intégrées dans la
membrane interne mitochondriale. COX2 est ancrée dans la membrane par deux hélices
trans-membranaires mais la majeure partie de cette sous-unité est localisée dans l'espace
intermembranaire. Les sous-unités 1 et 2 constituent le centre réactionnel de la cytochrome
¢ oxydase ou s'effectuent le transfert d'électrons et la translocation de protons (Figure 5)
(Hartmut 1998, Tsukihara et al. 1996). COX2 posséde le site de fixation du substrat
(cytochrome c) et un centre cuivre (Cua) qui est le premier accepteur d'électrons de
I'enzyme. Le transfert d'électrons s'effectue ensuite vers COX1 par I'heme a, puis 'héme a;
couplé au deuxiéme centre cuivre (Cug), jusqu'a l'oxygéne moléculaire (O,), I'accepteur
final de la chaine respiratoire. Le transfert d'¢lectrons dans la cytochrome ¢ oxydase peut
se résumer par :

Cyt ¢ > Cua 2 héme a - héme a;-Cug 2 O,
|[FCOX2--|| COX1 Il

Les mécanismes de translocation des protons a travers la membrane interne
mitochondriale par la cytochrome ¢ oxydase ne sont pas completement élucidés. Toutefois,
deux canaux membranaires, D et K, ont clairement été identifiés dans la structure
tridimensionnelle de ce complexe (Figure 5). Le canal D, exclusivement constitué par
COX1, semble essentiellement étre impliqué dans la translocation des protons de la
matrice vers l'espace intermembranaire mais Hartmut (1998) suggére qu'il puisse aussi

alimenter 'héme a3-Cug. Le canal K, constitué par des hélices membranaires de COX1 et
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Figure 6 :Identification du complexe absent de la CMS G en bleu-natif PAGE. A. Séparation des
sous-unités des complexes mitochondriaux (150 pg de membranes mitochondriales) en
électrophorése SDS-PAGE 15% aprés bleu-natif PAGE (gels colorés au nitrate d'argent). La
fleche blanche sur Nv indique la position d'une sous-unité de 32 kDa dont le N-terminal a été
micro-séquencé a partir d'un gel identique a celui-ci transféré sur membrane. B. Western-blot
avec un anti-sérum anti-COX2 sur un gel bleu-natif transféré sur une membrane avec 20 pg de
protéines par puits. C. Western-blot anti-COX2 sur des fractions mitochondriales solubilisées
avec 1.5% de DDM, ultracentrifugées puis séparées en SDS-PAGE. Sn, surnageant; Ct, culot.



COX2, serait impliqué dans la réduction de 1'0, moléculaire en H,O via 'heme a3-Cug Les

mouvements de protons peuvent se résumer par :

Canal D—» 2 H+espace intermembranaire
4 H+matrice +120; < \"'“....
Canal K—*» H,0

La sous-unité COX2 participe donc activement aux deux fonctions enzymatiques
du complexe IV : le transfert d'électrons du cytochrome ¢ vers 1'0; et 1'établissement du
gradient électrochimique dans la mitochondrie par translocation de protons a travers la
membrane interne. Cette sous-unité est essentielle pour ce complexe dont les altérations
ont souvent des conséquences séveres sur le développement des organismes et des plantes

en particulier (voir Introduction, § 4-4).
1-2-2-Intégrité du complexe IV dans la CMS G

L'analyse de la séquence génomique de la sous-unité COX2 du cytoplasme stérile
G a montré qu'elle était tronquée des huit acides aminés de son C-terminal. Cette partie est
trés conservée chez les dicotylédones et en particulier la leucine® est conservée chez les
végétaux (§ I1I-2-2-2). Bien que ces huit acides aminées ne semblent pas directement
impliqués dans les transferts de protons ou d'électrons, leur conservation suggere qu'ils
puissent étre nécessaires pour assurer le bon fonctionnement du complexe.

L'électrophorése non-dénaturante (bleu natif PAGE) de complexes mitochondriaux
présentée dans un paragraphe précédent (§1-1-2 et figure 2A) montre clairement l'absence
d'une bande dans la ligne correspondant a la CMS G. Cette bande avait ét€ associée au
complexe IV par comparaison avec le profil obtenu avec des mitochondries de pomme de
terre. L'identité du complexe IV a été confirmée par la séparation des sous-unités des
complexes en électrophorese dénaturante (SDS-PAGE) et le microséquengage N-terminal
d'une sous-unité de 32 kDa de ce complexe dans le cytoplasme Nv (Figure 6A). La
séquence peptidique obtenue (DAAEPWQLGF) correspond & la séquence du N-terminal
de la forme mature de COX2 de la betterave (Mann et al. 1991). Bien que les sous-unités
des complexes I et V soient mal résolues sur la deuxiéme dimension dénaturante, celles du
complexe IIl apparaissent clairement dans les deux cytoplasmes alors que celles
correspondant au complexe IV sont absentes chez G. Le Western-blot réalisé avec un anti-
sérum anti-COX2 sur les complexes mitochondriaux séparés en gel natif montre une bande

correspondant a la cytochrome ¢ oxydase chez Nv et un signal difficilement interprétable
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Figure 7 : Mesures de I'activité cytochrome ¢ oxydase. A. Principe du dosage par mesure de la
variation d'absorbance a 550 nm due a l'oxydation Cyt. ¢ exogeéne (c.) (voir texte). Les fléches
rouges représentent le parcours des électrons et les bleues, les translocations de protons. Les
parcours en pointillés ne sont pas sollicités. B. Electrophorése en gel bleu-natif (6%-13%
d'acrylamide, sans coloration) des protéines des particules sub-mitochondriales (100 pg) obtenues
apres sonication. C. Activité cytochrome ¢ oxydase des particules sub-mitochondriales préparées
avec les cytoplasmes : Nv et G avec et sans KCN; G, CMS G sur betterave maritime (sauvage);
G*, CMS G plante restaurée. Activité 100% = 2.7 * 0.19 umol/min/pg. D. Dosage l'activité
cytochrome ¢ oxydase en présence de différentes concentrations de n-dodécylmaltoside (DDM).



pour la CMS G (Figure 6B). Enfin, le test de solubilisation au n-dodécylmaltoside, le
détergent utilisé avant I'électrophorése en gel bleu-natif, indique que dans les deux
cytoplasmes la sous-unité COX2 est solubilisée puisqu'elle se retrouve dans le surnageant
(Figure 6C). Par conséquent, l'absence du complexe IV en gel natif dans le cytoplasme G
n'est pas liée & un probléme de solubilisation de I'échantillon et sa localisation dans le gel
reste énigmatique. Peut-étre ne pénétre-t-il pas dans le gel et précipite dans le puits ou
bien, dissocié pendant 1'électrophorése, les sous-unités de petites tailles comme COX2,
migrent avec le front de migration. Le signal observé dans la figure 6B pourrait
correspondre au complexe agrégé, en cours de désintégration pendant la migration.

Mis a part la stérilité male, les plantes portant le cytoplasme G ne présentent aucune
autre altération phénotypique. Bien que le complexe IV ne soit pas résolu en
électrophorése native, il est difficile d'imaginer que ces plantes peuvent se développer
normalement en l'absence totale de complexe IV. Ce complexe est donc probablement
présent aussi chez G mais moins stable, peut-étre fragilisé par une sous-unit¢ COX2
tronquée, il migre mal ou se désintégre dans les conditions expérimentales de

I'électrophorese native.

1-2-3-Mesure de I'activité enzymatique du complexe IV

L'activité du complexe IV est déterminée en mesurant la variation d'absorbance du
cytochrome c¢ lorsqu'il passe de 1'état réduit a 1'état oxydé par l'intermédiaire de la
cytochrome ¢ oxydase. Le substrat est du cytochrome ¢ exogéne commercial de cheval
réduit avec de la dithionite. Seul le complexe IV est sollicité dans la réaction d'oxydation
(Figure 7A). La réaction est effectuée en présence de 0.5% de DDM.

L'intégrité du complexe IV dans les particules sous-mitochondriales, tout au moins
pour Nv, a été contrdlée en gel natif (Figure 7B).

Le dosage de l'activité cytochrome ¢ oxydase a révélé une diminution d'activité
d'environ 50% (48.2%) dans le cytoplasme stérile G par rapport au fertile Nv (Figure 7C,
gauche). Dans les deux cas, nous avons obtenu une inhibition totale de l'activité par le
cyanure (KCN, 1 mM), un inhibiteur spécifique du complexe IV, ce qui permet d'attribuer
l'activité résiduelle mesurée chez G a ce complexe.

Afin de contrbler que la différence d'activité observée n'était pas due a un effet
d'alloplasmie engendré par la substitution du cytoplasme de la betterave cultivée (Beta

vulgaris ssp. vulgaris) par celui de la betterave maritime (Beta vulgaris ssp. maritima),
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nous avons procédé a un test d'activité avec des particules sub-mitochondriales préparées a
partir de feuilles d'une betterave maritime stérile portant le cytoplasme G. La différence
obtenue est sensiblement la méme, suggérant que la différence d'activité soit probablement
liée directement au cytoplasme G (Figure 7C, droite G'*™/) et non 4 une incompatibilité des
sous-unités nucléaires COX des betteraves cultivées avec celles du cytoplasme d'origine
sauvage. Rappelons ici, que sur I'ensemble des cytoplasmes de betteraves maritimes testés
seule la CMS G posséde un COX2 tronqué (Partie 11, §2-3).

D'autre part une mesure d'activité a été effectuée avec des mitochondries préparées
a partir de feuilles d'une betterave maritime portant le cytoplasme G avec une fertilité male
restaurée. La méme diminution d'activité d'environ 50% a ici aussi été mise en évidence
(Figure 7C, droite G®). La restauration de la CMS G n'est donc pas directement liée 2 une
reprise normale de l'activité cytochrome ¢ oxydase dans les feuilles.

Enfin, des mesures d'activité réalisées a différentes concentrations de n-dodécyl-
maltoside (DDM) montrent que l'activité cytochrome ¢ oxydase persiste au-dela de 4% de
détergent dans le milieu réactionnel avec des particules sub-mitochondriales. Ceci indique
que la présence de 1.5% de DDM dans le tampon de solubilisation de protéine du gel bleu-
natif, n'est pas responsable de la déstabilisation éventuelle du complexe pendant
I'électrophorése. L'activité optimale semble située autour de 1% de détergent pour les deux
cytoplasmes (figure 7D).

Bien qu'aucun signal n'ait pu étre clairement attribué au complexe IV en
€lectrophorése native chez G, les mesures d'activité confirment la présence du complexe

IV actif dans ce cytoplasme avec une activité mesurée réduite d'environ 50%.
1-2-4-Conclusions

Nous avons montré que la CMS G posséde une COX2 tronquée et que cette
modification est spécifique a ce cytoplasme. Par ailleurs, les propriétés électrophorétiques
et l'activité du complexe IV sont aussi modifiées dans ce cytoplasme stérilisant mais il est
difficile a ce stade d'établir un lien entre ces différentes observations.

La perte des 8 acides aminés du C-terminal de COX2 peut avoir des conséquences
sur l'export des extrémités N- et C-terminales de cette sous-unité a travers la membrane
mitochondriale interne. Chez la levure, COX2 est aussi synthétisée sous la forme d'un
précurseur maturé par clivage du N-terminal. Herrmann et al (1995) montrent que la

translocation du N-terminal et du C-terminal de préCOX2, puis sa maturation dépendent
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du potentiel énergétique de la membrane et la nature hydrophile, globalement négative, des
extrémités de ce polypeptide. Ils montrent aussi que ces phénomenes précedent
l'assemblage de COX2 dans le complexe IV et mettent en évidence la présence de COX2,
maturée et structurée dans la membrane interne mais pas assemblée dans le complexe.

Les Western-blots réalisés sur les betterave stériles et fertiles ne révelent pas de
différences quantitatives notables entre COX2 et petit-COX2 ce qui semble indiquer que
les modifications de séquences de Geox2 n'altérent pas son expression ni sa maturation N-
terminale. Par contre, nous n'avons aucune idée quant & la qualité de 1'assemblage de cette
sous-unité tronquée puisque le complexe IV n'a pas pu étre isolé par électrophorése non
dénaturante. En conséquence, on ne peut pas exclure I'hypothese que la réduction d'activité
cytochrome ¢ oxydase chez G puisse étre due a une déficience partielle de 1'assemblage de
petite-COX2 impliquant une diminution de la quantité de complexes fonctionnels.

Nous avons vu que le C-terminal tronqué chez petite-COX2 n'est pas directement
associé aux transferts de charges dans le complexe IV, mais qu'il est clairement localisé
dans I'environnement du site de fixation du cytochrome ¢ dans l'espace intermembranaire
mitochondrial (Figure 5). Un changement dans la composition en acide aminé de COX2
pourrait modifier la conformation de ce site et I'affinité de l'enzyme pour son substrat,
diminuant ainsi sensiblement son activité.

Enfin, que ce soit a cause d'un probleme d'assemblage ou d'affinité pour le substrat,
la diminution de I'activité du complexe IV ainsi que son instabilité pourraient aussi étre le
résultat d'une mauvaise interaction entre petite-COX2 et les autres sous-unités natives du

complexe.

La baisse d'activité du complexe IV pose un probléme au niveau de la chaine
respiratoire et de la production d'énergie. Théoriquement, si 1'oxydation du cytochrome ¢
est ralentie de moitié, la translocation de protons couplée a la réaction d'oxydation serait
aussi réduite de moitié, ce qui engendrerait une diminution du potentiel électrochimique de
la membrane et donc une baisse de production d'ATP par 'ATP synthase mitochondriale.
D'autre part, le flux d'électrons alimenté par les NADH déshydrogénases et les complexe I
et II, véhiculé par le pool d'ubiquinone devrait arriver en saturation au niveau du
cytochrome ¢. Mais ce flux peut aussi étre en partie dévié vers 1'oxydase alterne qui court-
circuite les complexes III et IV. Nous avons donc estimé le taux d'expression de cette
enzyme dans les cytoplasmes fertile et stérile afin de vérifier si cette voie était

effectivement plus sollicitée chez G.
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2-Particularités de la chaine respiratoire du cytoplasme G

2-1-Oxydase alterne (AOX)

2-1-1-Fonction et génétique de 'AOX

L'oxydase alterne (ou AOX pour Alternative OXydase) a été révélée par l'existence
d'une respiration insensible au cyanure chez les plantes, les champignons et les levures
(revue Sluse et Jarmuszkiewicz 1998). En effet, l'inhibition de la voie du cytochrome ¢ par
l'antimycine A (complexe III) ou le cyanure (complexe IV) n'affecte pas I'activité de
l'oxydase alterne. L'AOX transfert directement les électrons de l'ubiquinone a l'oxygeéne
moléculaire (O;) alors réduit en H;O sans transférer de protons vers l'espace
intermembranaire (Moore et Siedow 1991). Elle court-circuite les complexes III et IV et ne
participe pas a la conservation d'énergie par la mise en place du gradient de protons.
L'énergie est dissipée sous forme de chaleur (Moore et al. 1978).

Chez la plante, I'AOX est codée par une petite famille de génes nucléaires. Trois
geénes ont été identifiés chez le soja et leur expression est tissu-spécifique (Whelan et al.
1996). Chez Arabidopsis thaliana, 4 génes ont été identifiés et caractérisés (AOXla-c et
AO0X2). Alors que AOXla et AOX1c sont transcrits dans tous les organes de la plantes,
AOXT1b est exprimé dans les tissus floraux et AOX2 dans la tige, les feuilles et les racines
(Saisho et al. 1997).

L'induction de 'AOX est aussi associée a différents stress comme le froid, les
blessures, une attaque par un pathogeéne, a la production d'éthyléne, la maturation des
fruits, la sénescence (McIntosh 1994). La grande variété de stress induisant I'expression de
I'AOX rend difficile la compréhension de sa régulation et sa fonction exacte dans la plante.

Enfin, 'AOX a une structure dimérique et le degré d'oxydation d'un pont di-sulfure
qui relie les deux monomeres entre eux permet aussi de réguler son activité. La forme
oxydée (avec pont) est peu active et la forme réduite (sans pont) est la plus active (Umbach

et Siedow 1993).
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Figure 8 : Quantification de l'expression de 'AOX. A. Western-blot réalisé avec un anticorps
monoclonal anti-AOX sur 50 ou 100 pg de protéines mitochondriales extraites de feuilles de
plantes portant le cytoplasme Nv ou G. Les tailles des différentes sous-unités sont indiquées par
les pointes de fleches. B. Quantification par densitométrie des différentes bandes AOX révélées
en Western Blot; gris, sous-unité de 32 kDa; blanc, sous-unité¢ de 34.5 kDa (moyenne sur deux

expériences).



2-1-2-Niveau d'expression de 'AOX dans le cytoplasme G

Etant donné l'activité réduite de la cytochrome ¢ oxydase dans le cytoplasme G,
nous avons estimé le niveau d'expression de 'AOX en tant qu'accepteur alternatif des
électrons de l'ubiquinone.

Le Western-blot réalisé avec un anticorps monoclonal anti-AOX sur un extrait de
protéines mitochondriales de feuilles de plantes fertile et stérile, révéle la présence dans les
deux cytoplasmes de deux sous-unités de 32 et 34.5 kDa (Figure 8A). Ces deux sous-unités
semblent étre exprimées de fagon constitutive dans les feuilles de betterave. La présence de
deux sous-unités AOX dans les tissus végétatifs a déja été rapportée chez d'autres especes
comme le soja (Whelan ef al. 1996). L'intensité du signal correspondant a la sous-unité de
32 kDa est relativement proche dans les deux cytoplasmes. Par contre, on constate que
chez la plante stérile, le signal correspondant a la sous-unité de 34.5 kDa est plus fort que
chez la fertile. L'intensité des bandes AOX (32 et 34.5 kDa) additionnées (estimé par
densitomeétrie, OneD-Scan) donne un rapport entre Nv et G de 6 (Figure 8B). Dans les
feuilles, I'AOX est essentiellement présente sous forme réduite, active (Vanlerberghe et al.
1999) et, bien que ces résultats ne donnent pas d'indication directe sur l'activité de
I'oxydase alterne, chez toutes les espéces végétales analysées, le potentiel d'activité de
I'AOX est proportionnel a la quantité de protéine détectable en Western-blot (Elthon et al.
1989b, Vanlerberghe et McIntosh 1994). La sur-expression de cette protéine et son activité
potentielle associée restent cohérentes avec 1'idée que chez la plante stérile (G), une partie
plus importante du flux d'électrons est déviée vers I'AOX pour compenser la déficience de

la cytochrome ¢ oxydase.

2-1-3-Bilan énergétique du cytoplasme G

L'ensemble des modifications décrites sur les plantes portant le cytoplasme G ont
été observées sur des mitochondries préparées a partir de feuilles de betteraves et elles sont
compatibles avec le développement normal de la plante. Par ailleurs, la respiration
insensible au cyanure, relative a l'activité AOX, est extrémement variable d'une espéce
végétale a l'autre et selon le substrat respiratoire (voir Tableau 1). Le degré d'engagement
de 'AOX dans les feuilles dépend aussi de l'age de celles-ci et peut atteindre un maximun
de 28% de la respiration totale par exemple dans les feuilles de blé agées de 14 jours contre

5% dans d'autres phases du développement (Lennon et al. 1995). On peut donc supposer
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Figure 9 : Schéma représentant la répartition des électrons (fleches rouges) entre la voie du
cytochrome ¢ ou 'AOX. Les complexes respiratoires sont symbolisés par des carrés numérotés.
Les translocations de protons (fléches bleues) et la production associée d'ATP par I'ATP synthase
(V) sont indiquées. UQ, pool d'ubiquinone; ND, NAD(P)H déshydrogénases alternes. A. Schéma
pour Nv, activité AOX résiduelle. B. Schéma pour G, AOX sur-exprimée pour compenser la
déficience du complexe IV. C. Sur-expression de I'AOX en réponse a la déficience du complexe
IV et l'activation du cycle de Krebs.



que la sur-expression de 'AOX chez G ne refléte pas une réponse a un réel stress
physiologique mais plutét une adaptation naturelle du métabolisme cellulaire pour
compenser la déficience du complexe IV. Le niveau d'expression d'AOX révélé dans les
mitochondries de feuilles des betteraves portant le cytoplasme "normal" Nv correspond au

niveau résiduel d'AOX pour des jeunes feuilles de betteraves dgées de 6 a 8 semaines.

Pourcentage d'inhibition par KCN

Espéce végétale malate succinate NADH
Arum maculatum 5-56 0-55 30-55
Symplocarpus foetidus 25-45 17-50 17-50
Sauromatym guttatum 51 0-52 55
Zea mays 10-75 80-100 86-100
Triticum aestivum 81 78 96
Solanum tuberosum 78-94 86-99 86-99
Helianthus tuberosum 95 95-98 97

Tableau 1 : Respiration résistante au cyanure : variation avec le substrat respiratoire
(d'apres Lance et al. 1985).

De fagon simplifiée, théoriquement chez une plante non stressée, 'activité AOX
(respiration insensible au cyanure) est résiduelle et le flux d'électrons véhiculé par
l'ubiquinone (UQ) est dirigé vers la voie du cytochrome ¢ sur les complexes III et IV (voie
classique) jusqu'a I'0O, moléculaire. Ce transfert s'accompagne de translocation de protons
vers l'espace intermembranaire. L'ATP synthase (Cy) utilise la force proto-motrice générée
pour produire de ' ATP en transférant les protons vers la matrice (Figure 9A).

Chez la CMS G nous avons montré que l'activité du complexe IV est ralentie de
moitié in vitro et que la répartition des électrons étaient certainement modifiée au profit de
'AOX sur-exprimée. Ce dernier changement affecte aussi théoriquement l'activité du
complexe III. Finalement la translocation de protons par la voie du cytochrome ¢
(complexe III et IV) est globalement diminuée et en conséquence la production d'ATP
ralentie (Figure 9B). Puisque le cytoplasme G n'affecte que le développement du pollen,
outre le fait que la déficience de la cytochrome ¢ oxydase puisse €tre compensée par
l'oxydase alterne, d'autres voies métaboliques que la chaine respiratoire sont certainement
sollicitées pour la production d'énergie afin de rétablir un bilan énergétique compatible
avec le développement normal de la plante. La phosphorylation oxydative, la glycolyse et
le cycle de Krebs sont deux autres voies de production d'énergie dans la cellule. Une
augmentation de l'activité de ces deux voies est un moyen de produire plus d'énergie.

L'élévation de l'activité du cycle de Krebs implique aussi une augmentation de l'activité du
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complexe II (succinate désydrogénase), un intermédiaire de ce cycle (Figure 9C). Le
complexe II ne participe pas au gradient de protons mais il alimente le flux d'électrons de
la chaine respiratoire. Dans 'hypothése ou le cycle de Krebs serait plus sollicité chez G, on
peut alors imaginer que le niveau de sur-expression de 'AOX traduit aussi une réponse au
flux d'électrons sur-alimenté par le complexe II.

Enfin, le pyruvate qui est un précurseur de I'acétyl-CoA entrant dans le cycle de
Krebs, permet aussi de réguler lactivité de I'AOX en agissant comme activateur
allostérique (Vanlerberghe et al. 1995). La relation étroite entre la régulation de l'activité
AOX, le complexe II et le cycle de Krebs suggére que l'activité de ce dernier soit
modifiée/adaptée chez la CMS G, et par extension l'ensemble de son métabolisme

cellulaire.

Remarque: L'activitét NADH déshydrogénase mesurée par la méthode 2 (réduction du
cytochrome ¢ exogéne, § 1-1-3) fait intervenir l'activité du complexe III qui peut-étre
modifiée chez G par 'augmentation de l'activité AOX. Il est donc difficile a partir de ces

données d'estimer 1'activité du complexe I chez G.

2-2-Avantages potentiels du cytoplasme G

Malgré des modifications métaboliques importantes, la CMS G est maintenue en
milieu naturel, parfois avec une fréquence élevée dans certaines populations. En
conséquence, mis a part la stérilité¢ male, ces modifications n'altérent pas le développement
de la plante et sont compatibles avec sa survie sous la pression de la sélection naturelle.
Nous avons vu que le maintien d'une CMS en milieu naturel nécessitait un avantage
sélectif par rapport aux plantes fertiles coexistant dans les populations (Introduction, I-1-
2). La répartition particuliere du flux d'électrons dans la chaine respiratoire du cytoplasme
G au profit de l'oxydase alterne pourrait avoir une incidence plus générale sur le

métabolisme de la plante et constituer un avantage sélectif.

2-2-1-Régulation de 'AOX

L'AOX ne participe pas a la production d'ATP dans la mitochondrie et son réle est

associé a la régulation de métabolites clefs dans la cellule. Par exemple, lorsque la voie du
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cytochrome c est saturée par le flux d'électrons, l'augmentation des rapports ATP/ADP et
NADH/NAD" s'accompagne d'un ralentissement du cycle de Krebs et en conséquence
d'une baisse de la production des intermédiaires carbonés utilisés comme substrats dans
différents compartiments de la biosynthese cellulaire (Wagner et Moore 1997). En déviant
les électrons des complexes III et IV, 'AOX permet donc de rééquilibrer le flux d'électrons
dans la chaine respiratoire et de relancer le cycle de Krebs. Par ailleurs, l'activité de I'AOX
peut étre régulée de fagon post-traductionnelle par différents facteurs. Le pyruvate est un
activateur allostérique de l'enzyme (Day et Wiskich 1995), le NAD(P)H produit par le
cycle de Krebs peut activer (par réduction) les diméres d'AOX (Vanlerberghe et al. 1998)
et la concentration en quinone dans la membrane interne mitochondriale modifie aussi son
activité (Ribas-Carbos et al. 1995).

Enfin, I'AOX est aussi exprimée en réponse a différents stress, comme la croissance
en milieu pauvre en phosphate (Parsons ef al. 1999), des blessures ou des attaques par des
pathogénes (Simons et al. 1999), ainsi qu'en réponse a l'acide salicylique et I'éthyléne

(Chivasa et Carr 1998).

2-2-2-Résistance au froid

Le stress au froid est un des facteurs d'induction de l'oxydase alterne. L'AOX ne
participe pas a la conservation de I'énergie puisque son activité enzymatique n'est pas
couplée a la formation du gradient de protons. L'énergie est dissipée sous forme de chaleur.
Toutefois, la dissipation de la chaleur associée a 'AOX est insuffisante pour lui attribuer
un role dans la thermorégulation. La réponse a ce stress a plutét été reliée a une
compensation de la baisse de l'efficacité de la phosphorylation oxydative a basse
température par une augmentation de l'activité de la voie alterne associée a la régulation du
cycle de Krebs. Seule chez les plantes dont le développement floral est thermogénique,
comme les Aracées, l'activité AOX a été associée a la production de chaleur dans la fleur
(Elthon et al. 1989a).

Chez les betteraves portant le cytoplasme stérilisant (G) ou normal (Nv), bien que la
comparaison du développement de la hampe florale n'ait pas été précisément quantifiée,
des observations préliminaires semblent indiquer que les plantes male-stériles fleurissent
plus t6t et que la durée de leur floraison est plus longue. Ces observations pourraient
traduire une précocité de la montée a fleur induite par une diminution de la sensibilité au

froid due a la sur-expression de ' AOX dans les tissus végétatifs de la CMS G. La précocité
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et la persistance de la floraison des betteraves stériles pourrait constituer 1'avantage sélectif

delaCMS G.

2-2-3-Limitation de la production des espéces oxygénées réactives (ROS)

Des espéces oxygénées réactives comme les anions superoxydes («O2’), les radicaux
hydroxyles (\OH) ou le peroxyde d'hydrogéne (H,O;) sont des intermédiaires du
métabolisme cellulaire hautement toxiques car trés réactifs. S'ils ne sont pas rapidement
éliminés, leur présence peut s'avérer extrémement délétere pour la cellule et l'organisme.
Le complexe III est associé a la production de ROS. Une des fonctions associées a
l'oxydase alterne chez la plante est la réduction de la production des ROS en déviant le flux
d'électrons de la voie du cytochrome ¢ (Maxwell et al. 1999).

Chez le champignon Podospora anserina l'analyse de mutants déficients pour la
cytochrome ¢ oxydase a révélé un lien probable entre la sur-expression de 'AOX et une
augmentation de la longévité du champignon due a la réduction de la production de ROS
(Dufour et al. 2000).

L'augmentation de l'activité AOX dans le cytoplasme G couplée a la diminution de
l'activité du complexe IV (et probablement du complexe III) s'accompagne certainement
d'une réduction de la production de ROS dans les feuilles et peut-étre dans les autres tissus.
Ces modifications protégent les métabolites et l'information génétique mitochondriales
contre les effets des stress oxydatifs pendant la vie de la plante et pourraient se traduire par

un avantage sélectif en terme de longévité pour les plantes portant le cytoplasme G.

3-Hypothéses sur les mécanismes de la stérilité mile cytoplasmique G

Les mécanismes d'induction de la stérilité mile cytoplasmique sont extrémement
différents d'une CMS a l'autre. Parallelement & la présence de facteurs stérilisants
mitochondriaux agissant & un stade spécifique du développement de l'anthére, l'idée que les
premiers tissus affectés par une déficience énergétique soient ceux de l'anthere est soutenue
par 1'étude de mutants de la chaine respiratoire et I'augmentation de l'activité et du nombre
de mitochondries dans ces tissus (voir Introduction).

La CMS G se caractérise par la présence de deux polypeptides mutés (grande-

NAD9 et petite-COX2) appartenant & des complexes de la chaine respiratoire. Les résultats
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Figure 10 : Séparation en SDS-PAGE 16% de sous-unités du complexe I aprés une premiere
dimension non dénaturante de fractions mitochondriales préparées a partir de feuilles de
betteraves stérile (G), fertile (M) et restaurée (GR). Gel coloré au nitrate d'argent.



obtenus dans cette étude ont été réalisés sur des préparations de feuilles de betteraves et ne
permettent de prédire pas de 1'implication des modifications de ces polypeptides dans les
autres tissus de la plante, en particulier les tissus de l'anthére. Toutefois, a partir de ces
données, plusieurs hypothéses peuvent étre émises quant aux mécanismes de l'expression

de la stérilité male chez G.

3-1-Implication du complexe I : grande-NAD9

Aucun dysfonctionnement n'a pu étre attribué a grande-NAD9 dans les
mitochondries de feuilles de betterave. Toutefois, la composition des sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire peut changer en fonction des tissus et du stade de
développement de la plante. Chez le tabac et le pétunia la présence d'une sous-unité 2 de
I'ATP synthase mitochondriale (ATP2) supplémentaire a été révélée a partir de préparation
de mitochondries de grains de pollen (De Paepe et al. 1993). Chez le blé, la purification de
la cytochrome ¢ oxydase a partir de plantules et de graines en germination a aussi révélé
une composition différente en sous-unités de ce complexe (Peiffer et al. 1990). Avec plus
de 30 sous-unités dans le complexe I, on peut imaginer qu'une variation de sa composition
en sous-unités dans les tissus de l'anthére peut étre incompatible avec grande-NAD9 et
engendrer un dysfonctionnement de ce complexe pendant la gamétogenése male.

Des études préliminaires visant 3 comparer la composition des sous-unités du
complexe I des plantes portant le cytoplasme G stérile ou restaurée révele la présence d'un
polypeptide additionnel chez ces dernieres (Figure 10). La stérilité male pourrait alors étre
restaurée par un changement d'une ou plusieurs sous-unités compatibles avec grande-
NAD9. Toutefois, la betterave restaurée est sur fond nucléaire sauvage, différent des
plantes cultivées. Il est donc difficile a ce stade d'associer ce polypeptide & un gene de
restauration.

Enfin, la fonction de NAD9Y est inconnue et ne semble pas directement impliquée
dans les mécanismes d'oxydation du NADH. 1l est possible que sa fonction soit ailleurs et
que les mutations de grande-NAD?9 ne soit délétéres qu'a certains stades du développement
de la plante, peut-étre par la perte d'interaction avec des cofacteurs du complexe I. NAD9
ne participant pas directement a l'oxydation du NADH, son affinité pour le NADH
(Yamaguchi et al. 2000) laisse supposer que cette sous-unité peut en effet participer a la

régulation de l'activité du complexe.
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3-2-Implication du complexe IV : petite-COX2

Dans les stades végétatifs, la déficience de la cytochrome ¢ oxydase peut étre
compensée par l'augmentation de la glycolyse et de l'activit¢ de 1'AOX. Mais la
gamétogenése maile demande énormément d'énergie. Les tissus internes de l'anthére
associés au développement des microspores ne sont pas photosynthétiques et 1'énergie
requise sous forme d'ATP est donc entiérement fournie par la mitochondrie. Le
métabolisme mitochondrial du cytoplasme G lié a la déficience de la cytochrome ¢
oxydase peut donc étre incompatible avec le développement des boutons floraux des
betteraves stériles.

Les déficiences de la chaine respiratoire décrites a travers des dysfonctionnements
de complexe I total ou partiel, montrent un gradient d'altérations phénotypiques touchant le
développement général de la plante (Gutierres et al. 1997) ou se limitant a la stérilité méale
(Heiser et al. 1997). 11 est possible que la déficience respiratoire de la CMS G soit a un
équilibre énergique suffisant pour assurer le développement normal de la betterave mais

insuffisant pour la production de pollen.

3-3-Discussion

Sur I'ensemble des différentes accessions de cytoplasme du groupe G rencontrées
en populations naturelles, les sous-unités grande-NAD9 et petite-COX2 sont toujours
associées. Aucun des autres cytoplasmes testés ne posséde l'une de ces deux sous-unités
modifiées. Par conséquent le lien entre ces deux sous-unités et la stérilité male laisse aussi
supposer qu'elles soient impliquées toutes les deux dans l'expression et/ou le maintien de

cette CMS en milieu naturel.

Par ailleurs, la stérilité male est induite tres tot dans le développement de 'anthére
chez les plantes cultivées en 'absence de génes de restauration. Par contre, chez les plantes
descendant de croisements réalisés avec des CMS G restaurés la variabilité dans la
production de grain de pollens viables et non viables varie de 0 a 95% (Partie I, Figure 3).
Les phénotypes intermédiaires indiquent qu'une restauration partielle existe et que la
stérilité méle peut apparaitre a différents stades de développement du grain de pollen. La

restauration partielle peut traduire une compensation imparfaite des déficiences engendrées
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par grande-NAD9 et/ou petite-COX2. Si la baisse de production d'énergie est impliquée
dans la stérilité alors on peut imaginer qu'en fonction des capacités des mitochondries a
produire I'ATP, plusieurs stades de développement du grain de pollen peuvent étre

affectés, en commengant du moins consommateur vers les plus consommateurs d'énergie.

Enfin, le métabolisme du pollen est sensiblement différent de celui des organes
végétatifs. Dans ces derniers, le pyruvate issu de la glycolyse entre dans le cycle de Krebs
apres transformation en acétyl-CoA.

Dans les tissus de l'anthére, le pyruvate est préférentiellement transformé en acétaldéhyde
par décarboxylation. L'acétaldéhyde peut alors suivre deux voies (voir revue Tadege et al.
1999). Dans la premiére, il est transformé en alcool par une alcool-déshydrogénase et
participe a la fermentation alcoolique. Cette voie est utilisée comme source
complémentaire 4 la phosphorylation oxydative pour la production d'énergie dans le
pollen. Dans la deuxiéme voie, l'acétaldéhyde est transformé en acétate et peut participer
aux différentes voies métaboliques de la biosynthése (directement ou déshydrogéné pour
former l'acetyl-CoA). Les changements métaboliques dans la CMS G pourraient étre
incompatibles avec le métabolisme particulier de I'anthére et conduire a l'avortement de la

production de pollen.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La comparaison du profil d'expression mitochondriale de la CMS G en synthése in
organello avec trois autres cytoplasmes de betteraves (Nv, Owen et E) a révél¢ un profil
particuliérement original. Contrairement a la plupart des CMS décrites dans la littérature,
nous n'avons pas détecté de polypeptides additionnels dans ce cytoplasme stérilisant. Par
contre, la CMS G se caractérise par la présence de trois produits de synth¢ses variants en
taille. Ces variants ont été identifiés et correspondent aux polypeptides NAD9, COX2 et au
précurseur de COX2. NAD9 et COX2 sont deux sous-unités appartenant respectivement
aux complexes I et IV de la chaine respiratoire mitochondriale. De ce fait, la CMS G peut

étre considérée comme un mutant de la chaine respiratoire.

La structure des génes Gnad9-1 et Gnad9-2 ainsi que les différents profils RFLP
obtenus avec la CMS G montrent qu'un grand nombre d'événements de recombinaison
intra- et inter-génomiques, affectant I'ensemble du génome mitochondrial, sépare le type G
de Nv qui est le plus fréquemment rencontré en population de betteraves maritimes en
France. L'ensemble de ces réarrangements a donc abouti a l'organisation génomique stable
du cercle maitre de la CMS G que l'on rencontre aujourd'’hui dans des populations de
betteraves maritimes réparties du nord de la France a la pointe sud de I'Espagne. Toutefois,
le séquengage des génes codant pour les sous-unités NAD9 et COX2 montre que les
variations de tailles observées au niveau protéique sont dues & des substitutions
nucléotidiques affectant la taille des deux orf. Les modifications génomiques affectant la
taille de ces sous-unités n'ont été retrouvées dans aucun des 22 cytoplasmes de betteraves
maritimes recensés a ce jour et sont par conséquent caractéristiques de ce cytoplasme

stérilisant,

La sous-unité grande-NAD9 de la CMS G posseéde une extension C-terminale et
I'analyse de sa séquence nucléotidique prédit 5 changements d'acides aminés par rapport a
Nv. Toutefois, nous avons montré que ces modifications n'altérent ni l'assemblage du
complexe I, ni son activité enzymatique dans les feuilles de betteraves. Par contre, la sous-
unité petite-COX2 de la CMS G tronquée des 8 acides aminés de son C-terminal pourrait
étre responsable d'une déficience de la cytochrome ¢ oxydase. En effet, l'activité de ce

complexe est réduite de moitié dans la CMS G. Par ailleurs, ce complexe n'est pas résolu
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en électrophorése non dénaturante alors que le complexe IV de Nv a été formellement
identifié. Ceci pourrait traduire une relative instabilité du complexe de la CMS G dans
certaines conditions par rapport & Nv qui posséde une sous-unit¢é COX2 intacte. Nous
avons pu corréler la déficience du complexe IV avec une sur-expression de l'oxydase
alterne. Puisque la chaine respiratoire mitochondriale est la principale source d'ATP dans
la cellule, ces résultats suggérent fortement que ces modifications affectent plusieurs
compartiments du métabolisme cellulaire qui doit compenser les déficiences de la chaine
respiratoire pour permettre a la plante de conserver un développement normal.

L'étude détaillée du métabolisme cellulaire "adapté" du cytoplasme G offrirait
certainement des réponses a la question de son maintien face aux plantes hermaphrodites

en milieu naturel et aux avantages sélectifs conférés par ce cytoplasme stérilisant.

Bien que cette étude ait été menée sur des feuilles de betterave, l'ensemble des
modifications décrites constitue une base solide pour l'investigation des mécanismes de
'expression de la stérilité male dans la fleur de la CMS G. Elle nous a permis d'émettre
plusieurs hypothéses quant & ses mécanismes comme une incompatibilité des sous-unités
modifiées et de leur complexe dans le pollen, une insuffisance énergétique ou une toxicité
pollen-spécifique induite par les modifications métaboliques de la CMS G. Nous disposons
aujourd'hui, en plus des couples CMS/mainteneur, de plantes possédant le cytoplasme G
mais dont la fertilité male est restaurée par des facteurs nucléaires. L'étude comparée de
ces trois types de plantes, en particulier de leur développement floral, est trés prometteuse
pour la compréhension des mécanismes moléculaires inducteurs de la CMS et la
détermination de l'implication potentielle de grande-NAD9 et/ou petite-COX2 dans celle-
ci.

Par ailleurs, une récente prospection au sud du Portugal (Fuseta) a révélé la
présence dans une population mixte de betteraves (B. macrocarpa et B.v. ssp maritima)
d'un nouveau type mitochondrial. Les premiéres analyses RFLP (avec les sondes ToN2,
atp6, pBv4) l'associent au groupe G, les plantes sont méales-steriles, possedent Gecox2 et
Gnad9-2 (copie non exprimée). Par contre, nous n'avons pas obtenu d'amplification avec
les amorces spécifiques Gnad9-1 (grande-NAD9) mais le southern-blot réalisé avec une
sonde nad9 confirme la présence d'une deuxiéme copie de nad9. La séquence de cette
copie originale de nad9 pourrait constituer un élément de réponse quant a I'implication de

grande-NAD?9 dans la CMS.
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L'implication de grande-NAD9 et petite-COX2 dans la stérilité male de la betterave
n'a pas été démontrée mais ces deux polypeptides modifiés n'ont été rencontrés que dans le
mitotype stérilisant G et les dysfonctionnements de la chaine respiratoire chez les plantes
sont fortement associés i une altération de la production de pollen. Ces sous-unités
spécifiques de la chaine respiratoire mitochondriale de G ont dans un premier temps été
identifiées parce que les modifications de leur séquence induisaient un changement de
taille des protéines. Puisque aucun polypeptide variant n'a pu &tre mis en évidence dans la
CMS Owen et la CMS E de la betterave, on ne peut pas exclure que des sous-unités
mitochondriales soient altérées, sans changement de taille, et que dans ces cas aussi des
déficiences de la chaine respiratoire puissent étre liées a la stérilité male induite par ces

différents cytoplasmes.

L'étude de la CMS G a permis de montrer pour la premiére fois que mise a part la
stérilit¢ male, une altération de la chaine respiratoire est compatible, avec le
développement normal d'une plante et son maintien en milieu naturel, probablement
associé¢ a un avantage sélectif. Les populations naturelles représentent certainement un
réservoir de variabilité métabolique jusqu'ici peu exploré, constitué sous l'influence d'un

facteur extrémement contraignant : la sélection naturelle.
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ANNEXE 1

Cartographie du génome mitochondrial de la betterave établie par Kubo et al. (2000) d’apres la
séquence nucléotidique compléte. La localisation des 3 sondes atp6, pBv4 et ToN2 utilisées au
laboratoire GEPV en RFLP pour déterminer les différents types mitochondriaux des betteraves
maritimes (Beta vulgaris ssp. maritima) est indiquée (en rouge). Les régions potentiellement
réarrangées dans la CMS G sont également indiquées (en vert).




Sugar Beet

Mitochondrial DNA

368,799 bp
(Kubo et al. 2000)

- Localisation des sondes atp6, pBv4 et ToN2 et des fragments de restriction EcoR17 associés.

Régions potentiellement réarrangées chez la CMS G déduite d’aprés la séquence ou le profil
d’hybridation.
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Abstract

In sugar beet, cytoplasmic male sterility (CMS) is conferred by the Owen
mitochondrion (Svulg). In order to find polypeptides specific to this cytoplasm and
putatively involved in CMS, the protein expressions of Svulg and a non-sterilizing
mitochondrion (Nvulg) were assessed by in organello protein synthesis of
mitochondria isolated from leaves. Considering the hydrophobicity of mitochondrial
translation products, the in organello synthesis polypeptides of both cytoplasms were
compared with an acid-base two-dimensional electrophoresis adapted to hydrophobic
protein separation. To evaluate the possible effect of nuclear background, the
mitochondrial protein expression was assessed with three different nuclear
backgrounds by using three near isogenic line pairs (NIL). A range of 3 to 4 variant
polypeptides was revealed for each nuclear context. However, each variant
polypeptide was specific to a nuclear-cytoplasmic context. Although the present
study did not enable us to unambiguously find any variant polypeptide related to

CMS, it reports an effect of the nucleus on mitochondrial gene expression.

Key words (5)
Nuclear-cytoplasmic male sterility, plant mitochondria, in organello synthesis, sugar

beet, acid-base electrophoresis.



INTRODUCTION

The regulation of mitochondrial gene expression by nuclear genes is the key means
by which the activities of the nuclear and organelle genetic systems are coordinated.
In yeast, a large number of nuclear genes mediating the expression of specific
mitochondrial genes have been identified (Costanzo and Fox 1990, Grivell 1995).
But the mechanisms through which nuclear genes regulate mitochondrial gene
expression are much less well understood in plants. A mitochondrial variation is
phenotypically characterized by plants which are unable to produce functional pollen
grains (CMS, cytoplasmic male sterility). CMS has been described in numerous
higher plant species and has been used as a model to study nuclear-cytoplasmic
interactions (see review by Schnable and Wise, 1998). Indeed, plants with sterilizing
mitochondria can produce pollen grains thanks to the "counteraction" of nuclear
genes which restore male fertility, the so-called restorer loci. In sugar beet (Beta
vulgaris ssp. vulgaris), CMS was first introduced by F.V. Owen (1945). This so-
called Owen cytoplasm is currently used worldwide for hybrid seed production.
Despite extensive efforts, up to now the relationship between mitochondrial gene
expression and male sterility has not been documented in beet. At the DNA level,
data provided by restriction and hybridization analysis suggest that considerable
rearrangements have occurred in the Owen mitochondrial genome with reference to a
given non-sterilizing cytoplasm (Brears and Lonsdale 1988; Kubo et al. 1999).
Recently, an RAPD polymorphism analysis between the Owen mitochondrion and a
non-sterilizing mitochondrion revealed so many differences that it was impossible to
ascribe any to CMS (Lorenz et al. 1997). The same phenomenon was encountered at
the RNA level (Saumitou-Laprade et al. 1993a; Xue et al. 1994). In addition, a
nuclear effect was suspected in several cases at the transcript level (Saumitou-

Laprade et al. 1993a). Conversely, one-dimensional electrophoresis analysis of in



organello labeled polypeptides did not reveal any polymorphism between a given
non-sterilizing cytoplasm and the Owen cytoplasm (Halldén et al. 1992). Within this
framework, the present study reports the results of the following strategy :

- the protein expression of both mitochondrial types was assessed by in organello
synthesis;

- considering the hydrophobicity of mitochondrial encoded polypeptides, the in
organello synthesis products of both cytoplasms were compared by an acid-base
two-dimensional electrophoresis adapted to hydrophobic protein separation;

-in order to take into account the putative effect of nuclear background, the
mitochondrial protein expression was assessed on three different nuclear

backgrounds by using three near isogenic line pairs (NIL).

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Three near isogenic line pairs (NIL) of sugar beet were used in this study: INRA418
(INRA, France), FD33 (the Florimond Desprez Company, France) and FC603 (Fort
Collins 603, USDA). They were kindly provided by INRA (Dijon, France) and the
Florimond Desprez Company (France). A NIL pair is composed of two lines sharing
approximately the same nuclear genome through recurrent back crosses, but differing
by their cytoplasm (Owen versus non-sterilizing type). The following notation will
be used, for example in the INRA418 NIL pair: INRA418s is the line with the
sterilizing cytoplasm, while INRA418n is the line with the 'normal' one. The lines
bearing the sterilizing cytoplasm are male sterile whereas the ones bearing the
'normal' mitotype are male fertile, i.e. hermaphrodite. It must be noted that

INRA418s, FD33s and FC603s exhibit identical male sterile phenotype.



Oligonucleotide fingerprinting

In order to estimate the nuclear similarity within and between NIL pairs, total DNA
was digested by Haelll or EcoRI and hybridized with a (AAC), or a (GATA),
oligonucleotide probe respectively, as described in the procedure of Weising et al.

(1991) and Saumitou-Laprade et al. (1999).

Computation of nuclear similarity

Estimates of nuclear genetic similarity were based on the calculation of Jaccard's
coefficient between two individuals, i and j (Jaccard 1908): S; = a/(a+b+c) where a
is the number of common bands between i and j, b the number of bands present in i
and absent in j, and ¢ the number of bands present in j and absent in i. This
coefficient was computed between lines within a NIL pair. It provids an estimate of
the nuclear isogenicity of the NIL pair, but also between lines from different NIL

pairs, assessing the nuclear diversity among NILs.

Mitotyping

The mitochondrial type (mitotype) of each analyzed plant was determined with an
RFLP procedure using three mitochondrial probes as described by Saumitou-Laprade
et al. (1993b). Accordingly, both mitotypes were defined among 20 previously
identified mitotypes (Desplanque et al. 1999): Svulg (the Owen CMS mitotype also
called S/ by Halldén et al. 1990) and Nvulg, the reference non-sterilizing mitotype in

this study, which is the most frequently used in breeding programs.



In organello protein synthesis

Mitochondria were isolated from 2 g of young beet leaves and purified by
ultracentrifugation on a discontinuous Percoll gradient (13.5%/26%/45%).
Mitochondria were collected at the 26%/45% Percoll interface and incubated for 60

min at 25°C in a protein synthesis medium for in vitro >>S-methionine labeling

(Boutry et al. 1984).

Two-dimensional acid-base electrophoresis

First dimension consisted in a standard 12%-17% SDS-PAGE with an amount of
100.000 to 120.000 cpm of in organello synthesized proteins per lane. Five to six
millimeter-wide strips were cut in the lane of interest and incubated 4 x 15 min with
the cationic detergent in denaturing buffer (1% Tetradecyltrimethylammonium
bromide (TDAB), 250 mM sucrose, 100mM KH,PO4, pH 4.0). The second
dimension involved a 10%-16% discontinuous TDAB-PAGE (pH 3.0) with a 0.8%
agarose acidic stacking gel (Pennin et al. 1984). Electrophoreses were conducted for
16 h at 50 V. Proteins were electroblotted on an Immobilon-P membrane in acidic
buffer (85 mM Glycine, 20% Methanol, 0.03% TDAB, pH 3.0). The membranes
were exposed 2 to 3 weeks on a BioMaxMR film for autoradiography.

Molecular mass was determined using the Pharmacia low molecular weight

electrophoresis calibration kit.



RESULTS

Nuclear similarity within and between NIL pairs

Nuclear similarity within and between NIL pairs was estimated by oligonucleotide
fingerprinting (Table 1). With a total number of 51 polymorphic bands, isogenicity
within NIL pairs averaged 81.3%. A large nuclear diversity was found between NIL
pairs (less or equal to 38 % of common bands, with an average of 30.4%). This
material was therefore adapted to study the specific mitochondrial expression within
a given nuclear background (intra NIL pair comparison) as well as the influence of

the nuclear genome on the mitochondrial expression.

Two-dimensional electrophoresis analysis

To analyze the protein expression of the mitochondrial genome, the in organello
synthesized products of mitochondria isolated from young leaves were analyzed by
two-dimensional electrophoresis.

An acid-base electrophoresis was chosen to tentatively separate hydrophobic
polypeptides and reveal any polymorphism between the Swulg and Nwulg
mitochondrial protein expression patterns. This particular two-dimensional
electrophoresis takes advantage of the fact that some polypeptides migrate differently
when two different detergents are used, i.e. an anionic detergent (SDS) and a cationic
one (TDAB). It is particularly appropriate for hydrophobic proteins which are barely
separated by the classical isoelectric focusing first dimension. The total number of
reproducible mitochondrial labeled products revealed by acid-base two-dimensional

electrophoresis autoradiogram was about 55 (Figure 1).



Comparison of mitochondrial polypeptide expression within and between NIL pairs
The protein expression of both mitochondria was compared within each NIL pair. In
order to only take into account the reproducible variations, three in organello
syntheses were conducted for NIL pairs INRA418 and FD193 and two for the NIL
pair FD392. In each case, the same plant was used for all experiments.

Considering each NIL separately, NIL FD33 revealed 3 variants, 2 of which were
specific to Svulg; NIL INRA418 revealed 4 variants, 3 of which were specific to
Svulg, and NIL FC603 revealed 3 variants, 2 of which were specific to Svulg. Thus
for each nuclear context, reproducible polypeptides specific to a given cytoplasm,
whether Svulg or Nvulg, were revealed.

Autoradiograms of NIL FD33 revealed the presence of spots 1 and 2 only in the
sterile plant (Figure 2a) whereas spot 3 only appeared in the fertile plant (Figure 2b).
Four variant spots were found for NIL INRA418. Spots 5,6 and 7 were present in
the sterile plant (Figures 2c and 2e). Spot 4, which was specific to the fertile plant,
was found within the area of spot 5 (Figures 2¢ and 2d). In NIL FC603, close variant
spots 8 and 9 also migrated in the same area (Figures 2g and 2h), respectively in
fertile and sterile plants. Spot 10 was only detected in the fertile plant (Figure 2g).
Interestingly, close spots 4, 5 and 8, 9 were only separated by the second dimension
of the acid-base electrophoresis. These variations of electrophoretic mobility may
reflect short variation in size or in amino-acid composition resulting in modifications
of charge and/or weight of these polypeptides (Noel et al. 1979).

When considering all three NILs, no variant was found, regardless of the nuclear
background. Therefore the polypeptide variants revealed were specific to a given

nuclear-cytoplasmic context. Results are summarized in Table 2.



DISCUSSION

Total in organello synthesis products revealed by autoradiography

Recent sequencing of the Arabidopsis thaliana mitochondrial genome revealed that it
potentially codes for 57 known genes coding for 3 ribosomal RNAs, 22 transfer
RNAs but only 32 polypeptides. The presence of 85 additional ORFs has also been
reported (Unseld et al. 1997, Marienfeld et al. 1997). Moreover, about 40 in
organello synthesized polypeptides from tobacco leaves were separated by standard
two-dimensional electrophoresis with isoelectric focusing gels as first dimension (De
Paepe et al. 1993). It seems reasonable to suppose that the average of 55
mitochondrial labeled products separated by acid-base electrophoreses is

representative of the beet mitochondrial protein expression.

Nuclear-cytoplasm interaction

When revealing the polypeptide pattern on SDS-PAGE of the Nvulg and Svulg
mitotypes on the 3 NIL pairs, a total of 20 bands were observed, none of which was
specific to a given cytoplasm. No differential polypeptide expression was revealed
for both cytoplasms, whether with Tricine-SDS-PAGE (which improved separation
of polypeptides below 30 kDa (Schigger et al. 1987)), or with TDAB-PAGE (data
not shown). Similar results were previously described by Halldén ef al. (1992) when
they compared in organello syntheses of a non-sterilizing mitochondrion and Svulg.
Conversely, when considering polymorphism within a NIL pair, consistent
differences could be detected by acid-base two-dimensional electrophoresis. For each
nuclear background, 3 to 4 variants were revealed. We chose to monitor the
~ mitochondrial protein expression of 3 NIL pairs representing a large nuclear

diversity, as revealed by DNA fingerprinting. We postulated that only the variant



spots, which were present regardless of the nuclear background, could be considered
as authentic cytoplasm-specific spots. With this criterion, none was selected.
Consequently, the present study illustrates the necessity to be particularly cautious
when comparing mitochondrial expression to detect gene products related to a
specific cytoplasm. Since sirici isogenicity is never achieved within a NIL pair, the
conclusions which can be drawn from the study of a single NIL are limited.

In addition, this study reports variations of in organello synthesized products by
comparing 6 different nucleo-cytoplasmic contexts. These contexts seem to modify
expression of at least 10 in organello synthesized polypeptides.

The results described in this paper on a few polypeptides could reflect a more general
feature. In plants, the effect of the nucleus on mitochondrial gene expression was
documented by studying mechanisms of male fertility restoration. Restorer loci, with
altemnative alleles, may also affect mitochondrial transcripts non-related to CMS (e.
g. in rapeseed, Singh et al. 1996). Moreover, in a few cases, the action of non-
restorer genes on specific mitochondrial gene expression has also been documented.
For example the nuclear Mct gene alters the pattern of cox2 transcripts of teosinte
mitochondria within a maize nuclear background (alloplasmic effect) (Cooper et al.
1990). Rocheford and Pring (1994) also reported an extensive nuclear effect on
orf22] transcript patterns in maize. The originality of the present results is that they
reflect nuclear-cytoplasmic interactions which are not the product of alloplasmy.
Indeed, the mitochondrial protein expression is monitored within the genetic
diversity of a single subspecies. In addition, the observed nuclear effects are not due
to the segregation of restorer loci, since each nuclear background is male sterility

maintainer, i.e. lacks restorer alleles.

10



The origins of the variations observed in this study may be diverse. Differential
editing influenced by the nuclear-cytoplasmic context has been reported in Petunia,
where differential edited transcripts of ribosomal protein S12 gene (rps/2) could be
translated to give several forms of RPS12 (Lu et al. 1996). In addition, some
mitochondrial gene products are translated into a premature form as is the case for
the COX2 subunit (Pratje et al. 1983) and PCF, a chimeric gene product related to
CMS in petunia (Nivison et al. 1994). It must be noted that in organello synthesis
might favor the observation of such nuclear effect by revealing transient products as

premature polypeptide forms.

Searching for mitochondrial sterilizing factors

Despite extensive efforts, no candidate mitochondrial gene inducing Owen CMS in
sugar beet has been isolated. Even though the two-dimensional electrophoresis used
in our study provided a good representation of the protein mitochondrial expression
and polymorphism between both cytoplasms (Nvulg and Owen), no variant could be
strictly correlated to one mitochondrial genotype over all three nuclear backgrounds.
Different explanations can be proposed:

- the resolution of acid-base electrophoresis was not sufficient to detect the
expression of sterilizing factors;

-in organello synthesis patterns may remain unmodified in the Owen CMS. In
rice, duplicated and rearranged afp6 related to CMS may only affect the transcript
level (Iwabuchi et al. 1993, Akagi et al. 1994);

-sterilizing factors may only occur in the reproductive tissues, as described in
common bean in the CMS-associated orf239 (Abad et al. 1995) and in sorghum for

the atp6 altered transcript (Howad and Kempken 1997). Moreover, Lind et al. (1991)

i1



reported differences between polypeptide patterns of mitochondria isolated from

roots, leaves and flowers in beet plants, which could not be related to the Owen

CMS.

Recently, an original report by Kubo et al. (1999) described a tissue-specific
modification of the transcript pattern of cox/ within a single NIL pair between Svulg
and a non-sterilizing mitotype in flower buds. Moreover, the transcript pattern of
flower buds from restored plants is identical to the non-sterilizing cytoplasm. They
consequently proposed cox/ as a candidate gene for causing CMS. However, we do
not know whether the modification observed on the 5' untranslated sequence might
have an effect on translated products or could be detected by acid-base two-
dimensional electrophoresis. Nevertheless, our results commend the highest caution
when studying mitochondrial gene expression and show that it should be assessed on

a large scale of nuclear diversity.
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Table 1: Estimation of the nuclear similarity within and among NIL pair by

oligonucleotide fingerprinting.

For each line to line comparison, the ratio of the number of common bands over the

total number of bands is given.

Genotype FD33s FD33n INRA418s INRA418#x FC603s FC603n
FD33s 1(26/26) 0.96 (25126) 0.36 (14/39) 0.37 (14/38) 0.29 (12/42) 0.26 (9/35)
FD33n 1(25/25) 0.37(14/38) 0.38 (14/37) 0.27 (11/42)  0.26 (9/34)
INRA418s 12727  0.89 (25/28) 0.31(13/42) 0.22 (8/37)
INRA418n 1.(26/26) 0.35 (14/40) 0.22 (8/36)
FC603s 1(28/28)  0.59 (17/29)
FC603n 1 (18/18)
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Table 2: Comparison of the mitochondrial expression of the 3 NIL pairs as revealed
by acid-base two-dimensional electrophoresis.

The nucleo-cytoplasmic context in which the spot is present is indicated by a cross.

Spot identification
(spot size kDa)

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10
Genotypes (200 (19) (17) (46) (39) (29) (21) (249) (220 (17)
FD33s X X
FD33n X
INRA418s X X X
INRA418n X
FC603s X X
FC603n X
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Autoradiograms of the acid-base electrophoresis gels. Comparison of
mitochondrial polypeptide expression within the NIL FD33 pair from young leaves.
Variant spots are indicated by black arrowheads; their position is indicated by white

arrowheads in the line where they are absent.

Figure 2: Polypeptide variants between Svulg and Nvulg revealed by acid-base
electrophoresis. Focus on autoradiograms are presented for a) FD33s, b) FD33n ¢)
and ¢) INRA418s, d) and f) INRA418n, g) FC603s, h) FC603n. Variant spots are

indicated by black arrowheads; their position is indicated by white arrowheads in the

line where they are absent.
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Publication réalisée dans le cadre du colloque "Plant Mitochondria : from gene to function" qui
s'est tenu a Aronsborg (Su¢de) du 22 au 27 juin 1998. Il rend compte des premiéres
caractérisations de 1'expression protéique du cytoplasme G.
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Introduction

A much-debated issue in plant evolutionary biology concerns the maintenance of a high fre-
quency of male sterility in natural populations. Recent molecular studies on cytoplasmic
male sterility (CMS) which mainly focused on cultivated species indicate that novel chimeric
genes, resulting from duplications and rearrangements of mitochondrial DNA sequences, are
involved in its control (Conley and Hanson 1995). Molecular data therefore fits the theoret-
ical models that do not consider the CMS to be a deleterious mitochondrial mutation but the
coevolution of the nuclear and mitochondrial genomes (Cosmides and Tooby 1981). It is nev-
ertheless worth noting that nothing is known about the molecular structure of the genes
involved in naturally occurring CMS which are subject to natural selection. We present a
molecular study of CMS encountered in wild beet populations by comparing the protein
expression of mitochondria associated or not associated with male sterility.

In sugar beet (Beta vulgaris), CMS was first introduced by Owen (1945) and it is used
world-wide for hybrid seed production. Populations along the French Atlantic coast of Beta
maritima, which is the ancestor form of sugar beet, have drawn our attention because of the
high proportion of male sterile plants. Five different mitotypes have been associated with
CMS and identified by genetic and molecular analysis (Saumitou-Laprade 1993). Mitotypes
E and G were frequently encountered (Cuguen et al. 1994). These two new sources of CMS
have been introduced into cultivated beet breeding programs conducted by INRA (Dijon,
France). Several near-isogenic line pairs, with differing cytoplasms (E or G versus ‘Normal’
mitotype), are therefore available. We propose to take advantage of this genetic material to
study the protein expression of G and Normal mitochondria in different nuclear backgrounds
in order to reveal a putative variation in peptide expression between CMS mitochondria and
normal ones.

Materials and methods

Plant material
Four near isogenic line pairs (NIL) of sugar beet (Befa vulgaris) were supplied by M.
Scheissguth and J.-P. Denisot (INRA, Dijon, France). A NIL pair is composed of two lines

Plant Mitochondria: From Gene to Function, pp. 73-77
edited by LM. Moller, P Gardestrom, K. Glimelius and E. Glaser
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having approximately the same nuclear genome but differing in their cytoplasm: N or G
types. The characteristics of the plants are described in table 1. Isogenicity within NIL pairs
was checked by oligonucleotide fingerprinting (Weising et al. 1991) and mitotypes by south-
ern hybridisation using mitochondrial specific probes (Saumitou-Laprade, 1993).

In organello protein synthesis

Mitochondria were isolated from 2g of young beet leaves and purified by ultracentrifugation
on a discontinuous Percoll gradient (13.5%/21%/45%). Mitochondria were collected at the
21%/45% Percoll interface and incubated 40 min at 25°C in synthesis medium for in vitro
35S-met labelling, as in the protocol described by Boutry et al. (1984).

Mitochondrial membrane/matrice proteins separation

After in vitro 35S-met labelling, mitochondria were peleted and resuspended in 100 pl of 7%
mannitol suspension buffer. Membranes were broken by 5 cycles of freezing-thawing-vortex.
The mitochondrial vesicles were then carefully laid on 50 pl of 9% mannitol suspension
buffer and ultracentrifuged 60 min at 100.000g. Proteins of supernatant were precipitated by
methanol/chloroform protocol. Proteins of supernatant and proteins of pelet were resus-
pended in sample buffer for SDS-PAGE.

Analyse of 35S-met labelled mitochondrial polypeptides

Mitochondrial syntheses were analysed on SDS-discontinuous PAGE under standard condi-
tions using 12%-17% polyacrylamide gradient or constant 15% polyacrylamide gel. Proteins
were eletroblotted on Immobilon-P membrane. The membranes were stained with Coomassie
blue solution and exposed 8 to 15 days on BioMaxMR . film for autoradiography.

Two-dimensional Acid/Base electrophoresis: (Penin et al. 1984)

First dimension consisted in a standard 12%-17% SDS-PAGE. After electrophoresis, pro-
teins were fixed and stained with Coomassie blue solution, and then destained. Strips of 5-6
mm wide were cut in the lane of interest and incubated 4x15 min with the second cationic
detergent in the denaturing buffer (TDAB 1%, sucrose 250 mM, KH,PO, 100 mM, pH 4.0).
Second dimension involved discontinuous gel electrophoresis 14% TDAB-PAGE (pH 3.0)
with an 0.8% agarose acidic stacking gel. After electrophoresis, proteins were eletroblotted
on Immobilon-P membrane in acidic buffer. The membranes were stained with Coomassie
blue solution and exposed 2 to 3 weeks on BioMaxMR film for autoradiography.

Table 1. Nuclear, cytoplasmic characteristics and sexual phenotype of the different beet lines that were
analysed.

Plant Nuclear background Number of back-crosses Mitotype Pollen
P435 2558 5 N YES
Pg435 2558 5 G NO
Q518 126 11 N YES
Qg518 126 10 G NO
Po89 564 7 Owen NO
Q525 564 8 N YES
Qg525 564 7 G NO
Po347 2766 6 Owen NO
Q535 2766 6 N YES
Qg535 2766 6 G NO
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Results

Mitochondrial pelvpentides patterns after Coomassie blue staining

Coomass,e biuc staining (¥ig. 1a) revealed very similar polypeptide patterns with all the four
nuclear backgrounds for both cytoplasms. However, it a fact that 80% to 90% of the proteins
present in mitochondria are encoded by the nucleus and imported into the organelle. Most of
the proteins observed on the stained membrane have a nuclear origin.

Mitochondrial polypeptides patterns after autoradiography

Autoradiography of the membrane (Fig. 1b) only revealed polypeptides that were labelled
during the organello synthesis. G Cytoplasm displays a very different pattern of mitochon-
drial protein expression than to the other cytoplasm tested (it remains different even when
compared with the Owen cytoplasm analysed on 2 nuclear backgrounds). We found three
polypeptides, T1, T2 and T3 which are expressed in the G cytoplasm but not in the N type.
In the opposite, three polypeptides are lacking in G and present in the other cytoplasm. The
intensity of the radioactive signals and the size of the variant polypeptides seem to suggest
that the 3 G variants are in repulsion against these N variants, as if they were the consequence
of allelic variations. Separation of matrix/membrane proteins revealed that all three variants
were located in the mitochondrial membrane (Fig. 2).
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Fig. la. Polypeptide separation on 12%-17% gradient SDS-PAGE, after electroblotting on Immobilon-
P membrane and staining with Coomassie brilliant blue. Lanes 1-10, respectively P435, Pg435, Q518,
Qg518, Po89, Q525, Qg525, Po347, Q535, Qg535.

Fig. 1b. Direct autoradiography of the membrane shown on fig. 1a, revealing in organello protein syn-
thesis products. Each lane contain 3 x 105 cpm.
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123 4 (o

20.1 Fig. 2. Direct autoradiography of 15% SDS-PAGE after electroblotting on
Immobilon-P membrane. Lanes 1 and 2, fraction corresponding to the
hydrophilic proteins after in organello synthesis and matrix/membrane protein

14.4  scparation , respectively G, N cytoplasms. Lanes 3 and 4, fraction correspond-
ing to the hydrophobic proteins, respectively G, N cytoplasms. Variant
polypeptides are marked by dots.

Two-dimensional base/acid electrophoresis
Two-dimensional electrophoresis (Fig. 3) revealed about 50 mitochondrial polypeptides.
Comparing autoradiography and Coomassie blue staining of the membrane, we obtained a
strong radioactive signal for variant spots, a very low coloured protein for spot T1 and no
coloured protein for spots T2 and T3. These results suggest that the three polypeptides are
highly expressed in vitro but not in vivo. Globally, we hardly found any radioactive spots
associated to coloured spots on the membrane.

We noticed that spot T3 seemed to be made of two closed spots which separated in the
second acid dimension. This pattern is what can be expected in the case of a precursor which
is partially maturated by in vitro synthesis.

Fig. 3. Direct autoradiography of two-dimensional acid-base electrophoresis after transfer on Immobilon-
P membrane. A, B in organello synthesis products patterns, respectively, of G and N cytoplasm. Variant
polypeptides are marked by arrows.
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Conclusion

We compared the protein expression of wild beet CMS G cytoplasm and the N Bjpe on four
different nuclear backgrounds. Three variant polypeptides were clearly associated with the G
cytoplasm and were not found in the Owen cytoplasm, for both nuclear backgrounds tested.
These three polypetides are probably allelic forms of polypeptides also present in the two
other cytoplasms but with a different size, corresponding to a variation of about ten amino-
acids. All of them seem to be associated with the mitochondrial membrane but up to now it
has not been possible to link them to a complex of mitochondrial respiratory channel. In
order to identify the nature of these vartants, microsequencing as well as native polyacrymide
electrophoresis (Jansch et al. 1996) are being undertaken. CMS is generally associated with
a novel chimeric gene present in the sterile cytoplasm. If one of these G variants can be asso-
ciated with the expression of male sterility, it would be interesting to understand the mecha-
nism of this type of CMS, which is due to a modification of mitochondrial polypeptides and
not to a new a gene.
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ABSTRACT
Cytoplasmic male sterility (CMS) in higher plants has been mainly studied in cultivated species.

In most cases, pollen abortion is linked to the presence of an additional mitochondrial |
polypeptide leading to organelle dysfunction in reproductive tissues. In wild beet, both CMS and
hermaphrodite plants coexist in natural populations. The G cytoplasm is widely distributed along
the Western European coast, and previous genetic studies have demonstrated that this cytoplasm
confers male sterility in beet. In the present study, we have identified two mutations of &
mitochondrial genes each of which results in the production of a respiratory chain complex
- subunit with an altered molecular weight; the NAD9Y subunit has a C-terminal extension while the
COX2 subunit has a truncated C-terminus. NADH dehydrogenase activity was unchanged, but
cytochrome ¢ oxidase activity was reduced by 50% in leaves. Moreover, Western blot analyses
revealed that alternative oxidase was more highly expressed in male sterile G plants than in a
fertile control (Nv), suggesting that this alternative pathway might compensate for the
cytochrome ¢ oxidase deficiency. Implications of respiratory chain changes and a putative link

with CMS ate discussed.



INTRODUCTION

The main function of mitochondria in eukaryotic organisms is the production of energy via the
tricarboxylic acid cycle and oxidative phosphorylation. The electrocherical gradient produced by
proton translocation through the mitochondrial inner membrane is used in ATP production by the
mitochondrial ATP synthase. As oxidative phosphorylation supplies most of the cellular ATP,
changes in the respiratory chain are very deleterious to the organism. Plant mitochondria have
several characteristics. For instance, they contain additional NAD(P)H dehydrogenases and a
.cyanide-resistant pathway in the respiratory chain. The plant mitochondrial genome is specific in
that it contains large non-coding fragments and several open reading frames, and has high
recombinational activity.

Cytoplasmic male sterility (CMS), a particular mitochondrial dysfunction linked to a mutation of
the mitochondrial genome, has been seen in over 150 plant species (1-3). It is a maternally
inherited trait that leads to pollen development abortion without affecting the vegetative
developmental stages of the plant. Fertility can be phenotypically restored by a nucleus with
appropriate restorer genes. Because of its agronomic interest, the molecular mechanism of CMS
has been identified and characterized in several cultivated species, such as maize (4), petunia (5),
sunflower (6), common bean (7), and Brassica (8, 9). In most cases, male sterility is linked to a
mitochondrial dysfunction associated with the presence of an additional chimeric gene coded by
the mitochondrial genome (reviewed in 10). The male-sterile T (Texas)-cytoplasm of maize is
one of the best understood cases. The chimeric T-urf13 gene encodes a 13 kDa pore-forming
protein which is assembled as an oligomer in the mitochondrial inner membrane (11). During
flowering, aerobic fermentation results in increased acetaldehyde production in the male

reproductive tissues and the toxic effects of acetaldehyde accumulation on mitochondria,



weakened by the presence of the URF13-porin, might lead to organelle breakdown in tapeturn
cells and thus to male gametogenesis abortion (12).

In a few species, the mitochondrial dysfunction leading to male sterility can be linked more
directly to a respiratory chain disorder specific to the tissues involved in male gametogenesis. For
example, in sorghum CMS, subunit 6 of the mitochondrial ATP synthase (afp6) seems to be
involved in male sterility (13). Whereas editing of CMS-afp6 transcripts in the anther is strongly
reduced compared to that in fertile plants, RNA editing of these transcripts increases following
fertility restoration (14). In rice, an additional copy of aip6 (B-atp6) in CMS cytoplasm seems to
be involved in the expression of the male sterile phenotype (15). Restoration of male fertility is
associated with increased editing and processing of B-a#p6 transcripts (16). Although there is no
definitive evidence linking pollen disruption and the respiratory chain dysfunctions, the
involvement of these aberrations in male sterility is strongly suggested, as they are restricted to
the male reproductive organs.

In sugar beet (Beta vulgaris ssp. vulgaris), the best studied CMS is the Owen type. This
cytoplasm has been used worldwide for decades in breeding programs as a unique source of CMS

(17). Although a restoration effect has been described on cox! transcripts in bud flowers (18), the

mechanism inducing pollen abortion remains unclear. New CMS sources can be obtained from

natural populations of sea beet (Beta vulgaris ssp. maritima) (19). The male-sterile G cytoplasm

(also called R) was first identified in 1970 in the Canche estuary (Northern France) and was

introduced as an alternative CMS in sugar beet breeding programs (20). Population genetics

studies have revealed that this male sterile cytoplasm is widely spread in wild beet populations;

this has been documented on the French coast (19), and, more recently, of the rest of Western

Europe (21).



In this study we present a molecular study of CMS G and show that it exhibits two modified
respiratory chain complex subunits: NAD9 and COX2. While NADH dehydrogenase activity is
unchanged, cytochrome ¢ oxidase activity is reduced in sterile G plants. We believe that this
peculiar cytoplasm is the first described plant mitochondrial nuizat affecting the respiratory

chain to be maintained in natural populations.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The two sugar beet lines used were provided by INRA (Dijon, France). They constitute a near
nucledr isogenic pair and differ in their cytoplasm, which is G for the male-sterile line and My
(Normal vulgaris) for the maintainer line. The donor parent of the G cytoplasm is a male-sterile
Beta vulgaris ssp. maritima derived from seeds harvested in 1989 from an open pollinated male-
sterile plant in a wild population in Saint-Nazaire (Brittany, France). The line bearing the G
cytoplasm results from 6 successive backcrosses with the recurrent parental line, INRA 660. The
reference fertile cytoplasm, Nv (also called TK81-O (22)), is that most frequently used in sugar
beet breeding programs. Plants were grown to an age of 2-4 months in a greenhouse under

standard conditions (20°C; 16 hours light).

Mitochondrial protein synthesis
Mitochondria were isolated under sterile conditions from young leaves by centrifugation on a

Percoll gradient and labeled in organello with [*>S]methionine according to the method described

by Boutry et al. (23). For pulse-chase experiments, after 7 min of in organello labeling in 100 ul



of synthesis medium, 10 ul of 25 mM unlabeled methionine was added and incubation continue=d

for 40 min.

Protein gel electrophoresis and Western blotting

In organello 1abeled mitochondria (30,000-40,000 cpm) were subjected to electrophoresis on 12-
17% SDS gels, electroblotted onto nitrocellulose membrane, and autoradiographed. For Western
blotting, the amount of mitochondrial protein electrophoresed was 5 pg when using antisera
against maize COX2 (24) or wheat NAD9 (25) and 100 ug when using a monoclonal antibody
against Sauromatum guttatum alternative oxidase (26). For blue native gels, 200-300 pg of
proteins were used, following the protocol described by Jinsch et ‘al. (27); for the second
dimension, the blue native gel was incubated for 3 x 30 min in denaturation buffer (80 mM Tris,
2% SDS, 10% glycerol, 0.005% bromphenol blue, 1.5% dithiothreitol, pH 6.8), then regions
containing mitochondrial complexes stained with Coomassie blue were cut out of the gel, placed
above the stacking gel of a standard 15% SDS-PAGE gel, and sealed in position with melted 1%

agarose in 50 mM Tris, 400 mM glycine, 2.5 mM EDTA, pH 7.0.

Protein N-terminal microsequencing

Proteins separated on two-dimensional blue native /SDS PAGE and electroblotted onto a PVDF
membrane were sequenced by automated Edman degradation on an Applied Biosystems pulsed

liquid-phase sequencer (model 477A).

DNA cloning and sequencing



The sequence of Geox2 was determined by direct sequencing of the PCR product using specific
infra-red detection (IRD)-labeled primers on a Li-Cor automated DNA sequencer 4000L. For
nad9, inverse-PCR using internal primers was performed on Hindlll-digested and religated DNA
(28, 29). The amplified fragments were cloned using the pGEM-T Vector Cloning Systern
(Promega), and sequenced. Specific primers were then defined for each copy of nad9. The

products of three independent PCR were sequenced per gene.

Southern blotting
DNA isolation and hybridization wetre performed as described by Saumitou-Laprade et al. (30).

- Homologous nad9 and cox2 probes were produced by PCR and labeled using the Boehringer

PCR DIG labeling mix.

Northern blotting

~ Total RNA was isolated from green leaves in the presence of aurintricarboxylic acid (31).

Transcripts were hybridized with the cox2-exon 1 or nad9 probes obtained by PCR and labeled

with [*?P)dNTP.

Enzymatic activity assay

Cytochrome c¢ oxidase activity was monitoring at 550 nm the oxidation of 0.1% (w/v) reduced
cytochrome ¢ in 40 mM NaH,PO4, 0.1% n-dodecylmaltoside, 1 mM EDTA, pH 7.2. NADH
dehydrogenase activity was measured by monitoring at 550 nm the reduction of 0.1%
cytochrome ¢ in 40 mM NaH,POq, 0.1% n-dodecylmaltoside, 1 mM EDTA, 1 mM KCN, 2.5 mM

NADH, pH 7.2. NADH:ubiquinone oxidoreductase was specifically inhibited by the addition of



60 pM rotenone (32). Measurements began after addition of 10 or 50 ug of submitochondrial

particles for the cytochrome c oxidase assay or NADH dehydrogenase assay, respectively.



RESULTS

In organello labeling of mitochondrially encoded proteins. Following in organello Bs.
labeling of isolated mitochondria, SDS-PAGE and autoradiography cleatly revealed the presence
of three variant labeled products in the G cytoplasm (Fig. 1A). No additional or missing bands
were found in the sterile cytoplasm. The molecular weights and intensities of the variant proteins
suggested a relationship between these three G variants and three Nv labeled products (respective
apparent molecular weights: Nv 25, 32, and 34 kDa; G 27, 31, and 33 kDa). Pulse-chase labeling
showed that, after chase, the intensity of the 34 kDa (Mv) and 33 kDa (G) bands decreased
markedly, while that of the 32 kDa (Nv) and 31 kDa (G) bands increased (Fig. 1B), suggesting

that the 34 and 33 kDa bands could be precursors, respectively, of the 32 and 31 kDa proteins.

Identification of the Labeled Variant Proteins. In beet, subunit 2 of the cytochrome ¢ oxidase
(COX2) is encoded by the mitochondrial genome (22) and is translated as a precursor
(preCOX2), which is cleaved at its N-terminus during assembly of the complex (33). The
molecular weights for preCOX2 and mature COX2 predicted from the DNA sequence are 29.5
and 27.8 kDa, respectively. The pulse-chase experiment above strongly suggested that the 34 and
33 kDa labeled products are precursors of the 32 and 31 kDa proteins, respectively, leading us to
think that the 32 kDa (Nv) and 31 kDa (G) polypeptides may be COX2, a hypothesis confirmed
by Western blotting using anti-COX2 antiserum (Fig. 1C).

When probes for nad6, cox3, atp6, and nad9 mitochondrial genes encoding 20-30 kDa
polypeptides, were used in Southem blotting experiments, only the nad9 probe gave a pattern
which differed between the two cytoplasms (data not shown). The predicted size of subunit 9 of
NADH:ubiquinone oxidoreductase (NAD9) is 23 kDa (34), and, in the plant, NAD9 has an

apparent molecular weight of about 25-30 kDa on SDS-PAGE (25). Western blotting of a beet



mitochondrial fraction using anti-NAD9 antiserum revealed that the 25 kDa (Mv) and 27 kDa (G)
labeled products corresponded to NAD9 (Fig. 1D).
These experiments show that the G COX2 subunit is smaller than the corresponding Mv product,

while the converse holds for the NAD9 subunit.

Southern blot analysis of cox2 and nad9. Southern blotting of total DNA digested with EcoR 1
using a cox2 probe revealed two bands in both cytoplasms (Fig. 2A, left). In the Nv cytoplasm,
barids of 1.5 kb and 2 kb corresponded, respectively, to the 5' and 3' cox2 extremities. This
pattern has been previously described in several species and subspecies in the genus Beta (35).
CMS G shares the 6.8 kb fragment (cox2 §' extremity) with the Owen CMS cytoplasm (22), but
the 2.8 kb fragment seen is specific to Geox2 and presumably corresponds to the 3' extremity,
These results suggest that both extremities of the Geox2 gene are rearranged in the sterile G
cytoplasm compared to Nv. Xbal digestion indicated that the cox2 gene is present as a single copy
in both cytoplasms (Fig. 2A, right).

Southern blotting using an nad9 probe indicated that, in the G cytoplasm, nad9 is present as two
copies (Fig. 2B). This conclusion was confirmed by HindIIl and Xhol digestions (data not

shown). In all cases, one copy of G nad9 was found on a fragment that was about 0.4 kb shorter

than that bearing the Nv nad9.

Sequence analysis. In beet, the cox2 gene consists of two exons coding for a 260 amino acid
protein (22). In the present study, the G cox2 sequence obtained by PCR revealed 4 single point

253
was

mutations in the intron and 1 in exon 2, in which the TTA codon encoding leucine
changed to the STOP codon, TGA. As a result, the G COX2 subunit does not contain the 8 C-

terminal amino acid residues, which are highly conserved in dicotyledonous species and include
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leucine™’, which is conserved across several distant species (Fig. 3). The loss of these 8 amino
acid residues explains the size difference between Nv and G COX2 on Western blots.

The two copies of nad9 in the G cytoplasm (Gnad9-1 and Gnad9-2) were cloned by PCR and
sequenced (Fig. 4A). Compared with Nv nad9, 10 single point mutations, 5 of which resulted in
amino acid substitutions, were found in Gnad9-1. One of these resulted in the substitution of
leucinie for phenyalanine'™, which is part of a highly conserved motif (QEFR) in NAD9
polypeptides. A T/G substitution of the nad9 STOP codon resulted in extension of the coding
sequence by 14 codons (Fig. 4B). This gene was fused at its 3' extremity with an 80 bp fragment
sharing 95% homology with the 5' extremity of the beet atp9 gene (36). An 11 nucleotide stretch,
common to nad9 and atp9, is probably involved in this recombination. Furthermore, a 50 bp
fragment, 92% homologous with the cox/ gene (18), was found 122 bp downstream of the
Gnad9-1 orf.

The Gnad9-2 copy shared the same point mutations with Gnad9-1 (Fig. 4A), suggesting that the
duplication of this gene occurred following mutations. Gnad9-2 had the same genomic
organization as Nv nad9 (37) except for a 390 bp deletion in the 3' extremity that includes the
NAD9 C-terminus coding sequence. This 390 bp sequence is directly flanked by two short repeat
sequences (5-TCGATT-3'), probably involved in the rearrangement leading to its deletion. The
new orf putatively encodes a shorter 21.7 kDa polypeptide. Given the size of 25 kDa for Nv
NAD9 as determined by Western blotting, the larger NAD9 (27 kDa) found in the G cytoplasm

must correspond to the Gnad9-1 product. No shorter product corresponding to Gnad9-2 was seen.

Northern blot analysis of the cox2 and nad9 transcripts. Northern blotting using a cox2-exon1

probe revealed the presence of a single transcript in the Nv and G cytoplasms, the Gcox2
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transcript being 0.6 kb larger than the Nv cox2 transcript (Fig. 5A). This was not surprising, since
Southern blotting showed that modification occurred around this gene in G cytoplasm.

Although two copies of nad9 were found in G cytoplasm, Northem blotting revealed only a
single transcript which most probably corresponds to Gnad9-1 (Fig. 5B), since Gnad9-2 would
encode a smaller, rather than a larger polypeptide product. The Gnad9-2 gene therefore seems not
to be expressed at a detectable level, possibly as a result of the 390 bp deletion in its 3' region
which could destabilize the transcript (38). Interestingly, G nad9 mRNA is 4 times larger than Ny
nad9 mRNA, suggesting possible co-transcription of Gnad9 with another mitochondrial gene, as

is occasionally the case, for instance, in wheat (39).

Separation of mitochondrial complexes on blue native gels. The NAD9 and COX2 subunits
belong, respectively, to complexes I and IV of the mitochondrial respiratory chain. These
complexes were separated on blue native gels (Fig. 6A), giving a pattern similar to that described
for potato mitochondria (27). Complex I was found to be present in both the G and Nv
cytoplasms. When this band was further analyzed by SDS-PAGE and Western blotting using
anti-NAD9 antiserum, the variant NAD9 was clearly identified as part of the complex (Fig. 6B
and C). In contrast, complex IV was only secen in the Nv cytoplasm. Its identification was.
confirmed by N-terminal microsequencing of a 32 kDa polypeptide obtained after separation by
second dimension SDS-PAGE which gave a sequence corresponding to the first 10 amino acids
of the mature form of the beet COX2 subunit (data not shown). These results suggest that the G

complex IV is unstable under the conditions used for solubilization and/or blue native gel

electrophoresis.
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Enzymatic activity assays. No consistent differences could be detected in the NADH
dehydrogenase activity of submitochondrial particles from Nv and G cytoplasms and, in both
cases, the activity was inhibited by 25% by rotenone (40) (Fig.7A). However, assay of
cytochrome ¢ oxidase (complex IV) revealed that the activity of this complex was reduced by
50% in the G cytoplasm compared to Nv, and that, in both cytoplasms, cytochrome ¢ oxidase
“activity was totally inhibited by 1 mM KCN (Fig. 7B); when the assay was carried out in the
presence of the 1.5% n-dodecylmaltoside and 500 mM aminocaproic acid used in the blue native
gel sample buffer, although the overall activity was lower, this same 50% difference in activity
was still seen (data not shown), indicating that cytochrome ¢ oxidase integrity was probably lost

during the actual blue native gel electrophoresis, rather than during solubilization in the sampte

buffer.

Alternative oxidase Western blotting. Given the reduced activity of the cytochrome ¢ oxidase
in G cytoplasm, we wondered whether alternative oxidase (AOX), an alternative ubiquinone
electron acceptor, might be up-regulated. As show in Fig. 7C, Western blotting revealed the
presence of two AOX subunits in beet leaves, with the 32 kDa subunit being present in similar
amounts in both cytoplasms and the 34.5 kDa subunit being more highly expressed in G than in

Nv. The existence of two AOX subunits of different sizes in leaves has already been documented

in several species (26, 41).
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DISCUSSION

Alteration of respiratory chain integrity generally causes serious damage to the plant. We
have identified mutations of the nad9 and cox2 genes of the CMS G cytoplasm in wild beet that
result in the production of modified proteins that belonig to complex I and IV, respectively. These
two mitochondrial complexes have previously been shown to be altered in some cytoplasms.
- Alloplasmic wheat with a reduced amount of cox/ transcript is characterized by reduced growth
and partial male sterility (42). In maize, in which deletions in the cox2 gene have been described
in the NCS5 (43) and NCS6 (44) mutants, the COX2 subunit is not expressed in the mutated
mitochondria and complex IV is therefore non-functional and plants can survive only through
heteroplasmy. Several mitochondrial mutations affecting complex I have also been characterized
in maize (45) and tobacco (46, 47) leading to impaired developmental stages and modified
mitochondrial and cellular metabolism.

In all these cases, mutations result from mitochondrial DNA rearrangements and are associated
with abnormal development. Howerver, in G cytoplasm the modified size of COX2 and NAD9
was a direct result of DNA single point mutations, which is most unusual, Discrete mutations
leading to complexes that are still active might explain why the male sterile G plants do not

exhibit abnormal development and are maintained in natural populations.

The G complex I containing the mutated NAD9 subunit remains functional at the vegetative
stage. Complex I is "L" shaped and is integrated in the mitochondrial inner membrane with its
peripheral arm in the matrix (48). In several plant species, it is made up of more than 30 subunits
(32, 40, 49), the function of most of which are unknown. The NAD9 subunit is mitochondrially

encoded in plants (25) and is part of the peripheral arm. In the present study, the G nad9 DNA
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sequence was found to contain 10 mutations that do not correspond to editing sites (34), bus,
instead, result in 5 amino acid substitutions and C-terminus extension. Although some residu e
changes occurred in highly conserved motifs in NAD9, these changes had no effect on eithesr
complex [ assembly or NADH dehydrogenase activity. However, we cannot exclude the

possibility that these mutations may affect an undetermined complex I function linked to NAD9.

Cytochrome ¢ oxidase properties are modified in G mitochondria. Plant complex IV is
composed of 10 subunits (27). The COX1 and COX2 subunits constitute the core of the enzyme
in which oxido-reduction reactions and proton transfer occur (50). In G COX2, the normally
highly conserved 8 C-terminal residues are lost. According to the crystallographic structure of
beef cytochromme ¢ oxidase (51), the COX2 C-terminus is localized in the intermembrane space of
the mitochondrion and it is here that cytochrome ¢ binds to the complex and electrons are
transferred to the active site via Cua and cytochrome a (reviewed in 52). Although the G complex
IV was not observed on blue native gels, the complete inhibition of cytochrome ¢ oxidation by
cyanide showed that the 50% reduced activity could be attributed to complex IV. The observation
that the amount of immunodetected COX2 protein was not reduced in G cytoplasm suggests that
the lower cytochrome ¢ oxidase activity is due to a qualitative defect, rather than to reduced
synthesis of COX2. Thus, the presence of the modified COX2 does not lead to total complex
inactivation or breakdown. The loss of 8 amino acids at the C-terminus of COX2 might locally
modify complex IV conformation and/or its affinity for cytochrome c and lead to reduced activity

and complex instability during electrophoresis.

The reduced cytochrome c oxidase activity might explain the increased expression of

alternative oxidase. In plants, alternative oxidase is encoded by a small gene family. Three to
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four different subunits have been described in different species (41, 53) and form AOX homo- or
hetero-dimers (54). Differential tissue-specific and/or stress-induced expression of AOX genes
has been reported (reviewed in (55)). In the present study, we identified two subunits (32 and
34.5 kDa) in beet leaves and found that the 34.5 kDa subunit was more highly expressed in G
cytoplasm than in Nv cytoplasm (Fig. 7C). In the plant respiratory chain, ubiquinone, generated
by complexes [ and II and internal and external NAD(P)H dehydrogenases, can be oxidized via
cytochrome ¢ or alternative pathways. In G mitochondria, diverting the electron flux from the
cytochrome ¢ pathway to the over-expressed alternative oxidase may compensate for the reduced
cytochrome ¢ oxidase activity. Moreover, as altemative oxidase is not coupled to
phosphorylation, we can hypothesize that the tricarboxylic acid cycle and/or glycolysis might
compensate for a deficiency in respiratory chain ATP production as a result of reduced complex
IV activity at the vegetative stage. However, the role of this alternative pathway is not fully
understood and many factors are involved in its regulation (55). Recently, cytochrome ¢ oxidase-
defective mutants of the fungus, Podospora anserina, revealed a possible link between
alternative oxidase and senescence in terms of the prevention of the production of reactive
oxygen species (ROS) by complex IIT (56). An increase in altematiye oxidase and decrease in
cytochrome ¢ oxidase activity might result in less ROS production (57), and protect
mitochondrial metabolites and genetic information against oxidative stress during plant life (58).
According to our observations, this particular electron partitioning in G beets does not seem to
affect plant development, except possibly for the male reproductive trait, and may contribute to a

selective advantage of this cytoplasm under given environmental conditions.

Are the modified cox2 and nad9 involved in G cytoplasmic male sterility? Several lines of

evidence suggest that plant male gametogenesis requires high mitochondrial activity (59-61).
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Moteover, mitochondrial mutations that affect respiratoty chain performance disturb plant
development and are strongly associated with impaired gametogenesis. Several hypotheses cam
be put forward for a putative link between modified respitatory complexes and CMS:

- We are not able to attribute any enzyme dysfunction 1t the vegetative stage o mutaied
NAD9. Since respiratory chain subunits (61, 62) and regulation of mitochondrial gene
expression (60) can be anther-specific, we cannot exclude the possibility that G complex |
impairment is limited to reproductive tissues. Indeed, the role of subunit 9 remains unknown
and various complex I alterations are strongly associated with pollen production deficiency
(reviewed in (63)). Moreoveér, in Neurospora deletion of the nup30.4 gene (the fungal nad9
homologue) resulted in failure of assembly of the peripheral arm of complex I, while
roterione-sensitive NADH dehydrogenase activity remained unchanged. Interestingly, these
mutants showed good vegetative growth, but failed to produce ascospores (64).

- In the vegetative stage, reduced cytochrome c oxidase activity can be compensated for by
increased glycolysis and AOX activity. However, this second pathway does not contribute to
the transmembrane potential and thus ATP production. In contrast to the situation in
vegetative tissues, the high ATP/ADP ratio required for pollen development (65) may not be
achieved in flower buds with the G cytoplasm, resulting in male sterility. For example, in
transgenic potatoes containing complex I 55 kDa subunit antisense DNA in which the amount
of this protein was reduced by 50%, vegetative growth was unchanged, but pollen maturation
was markedly affected, and the authors suggested that this might be due to insufficient
respiratory chain activity (66).

- We cannot exclude the hypothesis that smaller COX2 and larger NAD9 are both required for
the expression and/or maintenance of this CMS in natural populations. Both modified

subunits are indeed associated in all accessions of G cytoplasm encountered in natural
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populations (unpublished data). Moreover, none of the 20 different mitotypes characterized in

the beets of Western Europe (21) contain the smaller COX2 or larger NAD9 specific to G.

Until now, alterations in plant mitochondria respiratory chain have been studied by analysis of
mutants which would be unable to survive in natural conditions as a result of the developmental
changes. To the best of our knowledge, the present study is the first to describe a plant
mitochondrial mutant affecting the respiratory chain in which vegetative growth is not affected
and which is maintained in natural populations. Moreover, since this CMS has been identified in
various beet populations in Western Europe, we assume that the mutations described in this paper
are not deleterious to the plants, except perhaps for the male reproductive trait. Interestingly
enough, restored CMS G plants coexist with male sterile plants in beet populations. This material
will be useful in studying the male sterility mechanism and putative selective advantages of the
metabolic changes under natural selection. Finally, this study opens up fields of investigation for

metabolism diversity encountered in natural populations.
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LEGENDS

Figure 1. Analysis of variant mitochondrial products. A Autoradiogram of in organello labeled
polypeptides. Newly synthesized mitochondrial proteins, labeled in organello with
[*S]methionine were analyzed by 12-17% SDS-PAGE, electroblotted onto an Immobilon-P
membrane, and autoradiographed. The arrowheads indicate size variants. B Pulse-chase labeling
of mitochondria. Mitochondria were labeled in organello for 7 min, then chased (lanes 2 and 4)
or not chased (lanes 1 and 3) for 40 min with 2.5 mM cold methionine. The filled circles ()
indicate variant bands and the empty circles (0) bands the intensity of which decreased during

chase. C Western blots using anti-COX2 antiserum. D Western blots using anti-NAD9 antiserum.

Figure 2. Southern blotting of total DNA from Nv and G plants using cox2 or nad9 probes. Total
DNA (20 pg) was digested with the indicated enzymes, electrophoresed, and transferred to a
nylon membrane (Hybond N) for Southern blotting with a cox2 (A) or nad9 (B) probe. The

molecular weights of the bands are indicated in kb.

Figure 3. Amino acid sequence alignment of the predicted C-terminal sequence of COX2 from
various species. Identical amino acids are shown in gray. The vertical arrow indicates the
premature stop codon in G COX2. The highly conserved leucine®’ is shown in bold. The

sequences are numbered from the first amino acid residue of beet COX2.

Figure 4. Genomic organization of the Nv and G rnad9 genes. A. Diagram showing the genomic

clones. The nucleotides are numbered from the translation initiation codon of nad9. The vertical

19



arrows indicate single point mutations in G compared to the TK8/-O sequence (36). The
horizontal brackets (— ) indicate DNA segments homologous to atp9, coxl, or chloroplast
DNA. The Gnad9-2 deletion is indicated by the dotted lines, the horizontal arrowheads indicating
6 bp short repeats. The boxes lzbeled P, ‘¥, and G represent the chloroplast trnP-trnW-petG gene
cluster. B Nucleotide and predicted amino acid sequences at the nad9 and Gnad9-1 C-termini.
Predicted translated nucleotides are shown in upper cases. Mutated nucleotides are underlined.
The asterisk (*) indicates a stop codon. Additional amino acids in Gnad9-1 are shown in bold.

The open box represents 11 nucleotides common to Gnad9-1, nad9 and atp9 genes.

Figure 5. Northern blotting of cox2 and nad9 genes. RNA (10 pg) was electrophoresed,

transferred, and hybridized with the cox2-exonl probe (A) or the nad9 probe (B).

Figure 6. Analysis of mitochondrial protein complexes by blue native PAGE. A. Mitochondrial
complexes were solubilized using n-dodecylmaltoside, electrophoresed on a 5-12% blue native
polyacrylamide gel, and the proteins stained with Coomassie blue. The arrowheads indicate
respiratory chain complexes. B. Subunits of complex I separated on the blue native gel in A were
analyzed in a second dimension on SDS-PAGE, and silver stained. The arrowhead indicates the
25 kDa subunit. C. A gel similar to that shown in B analyzed by Western blotting using anti-

NAD? antiserum.
Figure 7. Enzymatic activity of mitochondrial complexes. A NADH dehydrogenase activity was

determined by recording cytochrome ¢ reduction at 550 nm, as described in the Material and

Methods, with NADH as substrate in the presence of KCN (100% value, 0.28 + 0.036

20



pmol/min/pg). In the two right-hand lanes, 60 pM rotenone was added to specifically inhibit
NADH:ubiquinone oxidoreductase. B Cytochrome c oxidase activity was monitored by recording
the oxidation of cytochrome ¢ at 550 nm (100% value, 2.7 £ 0.19 pmol/min/pg). In the two right-
hand lanes, 1 mM KCN was added. C Mitochondrial proteins (100 pg) were electrophoresed and

analysed by Western blotting using anti-alternative oxidase antiserum.
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