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RESUME

Notre travail qui s’inscrit dans le cadre génémal’dtude du développement embryonnaire de
Phaseolusa pour objectif principal d'isoler et de caraciéri des génes différemment
exprimés chez les embryons en voie d’avortementjoetc nécessaires au développment
normal des embryons. Des embryons en cours de éégg&ence issus des hybridations
interspécifiques et de la mutagenese induite oétagtalysés. Des ADNc différemment
exprimés chez ces embryons ont été identifiés par techniques de [I'Hybridation
Soustractive Suppressive (HSS) et dalda blot Les hybridations interspécifiques ont été
réalisées entre I'espée&e vulgarisL. utilisée comme parent méale et les esp&cesoccineus

L. et P. polyanthusGreenm. utilisées comme parents femelles (forraasagyes et cultivées).
La mutagenése induite a I'Ethyl Méthyl SulfonateVi® a été appliquée sur le génotype
BATO93 deP. vulgaris une variété améliorée du CIAT.

Dans les croisemenB coccineux P. vulgaris 938 hybridations ont été effectuées et le taux
de gousses avortéees au-dela de 8 JAP est d’enl@%n Quatre gousses supposées hybrides
ont été obtenues. Pour les croiseméhtpolyanthusk P. vulgaris 733 hybridations ont été
réalisées. Le taux de gousses avortées au-deldAe 8st d’environ 18% et une seule gousse
supposée hybride a été produite. Les caractérasdbgbd’'une plante de chacune des deux
combinaisons interspécifigues ont été mis en éwvelerau moyen de caracteres
morphologiques des fleurs et des graines, maisi gmése a l'utilisation d’'un marqueur
moléculaire, le microsatellite BM160.

La mise en évidence et la caractérisation des embren voie d’avortement ont été
effectuées a partir de matériels issus des hylwigainterspécifiques et de la mutagenese a
I'Ethyl Méthyl Sulfonate (EMS). Les observationajtés sur des embryons extraits et sur des
coupes histologiques d’ovules, révelent des malidions au niveau du suspenseur et des
cotylédons et des retards de croissance. Les pla#ees de la mutagenése et produisant des
graines avortant avant la maturité ont été croisges des plantes normales. L’analyse de la
F2 effectuée sur 96 plantes révéle une proportiendélienne 3:1 de plantes avec des graines
normales et de plantes avec graines qui avortenté€ultat suggére un contrdle du caractere
« avortement des graines » par une paire d’altélesssifs.

La technique de I'HSS a permis disoler des fragimed’ADNs complémentaires
différemment exprimés dans les graines en voieattament. L'analyse des séquences de ces
ADNs complémentaires montre qu’ils codent pour igus protéines intervenant dans les
développements cellulaire et embryonnaire. Lescipales protéines sont le cytochrome
P450, la myo-inositol 1-phosphate synthase, laxi@ase cationique, le voltage-dependent
anion channel et la sucrose synthase. A I'exceptlancytochrome P450, les niveaux
d’expression des autres genes sont plus faiblesldargraines en voie d’avortement issues de
la mutagenése par rapport aux graines normales.

Mots clés : Phaseolus Développement embryonnaire, Avortement des enmisryGenes de
'embryogenése, Ethyl Méthyl Sulfonate (EMS), Hylation Soustractive Suppressive
(SSH).
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SUMMARY

The main objective of this study was to isolate amdcharacterize cDNAs differentially
expressed inPhaseolus degenerating embryos. Aborting embryos from ipecsic
hybridizations and induced mutation were analys@®NAs differentially expressed in these
embryos were isolated using the Suppressive Subiaklybridization (SSH) and the dot
blot techniques. The interspecific hybridizationsrevperformed betwedn vulgarisL. used

as male parent arfd. coccineud.. andP. polyanthusGreenm. used as female parents (wild
and cultivated forms). The induced mutation wadqgeered whith Ethyl Methyl Sulfonate
(EMS) applied on the genotype BAT93@fvulgaris a breeding line from CIAT.

A total number of 938 cross€&s coccineux P. vulgarisand 733 crosseB. polyanthus P.
vulgaris were carried out. In the crossescoccineux P. vulgaris the rate of pod abortion
after 8 days after pollination (DAP) is 12%. Fowtative hybrid pods were obtained. The
rate of pod abortion after 8 DAP in the crosBegolyanthusx P. vulgarisis 18% and one
putative hybrid pod was produced. The hybrid natfr@ne plant from each interspecific
combination was confirmed using morphological cheees of flowers and seeds and
molecular marker (microsatellite BM160).

The isolation and the characterization of degemegambryos were realised with materials
from interspecific hybridizations and from chemiocalitagenesis with EMS. The observations
of these two materials revealed abnormalities ngaimlsuspensor and cotyledons; and the
embryos failed to grow normally. Plants from mutaggs which produce degenerating seeds
were crossed with normal plants. Genetic analysi8®F2 plants revealed a 3:1 Mendel ratio
of plants with normal seeds and plants with degemey seeds. This result suggests the
control of the seed abortion trait by a single ssoge gene.

The SSH technique was used to isolate cDNAs fraggrdifferentially expressed in aborting
seeds. Analysis of the cDNAs sequences revealddtiiese cDNAs encode for proteins
involved in cellular and embryonic development. Thain proteins are cytochrome P450,
myo-inositol 1-phosphate synthase, cationic pemsad voltage-dependent anion channel and
sucrose synthase. All the genes showed a reduatitiheir expression in developing seeds of
the mutagenized plants, compared to those obsarwedd-type plants.

Keywords : Phaseolus Embryonic development, Embryos abortion, Embryeges genes,
Ethyl Methyl Sulfonate (EMS), Suppressive Subtraectiybridization (SSH).
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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Dans le genrePhaseolus le haricot commun Rhaseolus vulgarisL.) est l'espece
économiguement la plus importante avec plus de @& % production mondiale de haricot.
Il constitue la principale légumineuse alimentale plus de 300 millions de personnes en
Ameérique latine et en Afrique Centrale et de I'BSbdderis, 1995 ; Broughtast al, 2003).

La production mondiale en haricot sec en 2007 é&itnée a 19,29 millions de tonnes. La
surface totale consacrée a cette production remia@senviron 26,92 millions d'hectares pour
un rendement moyen de 0,72 t/ha. Le rendement meyeAmérique du Nord et dans
I'Union Européenne est de 1,63 t/ha et pour I'Afiegl n’est que de 0,59 t/ha (source : FAO,
http://faostat.fao.org/site/567/default.aspx). Caible rendement dans les pays en
développement est di d'une part, aux contraintesigoies et abiotiques de production
auxquelles le haricot commun est tres sensibled’attre part a I'absence de variétés
résistantes ou tolérantes a ces contraintes au dieipool génique primaire du haricot
commun. En effet, plus de 200 agents pathogenewi(foes, bactériens et viraux) sont
connus chez le haricot commun et certains d'enise Gausent des pertes économiques
considérables (Melottet al, 2000 ; Mahukwet al, 2002 ; Caixetat al, 2003). Les facteurs
abiotiques tels que les hautes températures, laesgsse contribuent aussi a réduire les
rendements du haricot (Sharned al, 2002 ; Bayuelo-Jiméneet al, 2003 ; Rainey&
Griffiths, 2005).

Dans les travaux d’amélioration variétale du harmommun, les hybrides interspécifiques
ont été exploités pour introduire des géenes utllesents ou faiblement exprimés chez la
légumineuse. Les croisements ont été réalisésutuatiec les deux especes donnelBes
coccineusL. et P. polyanthusGreenm. phylétiquement les plus proche$’dgulgaris,et en

les utilisant comme parents maternels afin de fagot'introgression des genes utiles de ces
deux taxons (Debouck & Smartt, 1995; Busogabd al, 1999 ; Baudoin, 2001).
Malheureusement ces croisements mettent trés sowrerevidence un avortement tres
précoce des embryons hybrides (Camarena & Baud®®7/ ; Debouck, 1999 ; Baudoeét

al., 2004). L'avortement des embryons hybrides estibat en partie a des raisons
nutritionnelles : les mauvais fonctionnements ddblimen, du suspenseur et des tissus
maternels entraineraient une compétition entredialen et I'embryon, d’'une part, et entre le
suspenseur et I'embryon, d’autre part. Ces diff@®ranomalies entravent l'alimentation
normale de I'embryon hybride et le maintien d’'umiiégre minéral et hormonal nécessaire au

métabolisme de I'embryogenése (Lecomte, 1997 ;t§ekal, 2002 ; Toussairat al 2004).



L'utilisation de I'embryoculture a permis la régéadon de plantes hybrides issues de ces
différents croisements. Les embryons hybrides miswdture étaient agés de 7 a 33 jours et
avaient tous atteint le stade cordiforme tardif aatylédonaire (Alvarezet al., 1981 ;
Prendota, 1984 ; Camarena & Baudoin, 1987 ; Camaf€88).

Par ailleurs I'identification des génes majeurs liqu#s dans I'embryogenese Bhaseolus
permettrait d’avoir une meilleure compréhension lgenbryogenése et du phénoméne
d’avortement des embryons. En effet le développémermal de I'embryon et des graines
des plantes requiert I'expression de maniére comée et réguliere de nombreux génes
depuis la premiére division du zygote jusqu’a lauritgé des graines (McElveat al 2001).

Un défaut de régulation de ces genes entraine dedifioations morphologiques et
physiologiques dans le développement des graines.ndifications peuvent conduire a un
arrét total de croissance des graines et leur et avant la maturité (McElvet al,
2001 ; Tzafriret al, 2004).

Notre travail s’inscrit dans le cadre général d&tulle de I'embryogenése chez le genre
Phaseoluset s’intéresse particulierement a l'identificatien a la caractérisation des genes
clés nécessaires au développement normal de 'embGette étude permettra de déterminer
la nature et la fonction de ces génes et d’avoir meilleure compréhension du phénoméne
d’avortement des embryoihaseolus

Ce document s’articule autour de trois parties. ptamiére partie qui est une synthese
bibliographique traite d’abord des généralitéslsunaricot communRhaseolus vulgar)set
des principaux outils de biologie moléculaire gk pendant cette étude. Ensuite nous
traitons de I'embryogenese des plantes et de famatle quelques génes impliqués dans
I'embryogenése des plantes modéles. Cette preipégtie se termine par une réflexion sur la
possibilité d’utiliser les mutations induites ddi#&ude de I'embryogenese dhaseoluslLa
deuxieme partie concerne le volet expérimentaledgavail dans laquelle nous exposons les
différents résultats acquis sur les hybridationsergpécifiques ; la caractérisation des
embryons dd’haseolusen dégénérescence issus soit d’hybridations péeifiques, soit de

la mutagenese a I'EMS ; l'identification d’ADNc tBfemment exprimés dans les graines en
avortement. Dans la derniere partie de ce docunmenis rapportons les principales

conclusions tirées de ce travail et émettons désxi@éns pour la suite de cette étude.
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Chapitre | : Généralités sur le haricot commun Phaseolus vulgarid..)

1 Considérations sur la taxonomie, l'origine et I'&e de distribution du haricot

commun

Le genrePhaseolusse classe dans la sous-tribu d&saseolinag tribu desPhaseoleage
famille desFabaceaeet ordre des Fabales. Au sein @Rsseolinaga style barbu sous le
stigmate), les deux genr&haseoluset Vigna sont les plus importants et contiennent a eux
seuls le plus grand nombre d'espéces cultivées @tdgumineuses vivrieres. La section
Phaseoluslu genreéPhaseolusest la plus importante et regroupe notammentites e&speces
cultivées :P. acutifoliusA. Gray.,P. coccineud.., P. lunatusL., P. polyanthusGreenm. et le
haricot communP. vulgarisL. Ce sont des plantes diploides de nombre chromiggie

2n = 22 (Maréchadt al, 1978 ; Baudoiret al, 2002 ; Freytag & Debouck, 2002).

Le haricot commun et les haricots du geRlaseolussont originaires d’Amérique centrale
et dAmérique du Sud. Le haricot commun a été doioes indépendamment en Amérique
centrale (Mexique et Guatemala) et dans les Andesérique du Sud (principalement le
Pérou) pendant plus de 5000 ans et ensuite tragsgens d’autres continents depuis le XVie
siecle (Bernal & Graham, 2001). De nos jours,uha importance considérable, en particulier
en Amérique du Sud et en Afrique. L’espéce est btablie dans de nombreux pays africains
ou elle a été introduite par les Portugais alf™iécle, et c’est dans la région des Grands
Lacs d’Afrique centrale que sa culture est la ploensive (Wortmannet al, 1998 ;
Nyabyenda, 2005).

2 Considérations sur les pools géniques et les car@ristiques botaniques du

haricot commun

Dans le genrePhaseolus sur base de l'analyse du génome, des essaisitddgpta la
combinaison ont été conduits entre les divers taxdomestiqués et sauvages. Plusieurs
parametres tels que le taux de réussite des hyiorida le développement des embryons,
I'appariement chromosomique a la méiose, la qualdéinique, la croissance et la fertilité
des hybrides F1, 'amplitude des disjonctions endt2., ont été pris en considération lors de
ces tests. Les résultats de ces tests ainsi queamyses génomiques, botaniques et
phytogéographiques ont permis de définir quatrelspg@niques par rapport a I'espece
Phaseolus vulgarisLe pool génique primaire comprend les variétdsvaes et sauvages du
3



haricot commun. Le pool secondaire est constitseedpeéceP. coccineud.., P. polyanthus
Greenm. etP. costaricensisFreytag et Debouck. Les espédesacutifoliusA. Gray etP.
parviflorus Freytag composent le pool génique tertiaire. Lerggrae pool génique comprend
P. lunatusL., P. angustissimu®A. Gray, etP. filiformis Piper (Freytag & Debouck, 1996 ;
Fofana etl., 1997 ; Maquet adl., 1997 ; Singh, 2001).

Les principales caractéristiques morphologiqueB.daulgariset des trois espéces constituant
le pool génique secondaire Bevulgarissont résumeées dans le tableau 1. Les trois especes
vulgaris, P. polyanthugt P. coccineussont largement décrites par de nombreux auteurs
(Maréchalet al, 1978 ; Schmit & Baudoin, 1987 ; Delgado-SalinE3$88).P. costaricensis
qui est une espéce sauvage a été collectée pautledioal. (1989) au Costa Rica et décrite
par Freytag & Debouck (1996).

3 Contraintes liees a la culture et a la productité du haricot commun

Le haricot commun cultivé est extrémement sensilobe maladies et aux ravageurs, ainsi
gu’'aux contraintes édaphiques particulierement dassrégions tropicales (sols pauvres,
températures et humidités relatives trop élevéagorisant le développement des agents
pathogenes) et on estime que plus de 50% de laugtiod est perdue chaque année en
Afrique tropicale. Ces maladies et ravageurs sottémement variés. Des sources de
résistances ont été identifiées aussi bien dapsdegénique primaire du haricot commun que
dans les pools secondaires et tertiaires. Nous<itt quelques unes de ces contraintes et

quelques genes de résistance isolés.

3-1 Les maladies rencontrées chez le haricot commun

La maladie des taches anguleuses des feuillemusée paPhaeoisariopsis griseoléSacc.)
Ferraris, est trés présente dans les régions #legiet subtropicales d’Amérigue Centrale et
du Sud, et en Afrique de I'Est et du Centre. Clagblus importante et la plus répandue des
contraintes biotiques qui affectent la productian fthricot en Afrique (Wortmanet al,
1998). Des especes résistantes ont été identdaes la collection dB. vulgarisdu CIAT et
aussi a l'intérieur des espedescoccineu®tP. polyanthugjui appartiennent au pool génique
secondaire (Schwartt al, 1982 ; Mahuket al, 2004).



Tableau 1Principales caractéristiques morphologiques etriipties deéP. coccineusP. polyanthuset

P. costaricensisomparées R. vulgaris

Espéces
Caractéristiques . P. coccineus P. polyanthus : .
. P. vulgaris — — P. costaricensis
morphologiques Cultivé Sauvage Cultivé Sauvage
Plante
Période végétative| annuelle pérenne pérenne phurédie pérenne pérenne
Systeme racinaire supe_:rﬂc[elle tubéreux tubéreux épais et fibreux  épais et ﬁbreuf>'<breux non
fasciculé profond
Type de épigée hypogée hypogée épigée épigée épigée
germination pg ypog ypog pig pig P9
pseudo- pseudo-
Habitus de déterminé nain | déterminé nain | indéterminé indéterminé indéterminé indéterminé
croissance aindéterminé | aindéterminé | volubile volubile volubile volubile
volubile volubile
Inflorescence
Racéme (cm) 7a30 10 a 60 8a20 10 450 3a30 a 34
Pédoncule (cm) 5415 10a 35 7414 4315 1a15 11a18
Nbre dinsertions | 4 5 14 2435 2214 5 2 40 22420 8230
florales
Fleur
violette a écarlate, . blanche ou . . .
Couleur écarlate : violette foncé rose fuchsia
blanche blanche ou rose violette
Taille moyenne grande grande a grande grande grande
moyenne
Position du , terminale terminale terminale
. introrse extrorse extrorse . :
stigmate introrse introrse extrorse
Forme de la . linéaire linéaire ovale a allongée
. spatulée ovale ovale L . N
bractéole lancéolée lancéolée ovale
Taille de la . . : . moyenne a
. égale au calice | variable variable grande grande
bractéole grande
Ouverture des ailes  non ouvertes non ouvertes noertes ouvertes ouvertes ouvertes
Présence de poils a . : . _
'z non oui oui oui oui -
I'étendard
Mode de
reproduction autogame allogame allogame allogame allogame aflega
prépondérant
Gousse
. plus ou moins | . . _. plus ou moins
Forme longue et mince linéaire courte et large courte et large
longue et large longue et large
Forme de la coupe ovale comprimée comprimée comprimée comprimée ioné
transversale b P b P Coneer
Nbre d'ovules par | g 5 14 428 429 345 345 648
gousse
Graine
Taille ?Q?Eznne a grande petite grande moyenne moyenne
Hile circulaire elllpthye eIhpuqye ovale ovale allongé ovale
allongé allongé
Poids de 100 20 50 90 & 120 42321 50 & 80 22 426 18
graines (g)

(Adapté de Schmit, 1992 ; Baudahal, 2002 ; Nyabyenda, 2005)



La rouille commune du haricot causée padromyces appendiculatui®ers., est une maladie
importante dans les zones tempérées et tropicalesresil, les pertes de rendement liées a
ce pathogene sont comprises entre 20 et 45% (Jasiwet al, 2001). Le grand nombre de
souches de l'agent pathogene de la rouille a arten&électionneurs a développer une
résistance durable a la rouille du haricot enadiit le pyramidage des génes de résistance.
Cette méthode consiste a réunir au sein d'une ma@mété plusieurs genes de résistance ou
de tolérance aux contraintes de production (Sta2€0).

L’anthracnose du haricot est une maladie fongique des semencéaricot commun causéee
par Colletotrichum lindemuthianurBacc. & Magn. que I'on retrouve sur toutes lessatte
culture deP. vulgaris(Melotto et al, 2000). La résistance génétique est la méthogduka
efficace de contrbler I'anthracnose chez le hagootmun dans la mesure ou des sources de
résistance sont disponibles (Mahuwwal, 2002).

La pourriture racinaire est causée par un complexe d'agents pathogéniesilééipar le sol

et qui appartiennent aux genresusarium, Rhizoctonia, Pythium, Macrophomina,
Thielaviopsis et Aphanomyc@sbawi & Pastor-Corrales, 1990). La pourriture dasines est
economiguement importante dans la plupart desmégie cultures du haricot, et surtout dans
des régions caractérisées par une faible fertié® sols (Snapet al, 2003). Améliorer les
niveaux de résistance a la pourriture des racirstsue élément clé de la réussite du
développement de la tolérance a la sécheressdashkaricots (Miklagt al, 2006).
L’ascochytose du haricotest une importante maladie foliaire dont I'ageathpgenePhoma
exigua var. diversispora (Bubak) Boerema, sévit particulierement dans légions de
moyennes et hautes altitudes d’Afrique CentraldeefEst, d’Amérique Centrale et du Sud.
Les sources de résistance extrémement rares dapsolegénique primaire du haricot
commun sont présentes chez les esp€cesccineuset P. polyanthusdu pool secondaire
(Schmit & Baudoin, 1987 ; Oband al, 1988).

La fonte des semisest causée par un champignon du nonRbizoctonia solanKihn (ou
Thanatephorus cucumer{§ranck) Donk). Quelques variétés de résistancdénée ont été
identifiées chez le haricot commun (Rosasil, 2003) et chez les esped@scoccineuset P.
acutifolius(Takegami & Beaver, 2000).

La mosaique commune du haricot(BCMV) et la mosaique nécrotique commune du
haricot (BCMNV) sont des maladies causées par des posnies plus fréquemment
observés et les plus néfastes au haricot commusa lgamonde entier (Drijfhout, 1978;
McKernet al, 1992). La résistance génétique a ces deux pasyest controlée par une série

de loci multi-alléligues indépendants (Kediyyal, 2003 ; Mukeshimanet al, 2005).
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La mosaique jaune dorée du haricot(BGYMV) est une maladie provoquée par des
begomovirus et transmise par une mouche blanBbeisia tabaci Glennadius. Les
begomovirus interférent avec la production de Iercphylle et affectent la photosynthese
provoguant ainsi un jaunissement intense du feall@hlorose) (Blaiet al, 1995). Plusieurs
génes de résistance a BGYMV ont été mis en évidehea P coccineus(Osornoet al,
2003)

La bactériose a haloest causée p&seudomonas syringae pv. phaseoliBarkh.) Dows.
Elle est rencontrée surtout en zone de hautesuddBt et est favorisée par des basses
températures et des pluies abondantes (Nyabye@@&).2Neuf souches du pathogéne ont été
mises en évidence par Tayletr al, (1996) dont la souche 6 est la plus virulenter{(bpaet

al., 2002).

La bactériose commune ou graisse du haricast provoquée pafanthomonas campestris
pv phaseol(Smith) Dye qui attaque principalement les fesgik les gousses. Les sources de
résistance identifiées appartiennent aux especesccineuset P. acutifolius mais aussi au
sein de I'espécP. vulgaris(Miklas et al, 1999 ; Miklaset al, 2003).

3-2 Les ravageurs

Les mouches du harico{Ophiomyia phaseoliryon etO. spencerella&Greathead) sont des
insectes trées dommageables du haricot en Afriquenef\sie (Hillockset al, 2006). Les
larves creusent des galeries au niveau des fewtletes tiges. On trouve aussi des pupes
noires ou brunes a la base de la tige et des mdirecas d’attaque, les jeunes plantes qui
sont les plus sensibles a cette mouche meureulistgoe les plantes plus agées souffrent de
problémes de croissance et d’une importante dinonuie rendement (Nyabyenda, 2005).
Des variétés tolérantes a ces insectes sont pedsehezPhaseolus vulgariget également
chezP. coccineugKornegay & Cardona, 1991).

Les cicadelles(Empoasca spp.sont des parasites qui se nourrissent des tdisyshloéme,
transmettent des maladies virales et provoquentretesds de croissance au niveau de la
plante. Les especes les plus souvent rencontrégsletinaricot commun sobt fabaeHarris

et E. kraemeriRoss & Moore (Miklaset al, 2006). La résistance & fabaeserait liée a la
pubescence des feuilles ou des poils crochus erapétd développement des larves et des
adultes (Pillemer & Tingey, 1976). Un autre mécamasle résistance est de type antixénose,
ce qui se traduit par le fait que les insectesirs&itent de moins en moins de la plante
(Kornegayet al, 1989).



Les bruches Zabrotes subfasciatuBoheman etAcanthoscelides obtectuSay sont les
principaux ravageurs du haricot stocké causantremi3% de perte (Kornegay & Cardona,
1991). Une protéine spéciale, l'arcéline, présetdes les graines de certaines variétés
sauvages du haricot commun du Mexique, conféreésistance aux bruches. Des sources de
résistances ont été également découvertes cheesf@xes telles quB. acutifolius P.
costaricensisP. lunatus(Yamadaet al, 2005 ; Lioiet al, 2007).

Le charancon du haricot (Apion godmaniWagner) est un insecte ravageur destructeur du
haricot cultivé au Mexique et en Amérique centrdbms les régions de hautes altitudes entre
800 et 2000 m. Les insectes colonisent les plaaiesroment de la floraison, pondent des
ceufs dans les gousses en formation et les larvextrpét dans les graines immatures. Les
pertes de rendement qui peuvent étre supérieud@8asont tres variables et dépendent des
conditions climatiques (Cardona & Kornegay, 19%lair et al, 2006). Des sources de
résistance ont été découvertes a l'intérieur depBeeP. vulgaris (Garzaet al, 2001) et
notamment chez des variétés améliorées (Bethk 1993). Deux formes de mécanismes de
résistance au charancon ont été mises en évidemoe forme impliquant une réaction
d'hypersensibilité qui encapsule les sites de pdeseceufs ou les larves d'insectes dans les
tissus nécrosés ; et une autre qui affecte la yééé pour les sites de ponte (Gagtal,
2001).

Les thrips sont des ravageurs qui peuvent causer de gravesndges aux plantes non
seulement par l'alimentation des larves et destegjumais aussi grace a leur capacité a
transmettre des virus de maladies. L'esp&bdps palmiKarny cause une perte d’environ
30% chez le haricot vert et toute la récolte péugt perdue chez les génotypes trés sensibles
(Rendonet al, 2001). Quelques génotypes mésoamericains duohas@mmun a petites

graines ont été identifiés comme partiellemenstasis ou tolérants (Cardoegaal, 2002).

3-3 Les contraintes abiotiques

Le terme « stress abiotiques » est un terme gégéaratomprend de multiples contraintes
telles que la chaleur, le froid, la sécheressacd®s de lumiere, le rayonnement UV-B
(rayonnement Ultra-violet de longueur d’onde moyeentre 315 et 280 nm), I'exces d’eau,
la salinité, les blessures occasionnées par legeans et les pratiques culturales, I'exposition
a l'ozone, et le choc osmotique ; on estime que #8@%terres arables sont soumises aux
stress abiotiques (Ditet al, 2006). Certaines de ces contraintes, telles asedheresse, les

températures extrémes et la haute salinité liméetdortement la productivité des cultures.
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La sécheresseest I'un des principaux facteurs limitant la protivité des cultures dans le
monde (Sharma & Lavanya, 2002) et les variétéstayam forte tolérance a cette contrainte
sont importantes pour le maintien d’'un bon renddndans les régions ou les saisons seches
sont frequentes. Environ 60% des haricots produibsiennent des régions soumises a un
déficit hydrique. La sécheresse qui réduit de pleiss0% le rendement du haricot commun,
est la deuxieme contrainte affectant le rendemerttette espéce aprés les maladies (Teran &
Singh, 2002 ; Martineet al, 2007).

La salinité du sol peut inhiber la croissance et le renderdertaricot a cause d’une toxicité
et d'un déséquilibre ioniques, et d’une réductionpdtentiel hydrique de la plante (Ashraf,
1997). Le haricot commun est extrémement sensildesalinité et on estime qu’environ 5 a
30% des zones de production du haricot sont ad#eqtar la salinité du sol (CIAT, 1992).

Les hautes températures(> 30°C le jour et > 20°C la nuit) entrainent weeluction de
rendement chez le haricot commun a cause d’'unspiration excessive de la plante (Rainey
& Griffiths 2005).

Face a toutes ces contraintes biotiques et abesida production du haricot commun cultiveé,
les chercheurs tentent depuis longtemps d’amélmetie culture par I'introduction de géenes
contrélant la résistance et la tolérance. Ces ssude résistance et de tolérance sont
recherchées aussi bien dans le pool génique pend@Phaseolus vulgarien utilisant les
variétés sauvages, que dans les pools géniquesdsdi@s et tertiaires. Ce transfert de

résistance vers le haricot commun cultivé se faiti@s hybridations intra et interspécifiques.

4 Les hybridations interspécifiques dans I'améliordon du haricot commun

D’une maniére générale, I'hybridation interspéciiqvise a introduire au sein du génotype
d’'une plante cultivée des genes nouveaux appafttename autre espéece (Allard, 1960 ;
Lacadena, 1977). Les hybridations interspécifigsest intéressantes en ce sens qu’elles
offrent des possibilités de créer une large vditalgénétique renfermant plusieurs caractéres
de l'espéce receveuse, le ou les caractéres deetesdonneuse et parfois de nouveaux
caractéres inattendus (Katanga, 1989). L'introdurctide caractéres utiles, absents ou
faiblement exprimés dans le pool génique primaed &spece cultivée du haricot commun
est I'objet essentiel d'un programme d’hybridatiaterspécifique dans le genRhaseolus
(Baudoinet al, 1992). Les génotypes les plus utilisés appartiehaux espécdd. coccineus



P. polyanthuset P. acutifolius(Mejia-Jimenezet al, 1994 ; Camarena & Baudoin, 1987 ;
Busogoroet al, 1999 ; Mahuket al, 2003).

Les croisements réalisés au sein du complexe desp& vulgaris — P. polyanthus — P.
coccineusont permis de mieux appréhender les problemesligstrogression de caracteres
intéressants cheR. vulgaris On constate que les croisements utiligantulgaris comme
parent femelle sont relativement faciles a réglisetis se soldent dans les générations futures
par une perte progressive des caracteres des pan@hes P. coccineuset P. polyanthu}
Dans les croisements réciproques, la transmisses aaracteres est meilleure, mais un
avortement des embryons hybrides se manifeste deéreasystématique, plus au moins
rapidement selon les génotypes parentaux utili€é@sn@rena & Baudoin 1987 ; Baudah

al., 1992). Cet avortement se produit pour des raigssentiellement nutritionnelles : le
mauvais fonctionnement de I'albumen, du suspensedes tissus maternels entrave en effet
I'alimentation normale de I'embryon et le maintiefun équilibre minéral et hormonal
nécessaire au métabolisme de I'embryogenése (Lecd®®7) Camarena & Baudoin (1987)
ont obtenu plus de 40 % de réussite dans les aneissP. vulgaris(?) x P. polyanthus
alors que I'obtention des hydrides réciprogBesoccineug?) x P. vulgariset P. polyanthus
(?) x P. vulgaris nécessite soit I'aide de I'embryoculture, soittilisation de populations
sauvages dP. coccineusomme cytoplasme compatible. En effet, Nassar§L8Btient un
taux de réussite de 34,8 % chez le croiseRenulgaris(¥) x P. coccineugt 1,2 % dans le
croisement réciproque. Cette méme tendance estvélesavec Angeles (1986) qui obtient un
taux de 11,3 % chez le croiseméntvulgaris(?) x P. coccineusubsp purpurascensontre

8,3 % dans le croisement réciproque. Ce derniecefendant pas donné de graines viables.
De méme Camarena (1988) a obtenu 14,3 % de répssitde croisemer. vulgaris(?) x

P. polyanthusen utilisant comme parents des génotypes cultiessdeux especePans le
croisement réciproque, aucune gousse mature n'‘aéewmitée. Cependant, le recours a
I'embryoculture a permis la régénération de trdéfes hybrides. Les travaux de Baudein

al. (2004) et Nzungize (2005) ont montré que les @eixétention des gousses hybrides au-
dela de 8 jours étaient de 18,6% pour les croiseiernpolyanthuq?) x P. vulgaris et de
14,7% pour les croisemerfs coccineug?) x P. vulgariset une plante hybride a été obtenue
pour chaque type de croisement.

Tous ces résultats nous montrent que l'essentigl tdgrieres d’incompatibilité entre le
haricot commun et les espedescoccineuset P. polyanthudors des hybridations survient
aprés la fécondation au stade postzygotique. Cegetes dépendent aussi des génotypes

utilisés lors des croisements. Les hybridationerggécifigues ont permis d’améliorer le
10



haricot commun par l'apport de génes de résistagtéeu de tolérance vis-a-vis des
contraintes biotiques et abiotiques ; par 'amélilmn de caractéres agronomiques tels que la
maturité précoce, la productivité, I'habitus de issance, la couleur de la graine, etc.
(Baudoinet al, 1995 ; Busogoret al, 1999 ; Mahuket al, 2002).
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Chapitre 1l : Généralités sur les techniques de biogie moléculaire et de

bioinformatiques utilisées

Dans le but d'identifier des génes clés de 'embey@ese, nous avons utilisé difféerentes
techniques de biologie moléculaire et de bioinfdiquee. Apres I'extraction des ARN et
synthese des ADNc, nous avons d'abord utilisé ¢artigue de I'Hybridation Soustractive
Suppressive (SSH) afin d'isoler des fragments d’ADpbtentiellement spécifiques aux
graines en voie d’avortement. La technigia blot a ensuite permis la purification de la
population d’ADNc des faux-positifs. Les fragmemigsi obtenus ont été séquencés par la
méthode de Sanger et analysés via le site du N@®Btignal Center for Biotechnology

Information,http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

1 Geénéralités et principe de I'Hybridation Soustrative Suppressive (SSH)

C’est une technique de criblage différentiel uddigpour comparer deux matériels biologiques
donnés en déterminant les ARN messagers propreacait d'eux et en éliminant les ARNm
gu'ils ont en commun. Comme la plupart des teclasiqie soustraction, on désigne par le
terme de « tester » I'échantillon d’intérét et parterme de « driver » I'échantillon témoin
auquel est comparé le « tester » (Fig. 1) (Bruyeinal, 1998 ; Grenier, 2003). L'échantillon
d’intérét dans notre cas est issu des grainéthdseolusen cours d’avortement.

Apres extraction et rétro-transcription des ARNmus des 2 échantillons a comparer et
digestion des ADNc avec une enzyme générant dets doancs (Rsal dans notre cas),
'ADNc d'intérét « tester » est séparé en 2 frawsicdgales auxquelles sont ajoutés deux
adaptateurs différents. Deux hybridations sontsaléalisées. Lors de la 1ere hybridation (1),
les ADNc a soustraire « driver » sont ajoutés ereg»xa chaque fraction d’ADNc « tester ».
Apres dénaturation et renaturation, plusieurs pdidés se présentent: les brins
complémentaires des géenes présents dans les dedixiaos (« tester » et « driver ») peuvent
s’hybrider ensemble (formes c1 et c2), reformehl@noduplex initiaux (formes bl, b2, d1 et
d2) ou rester en simplex (formes al, a2, d1 et 8§€lpn l'origine du brin d’ADNc, chacune
des formes posséde ou non des adaptateurs auxnggéles simplex de type ‘a’ sont
particulierement intéressants : ils sont enrichis@€quences différentiellement exprimées (les
genes communs aux deux conditions créant des défdex de type ‘c’) et ils sont présents a
la méme concentration méme pour des genes plusoms exprimés. Au cours de la seconde
hybridation (2), les 2 fractions de tester sontangées sans dénaturation préalable. Un exceés

d’ADNc « driver » préalablement dénaturé est ajoaté mélange. Une nouvelle forme
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d’homoduplex (forme e), portant un adaptateur diffi€ & chaque bout, peut se former. Aprés
élongation des extrémités de chaque complexedeldiune premiére PCR avec des amorces
spécifigues des adaptateurs (3), une deuxieme P&IReftectuée a l'aide d’amorces
spécifiques des parties internes des adaptateura (4ssue de cette PCR, les fragments de
type ‘b’ ne seront pas amplifiés du fait de la pr&®e d’adaptateurs identiques aux deux
extrémités. Seuls les hétéroduplex ‘e’, correspondaux séquences préférentiellement
exprimées dans les conditions d’intérét sont améglifexponentiellement. C'est I'effet
suppressif de la PCR qui permet d’éliminer les rfragts non spécifiques de I'échantillon
« tester ». (Ben, 2005 ; Grenier, 2003).

Graines dégénérées Grammes normales Grames dégénérées

ADNc "tester” avec adaptateur 1 ADNc "dhaver"” ADNe "tester” avec adaptateur 2

] — 1. 1¢ hybridation a2
i — (soustraction ef normalisation)

| e —

\ {%.

b2

} d2

o
[

l

2. 2¢hybridation
formes al, bl, cl.dl, a2, b2, c2 et d2
issues de la 1** hybridation

+ ¢

3. Elongation des extrémités
a

b

C

l 4. Amplification par PCR avec === et

a, b, d: pas d’amplification
¢: amplification lingaire
e: amplification exponentielle

Figure 1 Principe de la technique SSH (Adapté de Ben, 2005)
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2 Dot blot

La technique de la SSH permet d’isoler une popaiatil ADNc en principe spécifiques a la
condition « tester ». Mais cette population peutteoir des faux-positifs. Afin de purifier
cette population d’ADNc pour ne conserver que Id3N& spécifigues a la condition
« tester », la technique de I'hybridation sur taohedot-blot peut étre utilisée. C’est une
technique d’hybridation moléculaire qui repose kg propriétés physico-chimiques des
acides nucléiques : la complémentarité des basestitdives de 'ADN (A/T, G/C) et de
'ARN (A/U, G/C) ; la réversibilité du processus gdéparation des deux brins d’'une molécule
d’ADN (dénaturation) et de réassociation des detirsb(renaturation) (Damier & Tagu,
2003). L'acide nucléigue doit étre extrait et imitie® sur un support comme le nylon ou la
nitrocellulose. L’hybridation moléculaire permet depérer ou de rechercher une molécule
d’ADN ou d’ARN spécifiqgue dans une population hétgEne. Le principe est de marquer par
un traceur radioactif ou chimique la séquence d’Af@Xnue et purifiee que I'on veut repérer
dans une population. Ce fragment monocaténairetitemnsda sonde. Les molécules cibles
rendues monocaténaires (par dénaturation a 10068) asu préalable fixées sur une
membrane d’hybridation en nylon ou en nitrocellelosa sonde monocaténaire et la cible
dénaturée (fixée sur membrane), donc également catémaire, sont mises en contact dans
une solution dans des conditions permettant uneidatibn. Lorsque la molécule sonde
reconnait son homologue dans la population de mtdéccibles, il y a hybridation et
I'hybride devient marqué par la présence de la sobBés lavages appropriés des membranes
permettent d’éliminer alors toute hybridation ngedafique et de ne garder que les hybrides
sonde/cible recherchés. Dans le cas d’'un marquadjeactif, les hybrides sont repérés en
placant la membrane au contact soit d’'un film aadargraphique qui est ensuite développé
comme un film photographique, soit d’'un écran adargraphique dont les signaux sont
révélés par numeérisation. Dans le cadre d’'un maewhimique, I'hybride moléculaire est
souvent réveélé par un test colorimétrique sur mamdar Dans le cadre dlot-blot la sonde
est constituée d’ADN alors que la cible peut éwé de 'ADN monocaténaire, soit de
'ARN. A la différence des techniques d’hybridatiomléculaire de typ&outhern blotou
Northern blot les acides nucléiques cibles ne sont pas séparéslectrophorese. lls sont
directement déposés sur une membrane d’hybridatiome concentration connue sous forme
de points dof). Aprés hybridation entre la sonde et la cibleténsité de la tache radioactive
obtenue reflete la concentration de l'acide nudeéiggtudié (sonde) parmi les acides
nucléiques cibles (Damier & Tagu, 2003 ; Barbesal, 2004).
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3 Séquencage des acides nucléiques

Le séquencage de génomes consiste a identifieg, feasbase, le code génétique contenu
dans une molécule d'ADN. Il existe plusieurs méésodle séquencage, mais nous ne
décrirons que les deux premiéres méthodes de l@seéthode chimique (Maxam & Gilbert,
1977) et la méthode enzymatique dite méthode dgeBaisangeet al, 1977) (Pevzner,
2006).

La méthode chimique (Maxam & Gilbert, 1977) utildes échantillons d’ADN double brin et
ne nécessite donc pas le clonage de 'ADN dansegteur pour produire de I’ADN simple
brin. Cette méthode est basée sur une déegraddtiongeie de I'’ADN et utilise les réactivités
différentes des quatre bases A, T, G et C, poulisetades coupures sélectives. En
reconstituant I'ordre des coupures, on peut renmanta séquence des nucléotides de I'ADN
correspondant. On peut décomposer ce séquencagegehi en six etapes successives a
savoir (i) Marquage : les extrémités des deux iA®ON a séquencer sont marquées par un
traceur radioactif*(P). Cette réaction se fait en général au moyen B'Addioactif et de
polynucléotide kinase ; (ii) Isolement du fragmdtDN a séquencer : celui-ci est séparé au
moyen d’'une électrophorése sur un gel de polyatide. Le fragment d’ADN est découpé
du gel et récupéré par diffusion ; (iii) Séparatdmnbrins : les deux brins de chaque fragment
d’ADN sont seéparés par dénaturation thermique, ppigifies par une nouvelle
électrophorese ; (iv) Modifications chimiques sfiaes : les ADN simple-brin sont soumis
a des réactions chimiques spécifiques des différgpes de base. Maxam & Gilbert (1977)
ont mis au point plusieurs types de réactions fipéeis, effectuées en paralléle sur une
fraction de chaque brin d’ADN marqué : par exempie pour les G (alkylation par le
diméthyle sulfate), une pour les G et les A (démtion), une pour les C et une pour les C et
les T (hydrolyse alkaline). Ces différentes réaxgigont effectuées dans des conditions tres
spécifiques, de sorte qu’en moyenne chaque molétaleN n’est pas modifiée ou ne porte
gu’'une modification ; (v) Coupure : apres ces féast 'ADN est clivé au niveau de la
modification par réaction avec une base, la pijp@éeid (vi) Analyse : pour chaque fragment,
les produits des différentes réactions sont séppegsélectrophorese et analysés pour
reconstituer la séquence de I'ADN. La méthode dedaia & Gilbert (1977) nécessite des
réactifs chimiques toxiques et reste limitée quana taille des fragments d’ADN qu’elle
permet d’analyser (<250 nuclétoides) et est maaed a automatiser (El Fahime & Ennaji,
2007).
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L’autre méthode de séquencage, celle de Sangdrasée sur linterruption de la synthese
enzymatique d’'un brin d’ADN complémentaire (arr&lohgation). L’ADN a séquencer est
cloné et de nombreuses molécules d’ADN simple bant produites. Une courte amorce
d’oligonucléotides (synthétisée chimiquement) gsttée a 'ADN. Le point de fixation de
I'amorce sert de point de départ pour la synthésbrth complémentaire. La polymérase est
alors ajoutée et le mélange est reparti dans 4stdif&érents. Les 4 nucléotides normaux
dATP, dCTP, dGTP et dTTP dont un doit étre margaéigactif ou fluorescent) et une faible
concentration de 4 nucléotides analogues est &alaés chacun des tubes. Les analogues
sont des didésoxynucléotides (ddNTP) qui sont idaas aux nucléotides normaux sauf que
les groupes hydroxyles (OH) des riboses sont reaméplgpar des hydrogénes (H). La
polymérase ne peut pas distinguer ce substrat wtdéatides normaux. La synthése du brin
d’ADN complémentaire est initite au niveau de Il'ao®o L'intégration d'un
didésoxynucléotide dans le brin synthétisé entrdimeét de I'élongation en raison de
I'absence du groupement OH, nécessaire a I'extenkis 4 incubations contiennent donc un
mélange de molécules partiellement synthétiséeBN Aouble brin marqué. La longueur des
fragments d’ADN varie en fonction du point d’intégon du didésoxynucléotide. Comme
cette intégration est aléatoire, I'ensemble desémies dans un mélange représente
'ensemble des positions pour une base particulides 4 mélanges sont analysés
simultanément sur un gel d’électrophorese en comditdénaturantes. Les bandes sont
révélées par autoradiographie (cas des nucléotatisactifs) ou par fluorescence (cas des
nucléotides fluorescents) et la séquence est heetdment sur le gel (El Fahime & Ennaji,
2007 ; Monéger & Tagu, 2003).

La lecture des gels peut étre automatique. Dartagele marquage des nucléotides se fait a
I'aide de marqueurs fluorescents. Lors de la mignadiu gel, les échantillons sont détectés a
leur sortie par un laser qui identifie la molécolarquée. Une adaptation de la technique de
Sanger consiste a marquer I'amorce utilisée danédetion de séquence par un fluorophore
(Dye primer Fig. 2). La réaction est réalisée dans 4 tubparég, chacun contenant I'amorce
couplée a un fluorophore en présence d'un ddNTRicpher correspondant. L’ADN
polymérase utilisée pour la réaction est thermdstab la polymérisation se fait dans une
machine de type PCR avec des cycles comprenanapgst dénaturation, hybridation et
extension. En fin de réaction, les fragments d’AD8haturés sont séparés sur un gel de
polyacrylamide ou une matrice d’électrophorese llzap@. Les fragments d’ADN sont
analysés automatiquement a la sortie du gel pasysteme laser permettant d’identifier le

fluorophore (Monéger & Tagu, 2003).
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Figure 2 Principe de la méthode dbdye primer(amorce fluorescente) (Source : Monéger & Tagu,

2003)

Les résultats sont transférés sur un ordinateun girogramme informatique permet d’avoir
acceés au chromatogramme correspondant a la ség(Manéger & Tagu, 2003 ; El Fahime
& Ennaji, 2007).

4 Analyse des séquences

Quand on a cloné et séquencé un ou plusieurs g&i¢a/ la premiére étape est souvent une
recherche dans les bases de données publiquesaair si les séquences sont déja connues
(mutations éventuelles), si des séquences prociisem et quelles sont les informations déja
connues sur ces séquences similaires. On peut négiatiesouhaiter trouver toutes les
séquences d'une méme famille et rechercher toesesédquences qui contiennent un motif

donné. Pour cela, on utilise des programmes d&igmt de séquences et le programme
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d'alignement le plus utilisé par les biologistesledogiciel BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, Altschuét al, 1990 ; 1997) du NCBI. Son principe de fonctioneemest le
suivant : on entre la séquence étudiée et BLASiga contre I'ensemble des séquences
contenues dans la base de séquences sélectiormdegitiel nous donne en sortie les
séquences ayant une certaine homologie avec laiségue départ. Ces homologues peuvent
étre classés en orthologues et en paralogues. pretgines sont dites orthologues si elles
appartiennent a la méme famille fonctionnelle ntesvées dans des organismes différents.
Deux protéines sont dites paralogues si elles #ppaent a la méme famille fonctionnelle et
trouvées au sein d'un méme organisme (Pearson ®drip1988).

Il existe plusieurs programmes BLAST possibles dest principaux sont: BLASTN qui
compare une séquence de nucléotides soumise aasgede données de séquences de
nucléotides BLASTP qui compare une séquence de protéine smuenune base de données
de séquences de protéines ; BLASTX qui comparesé@geence de nucléotides soumise apres
traduction dans toutes les phases de lecture daseede séquences de protéines. Cette option
peut servir aussi a trouver les produits de tradostpossibles d'une séquence de nucléotides
inconnue ; TBLASTN qui compare une séquence deépretsoumise a une base de données
de séquences de nucléotides traduites dynamiquetaest toutes les 6 phases de lecture ;
TBLASTX qui compare les traductions dans 6 phases d'uneiség de nucléotides soumise
a une base de données de traductions dans 6 pleaséguences de nucléotides.

Il existe actuellement trois banques généralistascipales, publiquement accessibles via
internet. EMBL -European Molecular Biology Labonatoest créé en 1980 a Heidelberg en
Allemagne et est gérée par L’'EBI -European Bioinfatic Institute- (Bakeet al, 2000).
GenBank est mise en place aux Etats-Unis en 1979ANL -Los Alamos National
Laboratory- et est gérée depuis 1992 par le NCBdtiddal Center for Biotechnology
Information- a Bethesda (Bensenal, 2000). La DDBJ -DNA Data Bank of Japan- est une
banque qui a débuté son activité en 1984. Ellegéste par le NIG -National Institute of
Genetics- & Mishima (Tatersd al, 2000).

Pour qualifier et quantifier la similitude entregsénces, un score est calculé. Ce score résulte
de la somme des scores élémentaires calculés acurod des positions en vis a vis des deux
séquences dans leur appariement optimal. C'esbrebme total de "bons appariements"
pénalisé par le nombre de "mésappariements". Urappé@siement peut étre la substitution
d'un caractere par un autre (mutation) ou l'intotide d'un "gap” (trou, indel). Le gap permet
d'optimiser I'alignement entre les deux séquendes¢ de faire coincider le maximum de

caractéres communs. Biologiguement, le gap magialors une insertion (ou une délétion).
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Le score élémentaire est un élément d’une matkige 8) de scores qui rend compte de tous

les états possibles en fonction de I'alphabetsétitians la description des séquences.

A C G T A C G T
A 1 0 0 0 A 3 0 1 0
C 0 1 0 0 C 0 3 0 1
G 0 0 1 0 G 1 0 3 0
T 0 0 0 1 T 0 1 0 3
Matrice avec 3 scores possibles: 3
Matrice unitaire pour l'identité, 1 pour la transition et

0 pour la transversion
Figure 3 Matrices utilisées lors des alignements de séq@ence

Ainsi, pour les acides nucléiques, la matrice um@tast principalement employée. Elle rend
compte de l'identité des résidus pour chacune dsgipns de la comparaison, on parle ainsi
de bonne ou de mauvaise association. Ce criterpaymiet déja d’établir des ressemblances
ne suffit pas toujours pour révéler au mieux lesilgudes entre séquences. Tres rapidement,
on s’est apercu qu’une insertion ou une délétiamel’'ou plusieurs bases pouvait améliorer le
score d'une comparaison et ainsi faire davantageoraér les zones identiques ou tres
proches. Ces bréches, appelées gap, que lI'on imposeséquences sont évidemment
pénalisantes dans le calcul du score. Si I'on c@msique le score donne le rapprochement
entre deux séquences, on peut réesumer celui-ti@gaation suivante : Scorexse —xsp, ou
«se » est un score élémentaire, « sp » une p&rtiitsertion ou de délétion etX la
somme. Le score est fonction de la longueur dera zle similitude que I'on considére : plus
la longueur est grande, plus le score est élevé&alail peut-étre nuancé en donnant plus ou
moins d’'importance aux pénalités et aux associatpossibles entre résidus. Ainsi, le poids
d’'une insertion peut étre plus ou moins fort pggp@t a une mauvaise association. Par
conséquent, on pourra privilégier une situationtgilgu’'une autre, c’est-a-dire avoir des
comparaisons de séquences avec peu ou beaucosertikins-délétions (Statesal, 1991).

Le résultat de BLAST classe des résultats de sudéi en fonction d'un indice de
significativité appelé&-value(valeur attendue), le résultat le plus significatant le premier

de la liste. D'autre part B-valuene mesure pas directement la distance en termeasudtién
entre deux séquences homologuesEhamluemesure la probabilité que le score observé soit
dd au hasard. De fagon formelle,Havalueest le nombre d’alignements différents ayant le
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méme degré de similitude, et que I'on peut espioerver par hasard, s'il n’existait pas de
vraie séquence similaire dans la base de donnébga{@ Marin, 2004 ; Gibson & Muse,
2004). Unek-valueélevée (5 ou 10) indique que l'alignement est gotément di au hasard
et que la séquence requéte a été alignée ave@quense qui ne lui est pas apparentée dans
la banque de données. Desaluesde 0,1 ou 0,05 sont utilisées typiquement comnieuvs,
seuils lors des recherches dans des banques déedoda séquences. Le recours akmne
value élevée lors d'une recherche dans une banque deéerpermet de trouver des
correspondances plus éloignées mais augmente Xedtalignements équivoques (Gibas &
Jambeck, 2002). L&-value dépend d'une fagcon importante de la longueur dasx d
séquences comparées. Ainsi, si I'on compare detitepséquences ayant 90% de résidus
conserves et deux autres beaucoup plus grandets 3@fande résidus conserves on peut trés
bien avoir des-valuesvoisines bien que l'on puisse penser que les déqguesices ayant
90% de résidus conservés sont plus proches qudeles séquences ayant 30% de résidus
identiques (Gibson & Muse, 2004).

20



Chapitre 1l : Genes involved in Phaseolussmbryogenesis

Ce chapitre fut I'objet d’un article publié dansrévueGenes, Genomes and Genonfid®),
180-192 (2007)
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Abstract

Within the genud?haseolusthe common beahaseolus vulgarit., is the most important
species widely distributed in the world and occaprere than 90% of production areas sown
to Phaseolusspecies. Interspecific hybridization in the gemisaseolus with the aim to
introgress desired traits to the common bean, léadbe abortion of immature embryos
usually at the globular or early heart-shaped dgpmkntal stages. Plant zygotic
embryogenesis is controlled by many genes and malan of these genes can disrupt
embryo formation. In this paper, we reviewed sonfieghese genes i.eKNOX BELL],
LEUCINE ZIPPERPHD-FINGER GLABRA2 WUSHEL HEAT SHOCK PROTEINLIPID
TRANSFER PROTEINPASTICCINQLEAFY COTYLEDOMNdTITAN, from model plants
such asArabidopsis thaliana Zea mays Oryza sativa Medicago truncatula Solanum
lycopersicum This study helps us to identify the genes invdliePhaseolugembryogenesis

and to verify their expression in ovules at diffégrsteps of embryos development.

Keywords: common bean, embryo abortion, embryo developngames, model plants
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1 Introduction

The common bearRhaseolus vulgaris., is the most important species widely distriloLibe

the world and occupies more than 90% of produchoeas sown td’haseolusspecies
(Baudoinet al 2001). Its dry seeds are a major component inigteof human populations in
Latin America, as well in Central and East Afritegumes usefully complement cereal seeds
in the nutritional value of daily diet, mainly bers® of their protein and amino acid contents.
P. vulgarisis adapted to several cropping systems, partiguiardssociation with other food
crops like maize, sorghum or pearl millet. In tagi regions, the common bean is
characterized by low and unstable seed yield. Emainly due to the susceptibility of this
crop to numerous pests and diseases: more thapaBbgens have been reported attacking
beans, some of them causing considerable econosses (Graham and Ranalli 1997; Singh
1999). Another constraint limiting yield is the kaof improved varieties tolerant to abiotic
stresses (poor soil, high temperature, droughi). &&gronomists and breeders have not found
sufficient genetic variability within the primaryege pool ofP. vulgaris However, the alien
gene pools offer very good breeding potentiali{i@sbouck and Smartt 1995; Debouck 1999;
Baudoin 2001; Broughtoet al. 2003). This is particularly the case of the twedesP.
coccineusL. and P. polyanthusGreenm., which show interesting traits not, or opborly,
expressed in the primary gene pool Bf vulgaris such as resistance to two diseases
Ascochyta blight andBean Golden Yellow Mosaic VirUBGYMYV). Ascochyta blight is
caused byPhoma exiguaDesmaz. var.diversispora (Bubak) Boerema and prevails in
highland areas. The symptoms include black or broancentric lesions on leaves and pods,
as well as collapsed and black nodes, petiolesstmds (Schwartet al. 1981; Hansort al.
1993). BGYMV is economically important in Latin Amea, and is caused by a geminivirus
transmitted by whiteflies of the genBemisia Disease symptoms include intense yellowing,
mosaic, stunting, and distortion of leaves and p@darkhamet al. 1994; Bracercet al.
2003). The extensive genetic variability of thehpatens requires the constant development
of new resistant cultivars in common bean. Breedek®e benefit of the interspecific
hybridizations between the recurrent speckesyvulgaris and the two donor speciep.
coccineusand P. polyanthus belonging to the secondary gene pool of the comivean.
Indeed, different sources of resistance to thesedigeases have been identified among these
two donor species (Hansenal. 1993; Bianchini 1999; Beavet al. 2005). In addition, other
desired traits can be found from these two taxah @s cold tolerance, long multi-nodded
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inflorescences, and thick stems (Camarena 1988nisd Baudoin 1992; Baudoiret al
2001).

In the interspecific hybridizations betweBnvulgarisand the two donor species, the use of
P. vulgaris as a female parent increases the percentage ofessiogt hybrids but,
unfortunately, the presence & vulgaris cytoplasm provokes a quick reversal to the
recurrent species, at the expense of the donorespé8audoin 2001). Reciprocal crosses, a
condition favouring the introgression of desireti@gto the common bean, avoid the reversal
process showed above, but are more difficult tocsed. Indeed, theses crosses lead to
abortion of immature embryos, usually at the glabur early heart-shaped developmental
stages, with most embryos aborting 3-8 days aftdlingtion, 79% for the crosseB.
polyanthusx P. vulgaris and 84% for the crossés coccineusx P. vulgaris during trials
conducted under greenhouse in Gembloux Agricultuhaiversity (Baudoinet al 2004).
Early interspecific embryo abortion is attributedseveral factors such as nutritional barriers
related to a deficient endosperm or suspensor denent, endothelium proliferation and, in
some extent, hypertrophy of the vascular elemdmsamte 1997; Geerts 2001; Toussaint
al. 2004). Plant zygotic embryogenesis is controlledriany genes and their malfunction can
disrupt interspecific embryos formation. Trans@iptf these genes can be localized in the
embryo proper, in endosperm or in maternal tissuesnd the embryo (Raghavan 1997).

In this paper, we review some of these genes imebim model plants embryogenesis, such as
KNOX BELL1 (BEL), LEUCINE ZIPPER(HD-ZIP), PHD-FINGER GLABRA2(HD-GL2),
WUSHEL (WUS, HEAT SHOCK PROTEINHSP, LIPID TRANSFER PROTEINLTP),
PASTICCINO (PAS)LEAFY COTYLEDONLEC) andTITAN (TTN) genes. Alignment and
comparison of the sequences from different spdegs us to design DNA primers targeting
conserved domains of these genes, to isolate detgiromic sequences froRhaseolusby
PCR, and to verify the expression of these genadifferent steps oPhaseolusembryos

development.

2 Plant embryogenesis and gene expression

Fertilization and embryogenesis are the first agethe development of new life in both

animals and plants. In early dicot embryogeness, division occurs regularly. The first

transverse division is asymmetric, which gives ts®ne smaller apical cell and one larger

basal cell. The smaller apical cell will form madtthe embryo proper, and the larger basal

cell will develop into the suspensor. The suspeaschors the embryo to the endosperm and
23



serves as a conduit for nutrients and growth factor the developing embryo. The smaller
apical cell (the embryo proper) divides longitudiynéwice and transversely once, and results
in an eight-cell embryo (Goldbergt al 1994; Laux and Jurgens 1997; Rademacher and
Weijers 2007). Early embryogenesis in monocotedsffrom that of dicots mainly in the two
following ways: first, cell division occurs randoynland second, the protodermal cell layer is
not morphologically formed until the embryo sizagkes more than 100 mm in length (more
than 200 cells). This means that the period leadipgo organ differentiation, including
protoderm differentiation, is much longer than timatlicots. Further cell divisions lead to the
globular stage. The three basic tissue systeman@erground, and vascular) can be
recognized at this point based on characterisficdoasion patterns. The globular shape of
the embryo is then lost as the cotyledons (emboylmaives) begin to form. The formation of
two cotyledons in dicots gives the embryo a helaaped appearance, while in monocots only
a single cotyledon forms. Upright cotyledons careghe embryo a torpedo shape, and at this
time the suspensor is degenerating while the shpical meristem and root apical meristem
(SAM and RAM) are established. At this stage, erabgnesis is arrested, the mature seed
dessicates and remains dormant until germinatitve. meristems will give rise to the adult
structures of the plant upon germination (Steeves Sussex 1989; Harada 1997; Laux and
Jurgens 1997; Weijers and Jirgens 2005).

In higher plants the embryo passes through foureldgwmental stages after fertilization
(Umeharaet al 2007). The globular stage is the pattern fornmatio which the axis of the
plant body is defined, tissue layers organized, eartlest organs established. The heart stage
is the cell diversification and specification phasewhich cell types such as the suspensor,
provascular tissue, shoot and root meristems diiaede The torpedo stage is growth and
morphogenesis, in which cells become expanded.nDuhie last process, the embryo enters
into maturation, in which cell division is compldieembryo storage reserves as proteins,
starch, and lipids accumulate and the embryo aegjudormancy and desiccation. The first
three stages occur concurrently in the developimiprgo and are also known as early
embryogenesis, while maturation is a distinct psscthat begins later in embryogenesis
(West and Harada 1993; Harada 1997; Berleth andfi€lda2002). The plant body is the
basis of the future plant, controls the three naxises and consists of two superimposed
patterns: apical-basal pattern along the main afighe plant, and radial pattern of
concentrically arranged tissue systems.

Seed development in higher plants sucAmbidopsisrequires coordinated differentiation of

the embryo proper, suspensor, endosperm tissue, saed coat. Plant embryos are
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morphologically simple, but molecularly complex. Magenes must be expressed as the
zygote divides in a regulated manner, completesphugenesis, and differentiates into a
mature embryo capable of surviving desiccation grodiucing a viable plant (McElvet al
2001). Interactions between these components hesme éxplored in part through the analysis
of embryo-defective mutants iArabidopsis(Meinke 1995). These recessive mutants have
been recovered either by screening immature ssidoieabnormal seeds (Meinke 1994) or by
screening at the seedling stage for defects indeaf a disruption of normal embryogenesis
(Jurgenset al. 1994) or through forward genetic screens of T-DiNgertion lines (McElver

et al 2001). These genes show temporal as well asaspatiterns of gene expression during
seed development. The stage-specific cDNAs haven beged as markers of cell
differentiation and to follow the normal developmef the embryos (Jofuku and Goldberg
1989; Elsteet al 2000; Bommert and Werr 2001). Gene products ifiletitto date include a
wide array of metabolic enzymes (Lukowgt al 2001), transcription factors (Lotaet al
1998), chloroplast and mitochondrial proteins (Apey al 2001), and proteins required for
vesicle trafficking (Rojoet al 2001). From the frequency at which embryo-letimaitants
appear inArabidopsis many genes are required for normal embryogenesisever, only ten
percent of them affect pattern formation in embsmesis. A vast number of genes
represented by embryo-lethal mutants may be redjdoe normal embryogenesis, but they
may not be master regulators of the process (Hal@8l8). However Franzmarat al (1995)
and McElveret al. (2001) identified and analyzed a large numbesmbryo-lethal mutants in
Arabidopsis They estimated that 750 genes can be easily etutatgive an embryo lethal
phenotype. On the other side, Tzakir al (2004) showed that 250 genes control distinct
phenotypes and are essential to have a normal pipenaduring Arabidopsis seed
development.

In the next sections, some of these genes invoineplant embryogenesis are discussed.
Focus is made on their characteristics, roles awrgression patterns during plant
embryogenesis, as well on their relationships.

3 Homeobox genes

Homeotic genes are important regulatory genesearsgieciation of cell fate and body plan at

the early stage of embryogenesis in higher orgasigehring and Hiromi 1986; Yarej al

2002). Initially identified inDrosophilia (McGinnis et al 1984) as a single gene mutation

capable of altering the identity of complex morguital structures, homeotic genes have
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been isolated and characterized from a wide rafgaimal and plant species (Chasan 1992;
Gehring 1992). A common feature of many homeotigegeof both plants and animals is a
conserved nucleotide sequence known as the homeshiwh encodes the homeodomain
(HD). The HD consists of an approximately 60 amaads with a helix-turn-helix structure
conferring a specific DNA binding function (Kissieiget al. 1990).

Plant homeoboxes were discovered at the beginrfirigeonineties, and the first family of
homeobox genes reported in plant specieski@X (KNOTTEDXlike homeobo, isolated
from maize, which is involved in leaf developmevibllberchtet al 1991). Subsequent to the
cloning of theKN1 gene from maize, using library screening with presly identified gene
or degenerate olinucleotides deduced from HDs akgsr or primers, differential screening,
mutant based cloning, etc., many plant homeoborgeave been isolated from various plant
speciesArabidopsis(Carabelliet al. 1993; Sodermaet al. 1999; Western and Haughn 1999;
Hansonet al 2001; Johannessat al 2001), parsley (Korfhaget al 1994), rice (Satet al
1996; Satoet al 1998; Postma-Haarsnet al 1999; Sentokiwet al 1999; Itoet al 2002;
Yanget al. 2002), apple (Watilloet al 1997; Donget al. 2000), wheat (Takungt al 2000),
soybean (Mat al 1994; Mooret al 1996), tomato (Torneret al. 1996), tobacco (Nishimura
et al 1999, 2000), Norway spruce (Sundas-Larssbral. 1998; Hjortswanget al 2002,
Ingouff et al. 2003),Phaleonopsi¢Nadeatet al 1996).

Based on amino acid sequence similarities withiem lomeodomain and the presence of
additional distinctive domains outside the HD, planmeobox genes can be grouped into
several families (Chaet al 1998; Itoet al 2002a): the homeodomaltEUCINE ZIPPER
(HD-zZIP) family characterized by a leucine zipper dimer@a motif adjacent to the
homeodomain (Sédermaet al 1999; Tanget al 2001), the plant homeodomaifiNGER
(PHD-FINGER family distinguished by a conserved cysteine-mabtif (Uberlackeret al
1996; Yanget al 2003), the family oArabidopsis GLABRA#Rke (HD-GL2, known asHD-
ZIP V) proteins (Luet al. 1996; Itoet al 2002b), the family of maiz&NOX proteins
(Vollberchtet al. 1991; Bowman and Eshed 2000), the famil\B&LL1 (BEL) HD protein
(Donget al 2000; Beckeet al. 2002), and the family sVUSHEL(WUS§ HD protein (Brand

et al 2002; Haeckeret al 2004). Within each family, several defined grougmn be
distinguished, each comprising proteins from défegrspecies (including monocot and dicot).
The involvement of homeobox genes in plant embrgeges has been reported in several
studies (Schena and Davis 1992; Btaal 1994; Satcet al. 1996; Itoet al. 2002a, 2002b;
Haeckeret al. 2004). In order to follow the normal developmehthe embryo proper, such

genes are often used as molecular markers to shaty cellular expression pattern during
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embryogenesis in wild-type and mutant embryos, qusiififerent techniques such as situ
hybridization, cDNA libraries screening, southemdanorthern blots analysis, RT-PCR
reactions. Plant homeobox genes, by analogy offihetional roles of animal homeobox
genes, have been expected to encode transcriptregaillators that mediate important
developmental processes during embryogenesis € atin1998; Donget al 2000; Elsteet
al. 2000; Bommert and Werr 2001; Yaegal. 2002).

3-1 KNOX genes

As specified aboveKNOX genes have been the first homeobox gene famihtifed in plant
species and is the most extensively characterieeeé ¢amily. These genes have been shown
to be involved in meristem formation and mainteraic maize, rice and barley among the
monocots (Kerstettegt al. 1997; Bowman and Eshed 2000). Studies reveabgcathle shoot
apical meristem (SAM) is formed during embryogesesind after seed germination it
continuously generates various organs and tisssies) as leaves, stems and flowers,
throughout plant life (Steeves and Sussex 1989ibxé&atht et al 2000; Hakeet al 2004;
Belles-Boix et al 2006). Based on comparative analysis of KINOX HD, this family has
been subdivided into class 1 and class 2 which7ar89% and 55-58% identical to maize
KNL1 respectively. Figure 4 shows the alignment of deduamino acid sequenceskifiOX
genes from maize (Vollbrecldt al 1991), pea (Hofeet al 2001), rice (Matsuokat al
1993), Medicago truncatulgKoltai et al 2001), soybean (Mat al 1994) andArabidopsis
thaliana(Lincoln et al. 1994). The class 1 genes studied are mainly sgpdein the SAM but
not in lateral primordia, and some loss-of-functionutations affect meristem formation
and/or maintenance. Two locations of expressiotepat of the class 1 genes in the SAM
have been identified: at the center of the meristerme and at the base of leaf primordia
(Reiseret al 2000). Furthermore, all class 1 genes analyzadethdramatic alteration of leaf
morphology when ectopically expressed (Hakeal 1995; Longet al 1996). These results
indicate that the class 1 genes play importantsraieSAM. In contrast, the class 2 genes
studied show more diverse expressions and are fowhdonly in the SAM but also in
differentiated organs such as roots, leaves amdeft Ectopic expression of class 2 genes
does not cause altered morphology (Serikata 1996, 1997; Sentoket al. 1998).
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Figure 4 Alignment of deduced amino acid sequences of KN@Keg ofZea maygZ_mays, KN1
X61308), Pisum sativum(P_sat, AF080104)Qrizy sativa(O_sat, D16507)Medicago truncatula
(M_trunc, AF308454)Glycine maxXG_max, L13663) andrabidopsis thaliandA _tha, ATU14174).

The first plant homeobox gene shown to be involwedembryogenesis waSHOOT
MERISTEMLESSSTM isolated fromArabidopsis thalianaLong et al. 1996; Grof3-Hardt
and Laux 2003). Embryos efmmutants lack the capacity to form a shoot meristghereas
other embryonic organs, for example cotyledons,ohgpyl and radicle, develop normally.
STM belongs to class 1 of theéNOX gene familly and is expressed in the SAM during
embryogenesis (Tsiantis and Hay 2003; ldagl 2004; Belles-Boiet al 2006). TheKNOX
geneSOYBEAN HOMEOBOX(@SBHY) is expressed during soybean somatic embryogenesis
(Ma et al 1994). The deduce8BH1 protein shares a high amino acid identity with zeai
KN1 protein (47.00% overall and 87.50% for the homeaain). The expression &BHL1lis
development- and tissue-specific. The transcrippBH1was present in early-stage somatic
embryos, increased prior to cotyledon formation dadreased thereafte8BH1was weakly
expressed in soybean stems and hypocotyls but wetadetected in other plant tissues and
nonembryogenic materials. In rice, members of KIMOX gene family are differentially
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expressed during embryogenesis. Setoal (1996) examined the spatial and temporal
expression patterns of rice homeobox g&n®H1, during rice embryogenesis. They showed
that OSH1expression was first detected in a specific vemtzglon of globular embryo. This
indicates that the cellular differentiation at tpene expression level has already occurred at
this stage and it is plausible th&SH1 may play an important role in the cellular
differentiation preceeding organ formation. Consitt the possibility that the putativie
vivo function of OSH1is atransacting factor OSH1may function as a regulator switching
on and off the developmental program of embryoritsdocated in a specific region. With
the advancement of embryonic maturation, the esmaslevel ofOSH1is reduced. The
down-regulation ofDSH1expression at later stages suggests that its prifoaction resides

in the early embryogenesis. This result also suggegossibility that the main function of
OSH1in embryo is to establish cellular identity in thentral region at the globular stage.
Once the ventral identity is established thenaitggnogenesis is startedSH1may finish its
function early during embryogenesis with a decraasiks expression level. Sentolat al
(1999) showed that all or some of the riG&H homeobox genes may be involved in
regionalization of the shoot area and/or the esstailent of the SAM itself before shoot
formation occurring early in embryogenesis. Afteoat formation, however, the functions of
the homeobox genes appear to differ. Some of theses may maintain SAM activity in an
indeterminate condition through continuous expmassn the SAM, whereas others may be
involved in pattern formation of the segmental sinif the plant body and/or internodes
development. Pre-patterning of specific cells by #xpression of homeobox genes before
morphological organ formation is the same as inaorgormation during animal
embryogenesis. Even though the body structuredasitgpand animals are quite different,
there may be some common mechanisms in organ isstaleint and development in terms of
homeobox function. Comparing the pattern expressiddNOX (KN1) gene in maize wild-
type and mutant embryos, Bommert & Werr (2001) ctet noKN1 transcripts iremb*-8518
andemb*8521 embryos between 15 and 30 DAIR1 amplicons are detected in wild-type
embryos, but are missing in the two mutants. Theselts revealed that both mutants are
arrested before establishment of a functional SRcently, Belmontet al. (2007) pointed
out thatHBK3, a KNOX class | gene, improves the development of Norwayce Picea
abieg somatic embryos. Indeed, in lines overexpresBiB&3 (HBK3-9, somatic immature
embryos showed enlarged embryogenic heads and a@eeto produce fully developed
cotyledonary embryos at higher frequency. FurtheenéBK3-Sembryos had enlarged shoot

apical meristems (SAMs). Lines in whi¢lBK3 was down-regulatedHBK3-A) had reduced
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ability to produce immature somatic embryos andeweot able to complete the whole
maturation process. Overall, these data confirm ithportance ofKNOX genes during

development.

3-2 BELL1 (BEL) genes

The BEL family is another plant homeobox gene farttilat is closely related to tHeNOX
genes (Burglin 1997; Chaet al 1998; Beckeret al 2002).BEL transcription factors are
essential for inflorescence and fruit developm@&anget al. 2000; Byrneet al 2003; Roeder
et al 2003; Smith and Hake 2003; Bab al 2004; Bhattet al 2004; Smithet al 2004).
Based on genetic studies, @mabidopsisBEL gene PENNYWISE(PNY) is involved in
regulating early internode patterning events andls® necessary for replum development
during fruit maturation (Byrnet al 2003; Roedeet al. 2003; Smith and Hake 2003; Bab
al. 2004; Bhattet al 2004; Kanraret al 2006). Genetic analysis &EL in Arabidopsis
showed that expression of this transcription factegulated the development of ovule
integument. The loss-of-function phenotypebef mutant ovules indicates that determination
of integument initiation and organ identity is aatlied by expression of thBEL homeobox
gene.BEL appears to interpret positional information anahtoad morphogenesis of the
integuments through the regulation of genes withan chalazal domain (Robinson-Beets
al. 1992). Inbel mutant ovules, the inner integument fails to fotime outer integument
develops abnormally, and the embryo sac arresis late stage of megagametogenesis.
During later stages of ovule development, cellstte outer integument of bel ovule
sometimes develop into a carpel-like structure watlymatic papillae and second-order
ovules. The frequency of carpel-like structures Wweghest when plants were grown under
conditions that normally induced flowering and wasrelated with ectopic expression in the
ovule of AGAMOUS(AG), an organ-identity gene required for carpel formatiglodrusaret

al. 1994). TheBEL gene family was identified in several plants sashtomato (Roret al
2001, Direct Submission, accession number: AF37R9@étato (Chenet al 2003),
Arabidopsis(Reiseret al 1995), apple (Dongt al 2000), barley (Mulleet al 2001) and
Gnetum gnemo(Beckeret al 2002).
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3-3 LEUCINE ZIPPER (HD-ZIP) genes

HD-ZIP protein can be divided into three classes by thequence similarity of the HD and
the presence or absence of some motifs outsiddeoHD. The functions of thelD-ZIP
proteins have been investigated and studies haxgaled that these proteins do not have a
common function, even in the same subclass. Ttes dland class Il proteins are primarily
involved in signal transduction pathways in resgorte various environmental stimuli
(Hansonet al. 2001; Itoet al. 2002). The class Il proteins play a role in iitbn and
function of the shoot apical meristem (SAM) as wadlin initiation of axillary SAMs and
their functions appear to be critical for the fotima of an embryonic SAM (Emergt al.
2003; Priggeet al. 2005). In relation with their role in SAM estalbiment,HD-ZIP class IlI
proteins are initially expressed throughout theeptbryo but their expression later becomes
restricted to a central apical position (Emetyal. 2003; Priggeet al. 2005; Floydet al.
2006).

3-4 PHD-FINGER genes

The PHD-FINGERhomeobox genes encode proteins with the zinc-fidgenain, named the
PHD-FINGER domain, a cysteine-rich region in theelninal region of the homeodomain.
The HD is at C-terminal region, as in the cas&KNDX genes (lteet al. 2002; Itoet al. 2004).
Some proteins of this family have two homeodomamgether with the PHD-FINGER
domain. In maizePHD-FINGER genes are mainly expressed in meristematic celisame
restricted to the early developmental stage of godenesis (Klingeet al. 1996; Itoet al.
2002). Deletion of the PHD-FINGER domain from ®dD-FINGERprotein ofArabidopsis
causes severe disturbances in DNA binding (Schineleal. 1993). Overexpression of
ZMHOX]1, a maizePHD-FINGER gene, in tobacco lead to several developmentactief
such as dwarfism, adventitious shoot formation (thu¢he loss of apical dominance), and
homeotic transformations of floral organs (Uberkokt al. 1996). PHD-FINGER proteins
are thought to function in certain developmentalcpss in maize by controlling expression of
target genes (Comekit al. 1999; Itoet al. 2004). Itoet al. (2004) showed thaiAZ1, a rice
PHD-FINGER protein isolate from three days old embryos, waslar in its entire amino
acid sequence tdMHOX1a (52% identity) anZMHOX1 (50% identity),PHD-FINGER
proteins of maize. But overexpression l9AZ1 does not affect the phenotype either in
tobacco or in rice (Itet al. 2004). These authors also demonstratedHi#at1 was expressed
at a higher level in the outer layers of a develgmlobular embryo (3 DAP) than in the inner
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parts. At 4 and 5 DAPs, the expressionH#Z1 was concentrated at the ventral part of an
embryo. Recently, it was proved thfatabidopsiscontain 14 members of this family gene. All
members of this family are expressed predominamtigxclusively in floral tissue, indicating

a likely regulatory role during floral developméiitan and Irish 2006).

3-5 GLABRA2 (HD-GL2) genes

The analysis of thelD-GL2 protein region adjacent to the homeodomain revbalpresence
of a truncated leucine zipper-like segment at #rmaesposition as thdD-ZIP proteins. Due to
these similaritiesGLABRAZ2like proteins are sometimes included in class 1\the HD-ZIP
family (Di Cristinaet al. 1996), while others have considered it as a sep&mily, since its
components have characteristic features that diiteate them from the HD-ZIP family (Lu
et al. 1996; Palenat al. 1997; Charet al. 1998). This homeobox gene family encodes a
protein required for normal trichome and root tdewelopment. From the fertilization to the
eight cell stage of embryogenesis, frabidopsisATML1 gene, which is a member biD-
GL2 homeobox gene family, is expressed uniformly & émbryo proper. The expression of
ATML1is then restricted to the outer cell layer belaggio the protoderm (Let al. 1996).
Based on this expression pattedTML1is considered to be a good molecular marker fer th
protoderm and also for radial pattern formationac& protoderm differentiation takes place
at a very early stage (16- to 32-cell stage), pegps that the radial pattern formation, the
protoderm differentiation and the protoderm-specAiTML1 mRNA accumulation occur
simultaneously inArabidopsisembryogenesis. The same observations were showiten
with ROC1 a GL2-type homeobox gene (Rice outermost celtifipegenel).ROCL1 is
specifically expressed in the protoderm (epiderrarg] this expression is established shortly
after fertilization, much earlier than protodernffetientiation (Yanget al. 2002). The maize
HD-GL2 genes ZMOCL1 ZMOCL3 ZMOCL4 and ZMOCLS5 essentially exhibit the
L1/protoderm/epidermis-specific expression pattedwsing early embryogenesis and in
meristematic regions or young organ primordia trlatages (Ingrarat al. 1999; Ingramet

al. 2000). These observations show that the transcaptD-GL2 genes are restricted to
epidermal tissues or their precursor cells (Yahgl. 2002). TheGLABRA2may represent a
unique family of homeobox genes that specializeantrol of lateral patterning in embryos
and maintaining cell-layer identity in meristemategions (Charet al. 1998). GLABRA2
gene was also involved in the control of seed oduaulation inArabidopsis(Shenet al.
2006).
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3-6 WUSHEL (WUS) protein

A WUSgene was first characterizedAnabidopsisby Lauxet al. (1996). The homeodomain
of WUSgene has two and four additional amino acids énldlop between helix | and helix Il
and the turn between helix II and helix I, respedy. WUS proteins were initially
considered to play important roles in the speamtd the stem cells in the shoot apical
meristem of developing embryos (Laeixal. 1996; Kiefferet al. 2006). In the mature embryo
of Arabidopsiswus mutant, shoot apical meristem organization is ramrwith only a few
vacuolated cells. After germination, the shoot abmeristem is terminated prematurely as a
flat enlarged apex. In the shoot apical meristenthefwus mutant, the stem cells appear to
undergo differentiation, instead of maintaining laripotant state in the functional shoot
apical meristem (Lawet al. 1996). Further studies showed also that these sgereze
involved in the specification and the maintenanéeth® stem cells in the root apical
meristem, by a mechanism similar to that in theoslapical meristem (Kamiyat al. 2003;
Haeckeret al. 2004). The ric&VUSgene was found to be specifically expressed ircémgral
cells of the root. During embryogenesis and croaat formation, riceVUSgene expression
is observed prior to the morphological differentatof the root. This expression pattern was
different between radicle and crown root formataumring the process of the root apical

meristem development (Kamiya al. 2003).

4 Heat Shock Protein genes

The HEAT SHOCK RESPONSHESR is an evolutionarily conserved reaction to eledat
temperatures (heat shock or heat stress) thasengal to the survival of eukaryotic cells and
organisms. Indeed severe heat stress induces tiatsran the conformation of cellular
proteins, and leads to protein denaturation or egggion and cell death. In response to
increased temperature, the transcription and @#aosl of many cellular proteins are repressed
or arrested, whereas the expression of a smallesubt specializedHEAT SHOCK
PROTEINS(HSP9 is increased preferentially. THeSPsare molecular chaperonins that
regulate protein homeostasis and membrane fluaityultimately prevent or delay cell death
during heat stress. Most plant tissues and ceiscampetent to induce the HSR during
thermal stress. However, two stages in the pldatdycle, pollen germination and early
embryogenesis (i.e. before cotyledon formationg, rawtable for their inability to invoke the
full HSR As a result, these tissues are especially seaditi thermal stress (Schott al

1998; Fuet al 2002). TheHSPs are usually divided into high-molecular-mass (HMM)
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proteins of more than 30 kDa and low-molecular-n{&a&4M) protein of about 17 to 30 kDa
(Lindquist and Craig 1988; Vierling 1991). In caadt to animal systems, plants synthesize
more LMM HSPs than HMM HSPs The plant LMM HSPs superfamily is unusually
complex, consisting of at least six gene familiemsddl on DNA sequence analysis,
immunological cross-reactivity, and intracellulancélization; proteins encoded by the
different LMM HSPsgene families are targeted to different cellulampartments, including
the cytosol, chloroplasts, mitochondria, and enasmpic reticulum (ER) (Wateet al. 1996).
Plants LMM HSPsare represented by over 45 complete protein cosiagiences including
sequences from many different angiosperms, and manggperm,Pseudotsuga menziesii
(Tranbarger and Misra 1995). These sequences ceenjoiir gene families encoding proteins
localized in the cytosol (classes | and II), théoobplast and the ER. A fifth class sfnHSPs
gene encoding a protein localized in mitochondaa been identified frorRPisum sativum
(Lenne and Douce 1994). A potential sixth clasd.idM HSPsis represented by a single
cDNA from Glycine maxLaFayetteet al 1996; Watergt al 1996).

In addition to being part of the heat shock resppeseme plant LMMHASPsgenes have been
shown to be expressed at normal growth temperatduesg zygotic embryogenesis.
Expression of heat-shock genes occurs during emgbnagsis from somatic cells,
microspores, and developing pollen in alfalfa aploatco (Gyorgyewt al 1991; Zarskyet

al. 1995). Changes in concentrations of artificiaytphormones, heat shock, and starvation
are known to induce somatic or microspore embryegien Despite these largely different
conditions, microspore-derived embryos from tobaeoml somatic embryos from alfalfa
express LMMHSPsduring the globular and heart stages but not dutie following torpedo
stage. These data raise the question of whethdrsheak gene expression during early
somatic embryogenesis is a general phenomenon ithaalso relevant to zygotic
embryogenesis. In zygotic embryos, expressiotBAT-SHOCKgenes occurs during the
maturation stage of the seed, when cell divisios teased and seeds become tolerant to
dessication. In sunflower, expression of classMIML. HSPSseems to parallel roughly storage
protein and lipid accumulation, whereas expressiotlass | coincides with seed desiccation
(Cocaet al 1994). It has been proposed th&8P Sare important for desiccation tolerance of
the embryo or are required for germination uponydeation. Similar to other plants,
Arabidopsisthaliana accumulates a specific set bISPS (ATHSP17.4and ATHSP17.%
during seed maturation, whereA$HSP18.2s not expressed (Wehmeyetr al 1996). The
expression of subsets ¢fEAT-SHOCKgenes during gametogenesis and embryogenesis

suggests that the developmentally expres$8@splay certain functions that may differ to
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some extent from those required for coping withiemmentally stressed vegetative tissue.
Furthermore, these findings may indicate differenae the signal transduction pathway
(Schoffl et al 1998). Helm and Abernethy (1990) showed the preseof LMM HSPs
MRNAs during wheat embryos development in normalddeon. They concluded that the
expression of these LMMISPsis a normal part of wheat embryo development, iantbt a
consequence of heat stress experienced by thetalapéants during embryogenesis. &ual
(2002) studied the expression BfSPs during a maize mutant embryo development. A
recessive mutation at the loceE8PTY PERICARPZEMP?2) led to dramatically increased
expression of heat shock genes, retarded embryelagguent, and early-stage abortion of
embryogenesis. The developmental timingeofp2mutant embryo lethality was correlated
with the initial ability of maize kernels to invokbe HSR The developmental retardation of
emp2mutant kernels before tHdSR suggests an additional role fRMP2 during embryo

development distinct from tHeSR

5 Lipid Transfer Protein genes

LIPID-TRANSFER PROTEIN@TPS facilitate the transfer of lipids between memiasn
The binding of lipids toLTPS can be both specific and nonspecific. The non§ipelgid
transfer proteinsnSLTPs Rueckert and Schmidt 1990) have an affinity fovaaiety of
hydrophobic molecules, such as monoacylated arayldiad lipid molecules including fatty
acids (Hanet al 2001), fatty acyl CoA (Lerchet al 1997), lyso-phosphatidylcholine
(Charvolin et al 1999), and phosphatidylglycerol (Sodaebal 1997). They have been
isolated from a diverse range of organisms, frorotdyéa and yeast to higher plants and
animals (Rueckert and Schmidt 1990; Smolenadral. 2007). Plant nonspecifitIPID
TRANSFER PROTEIN@sLTPS$ were first isolated from spinach leaves (Kadernl1984)
and then have been isolated from rice, wheat, ypaneaize, peaches, and apricots
(Hollenbachet al. 1997; Poznanslkit al. 1999; Haret al 2001; Pongt al 2003).nsLTPsare
widely distributed and form a superfamily of retheroteins subdivided into two families:
nsSLTP1(~9 kDa) anchsLTP2(~7 kDa; Kader 1996). Both families are multigeranod more
than 150 sequences of plansLTPsare listed in data bases. The presence of multiple
members of thesLTP family may be a consequence of gene duplications subsequent
sequence variation, while those residues crucidutetion are conserved (Vignokt al
1997; Clark and Bohnert 1999). Although the nudtkptand amino acid sequences have
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considerable divergences, several features ardyhiginserved in the encodewsLTPs
including eight cysteine residues to form four tpéude bonds (Kader 1996).

nsLTPswere originally assumed to participate in phospidltransfer between membranes,
membrane biogenesis, modification of the lipid cosiffon of a membrane, and in the
function of membrane-bound enzymes using lipidsudsstrates (Kadest al. 1982; Arondel
and Kader 1990; Wirtz 1991; Kader 1996). Howevésavvations demonstrated thatPs

are extracellularly located and secreted (Sedrlal 1991; Tsuboket al 1992; Coutot al
1993; Thomeet al. 1993). These findings suggdsEPsinvolvement in other roles such as
cutin formation (Meijeret al. 1993; Hendrikset al 1994; Pyee and Kolattukudy 1995),
embryogenesis (Stedd al 1991; Thomaet al. 1994; Kader 1997), defense reactions against
pathogens (Molinaet al 1993; Garcia-Olmedet al 1995), and adaptation of plants to
environmental and abiotic changes (Jwigal 2003; Wuet al 2004). In addition, several
members of thexsLTP family have been identified as relevant allergenglant foods and
pollens. Their high resistance to heat treatmehgnucal denaturation and enzymatic
digestion has been related with the induction l®gé¢hallergens of severe symptoms in many
patients (De Oliveira and Gomes 2007; Salceidal. 2007).

The expression pattern oSLTPsis complex, characterized by strong developmeatal
tissue specificity with distinct patterns of exmies for the different genes. For example,
strong cell specificity, mainly in epidermal cellg|s been observed in both maize seedlings
(Sossountzoet al 1991) and carrot embryos (Stexkal 1991). However, in rape seedlings,
ansLTP gene was found to be expressed in the entire exiyl (Soufleriet al 1996). In
contrast, anothensLTP gene is specifically expressed in the tapetal legtr in rape seed
(Fosteret al 1992) and.ilium henryi(Crossleyet al 1995). Recent studies on embryogenesis
were based on the position-specific expressionnofish. TP gene fromArabidopsisnamed
ATLTP1 This gene is highly expressed in embryo protodevivich is the precursor of the
plant epidermis. The expression of the gene wadiestuin severalArabidopsis mutant
embryos Knolle keuleandgnon) in which the mutation affects the formation of tyacal-

basal and radial axes. Usimgsitu hybridization, as well as by followingTLTP1promoter-

B-glucuronidase transgene expression, it was obdehag pattern formation in the embryo is
reflected in the position-specific expression as thTP gene (Vroemeret al 1996). It was
also found thaATLTP1is expressed in the outer cell layerAshbidopsis raspberrgmbryos,
which are morphologically arrested at the firsgstéglobular) of their formation (Yadega

al. 1994). Together, these observations suggest thlatifferentiation is uncoupled from
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morphogenesis during embryo development. The stwdg® show the utility aisLTPgenes
as tissue-specific markers in mutant embryos.

In P. vulgaris nsLTP(PVLTP gene was induced by water deficit and ABA treattndhe
deduced protein presents similarity witffPs from different plants, showing the highest
identity (57%) with maizensLTP, MZEPLTP (Colmenero-Flore®t al. 1997). Under water
deficit conditions, the experiments showed thatRMLTP transcript accumulates mainly in
the aerial regions of the plant (stems and leawed its accumulation is very low in stressed
roots. This organ-specific expression can also b&eiwved in well irrigated plants where
MRNA can be detected in stems and leaves but naots. Such specific expression can be
that of a gene whose product responds to the rmeedHigher impermeabilization of the plant
surface (epidermal regions) in order to decreagem@ass, particularly under water-limiting

conditions.

6 Pasticcino (PAS) genes

The growth and differentiation of higher plantsaiso greatly dependent on environmental
stimuli, such as light and temperature, and on gedous factors, such as phytohormones.
For instance, cell division and proliferation, amté of which are essential for proper plant
development, are tightly regulated by cytokinin anckin. Cytokinins (CKs) were originally
identified by their ability to stimulate divisiomd sustained tobacco pith cell growth when
added in combination with auxin (Davies 1995). @ytns have an important role in various
physiological processes and were one of the filmttghormones to be isolated. Since their
discovery, numerous reports have demonstrated dytakinins are implicated in a wide
variety of plant growth and development procesgekiding cell division, organ formation
and regeneration, apical dominance, vascular dpwedat, nutrient mobility, and senescence
(Noodén 1988; Estruaht al 1991; Mok 1994; Schmulling 2002).
The PASTICCINO (PAS genes, which are involved in the control of cdilision,
proliferation and differentiation, are required fasrmal organization of the apical region in
the embryoPasticcinomutants, which belong to three complementatiomgsopasl pas2
pas3, were isolated in the progeny of independent lethgthane sulfonate and T-DNA
mutagenized?. thalianaplants. These mutants show a range of severeajeuehtal defects
throughout the growth stages: embryo formationitered at the heart stage when cotyledon
primordia are initiated; cotyledons do not formreatly, leading to a flat apex; seedlings
possess short, thick hypocotyls and misshaped emugls; and mature plants are
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characterized by abnormal compact rosettes withiphellshoots. Irregular root development
Is also observed and consists of short primary svat no or very rare secondary root
formation.pas mutants show altered response to exogenous cytoliut are not affected in
cytokinin biosynthesis (Fauet al 1998; Bellecet al 2002).

TheA. thalianapaslmutants were identified due to their abnormal Begghenotypes. The
mutants have more cell layers in the cotyledons aggocotyls than wild type, a
characteristic which is exaggerated by hyper peadifion when the seedlings are grown in the
presence of exogenous cytokinins. Tp@&sl phenotype is complex; these mutants have
altered embryo development, shorter primary rooid seduced elongation of lateral roots
compared to wild type, short bushy compact rosetied infertile flowers. The predicted
protein sequence encoded by the PAS1 gene is sitnithose of the FK506-binding protein
(FKBP) class of immunophilins (Fauet al 1998; Vittoriosoet al 1998). The cytokinin
induction of primary cytokinin response marké&fRR1andARRG6is enhanced and prolonged
In pas mutants, suggesting th&AS functions to repress the cytokinin response. Binal
down-regulation of the primary auxin response geéAégl andlAAL in pasmutants suggests
an alteration in auxin response (Haredral 2003). Mutants of thérabidopsisgenePAS2
develop abnormal shoot phenotypes from slow turnker-tell proliferation. In absence of
cytokinins, pas2 mutant development is severely altered with anoabal embryo
development leading to embryos with short and largpocotyl and very reduced round
cotyledons (Fauret al 1998). After germination, both hypocotyl and detions failed to
develop normally, leading to seedlings with shartl avide hypocotyl and reduced finger-
shaped cotyledongas?2 cotyledons showed a complete loss of bilateralmnsginy. Drastic
pas2defects are detectable in embryogenesis at thee $tege for the first time and are later
manifested mainly in shoot while root is only reled in its growth (Haberaat al 2002). A
striking feature opas2adult plants was the occurrence of spontaneousnfiietween organs
such as leaves, stems, flowers, or siliques (Bedteal 2002). pas3 like pasl mutant
displayed variable phenotypes such as one or ndedains. Seven days after germination,
this mutant has shorter primary root than in thiel\wpe and the othgras mutants, and also

show rare secondary roots (Faeteal 1998).

7 Leafy cotyledon (LEC) genes

ArabidopsisLeafy Cotyledor(LEC) genes are central regulators of embryogenesispthg
key roles in processes that occur during both tbgphogenesis and maturation phasésC
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genes are defined by mutations at three IbEIC1, LEC2 andFUSCA3(FUS3 that have
major effects on embryo development. All three mRiN&e been found to be expressed only
in embryos (Lotaret al. 1998; Nambarat al 2000; Baumbusclet al. 2004; Baumbusch
2006).LEC1 andLEC2 were shown to regulate the expression level ofthivd one,FUS3
during seed filling (Wanget al. 2007). On the other handEC genes are regulator factors
involved in oil accumulation during seed maturati@audet al. 2007; Wanget al. 2007).
During the morphogenesis phase, tHeC genes are required to maintain suspensor cell
identity. Inlec mutants, the suspensor whichArabidopsisnormally consists of a single file
of cells, undergoes abnormal cell divisions, resglin a structure that is several cell layers
wide. In some genotypes, the abnormal suspensadinaes to proliferate and gives rise to a
secondary embryo. Another early function of LHeC genes is the specification of cotyledon
identity. The adaxial surfaces ¢éc mutant cotyledons have trichomes, a leaf trait in
Arabidopsis and the anatomy of somlec mutant cotyledons is intermediate between
cotyledons and leaves. These observations sudussintthe absence of LEC gene activity
cotyledons are incompletely specified and revertigdly to leaf-like organ (Lotaret al
1998; Westet al. 1994; Harada 2001; Kwongt al. 2003; Leeet al 2003; Kagayeet al
2005). TheLEC1 gene encodes a transcription factor. mRNA accutmonlaesulting from
this gene starts from preglobular to cotyledon etag limited to seed development, and is
high during seed maturatiofsUS3 transcripts accumulation was observed during mid-
embryogenesis (West al. 1994; Lotanet al 1998; Baumbusclet al. 2004; Baumbusch
2006).LEC2 quickly and directly activates the expression eéd specific genes such 83
OLEOSIN(S3 andAT2S3 ALBUMINIn a second phase, it triggers the accumulatfaihe
three regulatory genes leading to another incredgbe level ofS3 and AT2S3mRNASs.
Interestingly, this induction led to the accumuatof seed specific triacylglycerols in leaves
(Mendozeet al 2005).

lec mutants of Arabidopsis are unable to distinguishwieen embryonic and vegetative
patterns of plant developmenéc mutations exhibit morphological characteristicelsas
altered cotyledon morphology, desiccation intoleearand occasional vivipary. Thes3
mutation in Arabidopsis affects several aspects of embryogenesis, progokinec-like
phenotype with ectopic trichomes, dessication @reodice and precocious germination
(Meinke 1992; Weset al 1994; Nambarat al 2000).
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8 Titan (TTN) genes

The TITAN (TTN) genes encode chromosome scaffold proteins ofctirelensing and
cohesion classes namedTRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMEMQ
proteins (condensins and cohesins) required foonshsome function at mitosis. They are
conserved in most prokaryotes and all eukaryotemmened and play essential roles in
networks that are responsible for sister chromabtiesion, chromosome condensation,
dosage compensation and recombination repair (Mlehet al 1997; Liebet al. 1998; Liuet

al. 2002; Tzafriret al. 2002; Liu and Makaroff 2006)SMC proteins perform essential
functions during embryo and endosperm developmént.least nine different genes
controlling titan phenotype have been identifi€édN genes played a direct role in either cell
cycle control or the structural mechanics of mego@iiu and Meinke 1998; Liet al 2002;
Tzafrir et al 2002).

Thetitan mutants of Arabidopsis exhibit striking defectsseed development. These mutants
are defective in karyokinesis and the definingudeats the presence of abnormal endosperm
with giant polyploid nuclei which is up to 100 tiswéarger than the wild-type, during early
stages of seed development. Embryo developmentastad shortly after fertilization in most
ttn mutants and in some cases is accompanied by dracaditienlargement. Mutant embryos
differ in cell size, morphology and viability, depéng on the locus involved (Liu and
Meinke 1998; McElveet al 2000; Liuet al. 2002; Tzafriret al 2002).

Liu and Meinke (1998) discussed thitigan mutants with related but distinct phenotypes in
Arabidopsis Chromosome condensation has been observedtitaalmutants, while mitotic
figures have only been seentitan3. Development ofitanl andtitan2 embryos is arrested at
the 1-2 cell stage, whereéitan3 can produce fertile homozygous mutant plants. fing
phenotype includes extraordinary enlargement ofemiurc the embryo and endosperm, similar
enlargement of cells in the arrested embryo, addraption of endosperm nuclear migration
to the chalazal end of the seed. Defectftng are limited to early embryonic lethality and
enlargement of endosperm nuclei. Embryo developnmettn3 is surprisingly normal but is
accompanied by the formation of giant endospermlenwEarly in development and the
appearance of aberrant mitotic figures with numercondensed chromosomes. Another
unique feature of thétn3 phenotype is cellularization of the mutant endospdate in
development.

Thettn4 mutant identified by Wu (1999) resembl#s2 in phenotype and appears to encode

plant-specific proteins of unknown function. Ttie5 mutant is most similar tttnl except
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that migration of endosperm nuclei is not disrugtddElveret al 2000). Thetn6 (Tzafrir et

al. 2002) embryo cells often appeared rounded amurghsized. Endosperm cellularization
was also disrupted. Defects visible at the heaayestof normal development included:
increased size and reduced number of endosperneiramdl nucleoli; and developmental
arrest of the embryo proper. Endosperm nucleargeaent was similar to that observed
with othertitans (Liu and Meinke 1998; McElvest al 2000). Embryo proper and endosperm
nucleolus size increases after the heart stageidber of small nucleoli with a diameter of 5
to 6 um were also found in the mutant endosperi,tlagir size remained constant between
the heart and cotyledon stages. This variabilitynutlear size within a single seed is a
common feature ditan mutants. Mosttn6 seeds at the heart stage contained between 20 and
50 endosperm nuclei. This number did not increaser lin development and remained far
below the number found in wild-type seeds. Thersfaendosperm nuclear division is
completed at about the same time in mutant and-tydd seeds (Tzafriet al 2002).TTN9
with atitan endosperm phenotype encoda®vel plant-specifiprotein of unknown function.
The ttn9 embryo, which contained at most four small celgs typicalof this class and
resembled the cohesitir(7 andttn8) knockouts. TTN9appears to be a single copy gene that
is expressed in siliques based on EST datadtial 2002; Tzafriret al 2002). The Table 2

summarizes some distinguishing features observethmmutant seeds.

9 Conclusion and prospects

Some major genes playing an important role in plamtbryogenesis were described.
Mutations in these genes affect normal developnoémilant embryos. After alignment of
MRNA coding sequences from each gene family inrnttuglel plant, DNA primers were
designed to target conserved domains of these gendsto identify related genomic
sequences inPhaseolus (results not shown).Expression of the genes involved in
embryogenesis was studied from mRNA extracted fitmaseoluvules. RT-PCR reactions
revealed several bands from all the described gevids the exception dKNOX genes; and
also showed different accumulation levels bTP gene during Phaseolus embryo

development.
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Table 2 Phenotypic variation observedAmabidopsistitan mutant seeds

Endosperm phenotype

Embryo phenotype

Mutants Nuclear size x?;rlzgcr)n Nuclear size Cell morphology Embryo viability References
. Giant (~ 60um, observed in . . Inviable small embryos with only one or
titan1 72.5% of seeds) Absent Giant Giant few large cells Liu and Meinke 1998
. . Inviable embryos composed of several
titan2 Giant Present Normal Aborted small cells Tzafrir et al 2002
titan3 Giant Present Normal Normal Viable

- - 5
titand Giant, observed in 75% of Tzafrir et al 2002

seeds of seeds observed
titan5 Giant (~ 23.5um) Present Giant, _can exceed McElveret al 2000
150um in diameter
. Giant, (~ 21um, observed in N :
titan6 77.20% of seeds) (~ 56.5um) Arrested at the preglobular/globutage Tzafriret al. 2002
. Giant, observed in 77% of
titan7 seeds
. Giant, observed in 88% of Liuetal 2002
titan8
seeds

i i 0,

titan9 Giant, observed in 73% of Tzafrir et al 2002

seeds

Wild-type seeds have 150 to 300 endosperm nucteeadevelopmental heart stage. Normal nucleokesisi4 pm in diameter. Normal embryo cell diamet& pum.
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In the following steps of our investigatioAhaseolusamplified fragments from RT-PCR will

be extracted from agarose and inserted into the2pCRector plasmid. Ligated fragments
will be sequenced with LICOR System (IR2, DNA Anady). BLASTN sequence homology
analyses will be performed by using the BLAST nekwvoGene sequences with high

homologies and unknown PPhaseoluwill be submitted to NCBI for registration.

On the other side, mutants deficient in seed dgweénmt were isolated from an ethyl methane
sulphonate (EMS)-induced mutant collection of commizean Phaseolus vulgariscv
BAT93) from the University of Geneva (Switzerlar{@ankhurset al. 2004). Seeds of these
mutants aborted within 15 to 25 days after anthddiese mutants will be used to study the
expression of embryogenesis genes described abhoRI WP CR and to isolate major genes
involved in seed development by Suppression Subtea¢iybridization (SSH) technique
(Diatchenkoet al 1996; Marendat al 2004). This method is based on the construction o
subtracted cDNA libraries that allow the identifica and isolation of differentially
expressed transcript. SSH will allow isolating eiint cDNAs between degenerated seeds of
mutants and normal seeds of wild type. Isolated ADMill be sequenced and analysed with
BLAST network service.

We mentioned that immature embryos from the cro$sepolyanthus(as female) xP.
vulgaris andP. coccineuqas female) ¥P. vulgaris aborted usually at the globular or early
heart-shaped developmental stages. SSH techniqléeaviused to isolate specific genes
involved in embryo abortion, and to analyze allsdguences of these genes in the different
collections ofP. vulgaris P. polyanthusand P. coccineusgenotypes. This type of analysis
will allow to understand better some gene disruptexcurring duringPhaseolushybrid
embryo development and device the most efficientswa overcome post-zygotic barriers in

this genus.
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Chapitre IV : Possibilité d’utilisation des mutations induites dans 'étude de

I'embryogenese chez le genréhaseolus

1 Introduction

L’étude de I'embryogenese dPhaseoluspar lidentification des genes essentiels au
développement normal de I'embryon permettrait diawme meilleure compréhension du
processus de I'embryogenése d'une part et du phé&meiavortement des embryons d’autre
part. Comme cela s’est fait chez des plantes med&evic, 1995 ; McElveet al, 2001 ;
Tzafrir et al, 2004 ; Vernoucket al, 2005), les mutations induites pourraient étréisées
chezPhaseolugpour identifier les génes majeurs intervenant densbryogeneése.

L'objet de ce chapitre est de montrer la posséititutiliser les mutations induites pour
I'étude de I'embryogenése chdézhaseolus Nous présentons d’abord une définition des
mutations induites et les caractéristiques desstyg®e mutations utilisées chez les plantes
modeles pour l'identification des génes de I'emismese. Ensuite, quelques cas d’études
réalisées chez deux plantes modélaspidopsis thaliangL.) Heyhn.(dicotylédone) eZea
maysL. (monocotylédone), sont présentés. Dans la éierpartie, nous montrons quelques
exemples d'utilisation des mutations induites cleeharicot commun et la possibilité de les

utiliser dans I'étude de I'embryogeneése.

2 RoOle des mutations induites dans I'étude de I'emmpogenese chez les plantes

modeéles

2-1 Les mutations induites

Les mutations induites sont provoquées par l'actitagents mutagenes afin de créer et
d’augmenter la variabilité au sein d’'une populati@iune facon générale, les mutations
entrainent des modifications dans n'importe quedigion de 'ADN. Ces modifications se
caractérisent soit par des gains ou des pertesribtidn. L'exploitation des mutants permet
de localiser et d'identifier des genes touchés eetddterminer leur fonction biologique
(Meunier, 2005).

Les agents mutagenes sont des produits chimiquésctaurs physiques et leurs actions sont

aléatoires puisque n'importe quelle partie du génonimporte quel gene peut subir une
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modification (Morére & Pujol, 2003). Il existe uspécificité des agents mutagenes dans la
mesure ou, pour un agent mutagene donné, certaamgements de séquence sont privilégiés
par rapport aux autres changements possibles. Liagenese peut se réaliser aussi par
insertion d’éléments étrangers (ADN-T ou transps}atans le génome d’un organisme, il
s’agit de la mutagenése insertionnelle (Parietoal, 2000 ; McElveet al, 2001).

La grande majorité des connaissances actuellesegmntt le programme génétique de
I'embryogenése des végetaux supérieurs proviefétdde de mutants. Des mutants affectant
le développement embryonnaire ont été identifiészcles plantes modelesrabidopsis
thaliana et Zea maysayant subi différents types de mutagenése (chieiopsertionnelle ou
physique) (Martienssen, 1998 ; Parinov, Sundare280 ; Lisch, 2002 ; Kamiyat al,
2003 ; van Enckevortt al, 2005 ; Tillet al, 2007). Les agents mutagenes les plus utilisés
sont I'Ethyl Méthyl Sulfonate (EMS) pour la mutagse chimique, 'ADN-T et les
transposons pour la mutagenése insertionnelle (Mckl al, 2001 ; Vernouckt al, 2005 ;
van Enckevortt al, 2005).

2-1-1 La mutagenese a 'lEMS

L’EMS est un agent mutagene qui induit des mutatipanctuelles dans n’importe quelle
région de '’ADN. Cette technique a l'avantage déttilisable sur tous les organismes, ne
nécessite pas d’introduction d’ADN étranger et miise les efforts nécessaires pour trouver
une mutation : une collection de 10000 plante&rabidopsis thalianaserait suffisante pour
identifier une mutation avec un seul couple d’amesr{Granie& Bauchez 2001). L'EMS qui

est un agent alkylant favorise les transitionsyge G/C—A/T. Pratiquement, les graines sont
trempées dans 20-100 mM d’EMS pendant 10 a 20 behikes sont ensuite rincées a I'eau
stérilisée et semées. Un tel traitement permettediob30 a 40% de graines qui germent et
donnent des plantes fertiles. Ce pourcentage astiém de I'espéce, de la concentration de
'EMS et de la durée d’incubation des graines déBblIS (Zhu et al, 1995 ; Koornneef
2002). Puisque chaque cellule de I'embryon estennt&pendamment des autres cellules, les
individus de premiére génération (M1) issus desnge mutagénisées sont des plantes
chimériques ; ils ont des parties de tissu mutéais pyoviennent d'une unique cellule
embryonnaire. En outre, chaque partie mutée eétdmigote pour n'importe quelle mutation.
Les mutations présentes dans les cellules germsisalat transmises a la deuxieme génération
(M2) par autofécondation et le criblage pour leesigbn de phénotypes d'intérét se fait au

niveau de celle-ci grace a la présence de mutation®zygotes (Henikof& Comai 2003).
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Suivant Caldwelkt al. (2004) une population de mutants EMS (généraletesrnpopulations
issues de mutagenése chimigue) permet a la foisanalyse de génétique directe (par le
criblage d’individus pour la recherche de phénosygéntérét) et une analyse de génétique
inverse (par la recherche de genes spécifiquessmaiésein de la population pour un
caractere donné). Comme méthode de génétique @varméthode du TILLING (Targeting
Induced Local Lesions IN Genomes) est utilisée padentification des genes mis en cause
chez les mutants EMS (McCallugt al, 2000). Cette méthode combine l'efficacité de la
mutagenese a 'EMS avec la possibilité de détecttea mésappariements créés par les
mutations, a la suite d’'une PCR. Les ADNs d'undectibn de plantes mutagénisées de
deuxieme génération sont regroupés par lots, aéplipar PCR a l'aide d’amorces
spécifigues des génes d’intérét qui sont marquéésramment. Les produits PCR sont
ensuite dénaturés par chauffage et refroidis petmettre la formation d’hétéroduplex entre
les amplicons ayant une mutation et ceux n’en camte pas. Les mésappariements des
hétéroduplex sont détectés par I'enzyme Cell qupeaspéecifiquement '’ADN a cet endroit
et entraine la création de fragments de tailleéddfite. Les produits de la digestion
enzymatique sont séparés sur gel de polyacryladédaturant. Le marquage des extrémites,
grace aux amorces fluorescentes utilisées lora &R, permet, outre la détermination de la
position du fragment dans le gel, son orientatlanposition de la mutation déterminera la
distance de migration des fragments sur un geedigphorese (Greerat al, 2003 ; Till et

al., 2007 ; Coopeet al, 2008).

2-1-2 La mutagenese insertionnelle

La mutagenése insertionnelle correspond a l'inion d'un géne par l'insertion au hasard
au sein ou a proximité de celui-ci d’'un fragmenABIN. Elle peut-étre obtenue par la
manipulation d’éléments mobiles (transposons) ou lpatransformation de plantes par
Agrobacterium tumefaciengui intégre une partie (ADN de transfert ou ADN-d¢ son
plasmide infectieux Ti (tumour inducing) dans lengée de la plante héte (Pereira, 2000 ;
Caboche, 2006). Les transposons sont des élémeiddNdqui peuvent se déplacer d'un
endroit & un autre sur un méme brin d'ADN ou suawtne brin. Pour faire de la transposition,
un transposon a besoin d'enzymes spéciales tellesntégrase ou une transposase. C'est
habituellement le transposon lui-méme qui code pesrprotéines. Les transposons ont été
les premiers agents insertionnels mutagénes stitikéz le mais puis chez les autres espéces.

La haute fréquence de réversion de la mutatiorequiésulte permet de confirmer gu’elle est

46



induite par le transposon. L’ADN-T a été utilisérome mutagéne dés la fin des années 80
(Feldmann& Marks, 1987 ; Bechtuldet al, 1993). CheArabidopsis qui ne possede pas de
transposons endogénes ayant une activité permetaaire de la mutagenese insertionnelle,
’ADN-T a été utilisé préféerentiellement aux transpns (Granie& Bauchez 2001). Les seuls
éléments nécessaires pour le transfert sont désitiéps de 24 paires de bases, les séquences
bordures, qui délimitent la région a transférer. des avantages majeurs des mutants
d’insertion, est la possibilité de repérer le garterrompu dans la mesure ou '’ADN inséré
est connu. On parle de gene étiqueté. La génétitperse a grande échelle a ainsi pu se
développer grace a l'utilisation de la techniqueRP@qli permet de détecter un événement
d’insertion dans des lots d’ADN a l'aide d’'une ac®rispécifique du gene d'intérét d'une
part, et d'une amorce spécifique de I'élément @rtien d’autre part (Granie& Bauchez
2001).

2-2 Les mutants embryons cheArabidopsis thaliana

Chez Arabidopsis plusieurs mutants affectés au niveau de différeénénements de
I'embryogenése ont été isolés par mutagenése amndd EMS (Lukowitzet al, 2004), par
insertion d’ADN-T (Devicet al, 1996, McElveret al, 2001) ou par transposon tagging
(étiquetage par transposon) (Altmaeinal, 1995 ; Kuromoriet al, 2004). Deux stratégies
complémentaires, basées sur le criblage phénotyaigusiliques immatures (Meinke, 1985)
et de plantules en germination (Jurgensal, 1991), ont été employées afin d'isoler des
mutants altérés au niveau de la phase d'embryogemésoce. En fonction des données
issues de ces deux approches de mutagenése, ritgferestimations du nombre de génes
essentiels au développement de la graine ont i&tétwées. McElveet al. (2001) et Tzafriet

al. (2003) ont analysé un grand nombre de mutantsyembdétaux cheArabidopsis lls ont
estimé qu’environ 750 genes étaient indispensaimas coordonner les différents aspects du
développement embryonnaire. Dans une autre étugddiffet al. (2004) ont montré que les
mutations au niveau de 250 de ces genes entraflesnphénotypes embryon-létaux chez
Arabidopsis Récemment, le nombre de génes responsables datmembryon-létaux a été
estimé a un peu plus de 550. Plus de 88% de ceantausont issus de la mutagenése
insertionnelle (principalement avec du T-DNA) eéprde 10% sont issus de la mutagenése

chimique a 'EMS (Sourcewww.seedgenes.orgonsulté en octobre 2008).
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Les anomalies répertoriées chez les embryons nsutonit de trois types selon gu’elles
touchent la polarité apico-basale, I'organisatiadiale ou les étapes post-embryonnaires
(Ducreux, 2002).

L'axe apico-basal, qui constitue l'axe principal aeissance des racines et des pousses
végétatives apres la germination, est le plus peéécs’établir, les premiers signes de polarité
selon cet axe étant observables dés la premieigativdu zygote. Les altérations de cet axe
donnent des plantules incompletes. Chez les mugamks, la partie supérieure de la plantule
est affectée ; les mutants étant réduits a I'hypdeoet a la racine sans cotylédons ni
méristéme apical. Chez les mutamtsnopterosa l'inverse, la plantule n'a pas d’hypocotyle,
ni de racines, mais le sommet de la plantule esnalo Tout cela est di a des divisions
anormales des cellules centrales. Les mutations leéagene FACKEL affectent I’hypocotyle
et donnent une plantule ayant les cotylédons tadtaa la racine. Les mutations dans le géne
GNOM (EMB30) provoquent la disparition des paragscale et basale de 'embryon (Jatg
al., 2000 ; Weijerst al, 2005).

Le patron radial de I'embryon est composé de 84disge base : le protoderme (précurseur de
I'épiderme), le parenchyme et le tissu vasculais.altérations de I'organisation radiale sont
des mutations qui affectent la distribution etdanisation des trois tissus cités ci-dessus. La
mutation du géne KNOLLE, par exemple, donne un gorbde forme mal définie, dont la
disposition des tissus est profondément perturli¥sns le cas du gene KEULE, les
cotylédons sont réduits et la couche superficiesteirréguliére, ce qui indigue des anomalies
de constitution de la couche épidermique (Sandedal, 2000 ; Assaadt al, 2001).

Pour les anomalies post-embryonnaires, les genAFYECOTYLEDON ou FUSCA sont en
particulier impliqués dans les processus de miseésearve et d’entrée en dormance, donc

dans la maturation de 'embryon (Kwoagal, 2003 ; Kagayat al, 2005).

2-3 Les mutants embryons cheZea mays

Chez le mais, les mutants du développement embay@nront été obtenus soit par
mutagenese a I'EMS, soit par mutagenese de traitispoflisch, 2002 ; Tillet al, 2004 ;
Vernoudet al, 2005). Deux classes de mutants ont été iderdifiées mutantdek(defective
kernel : grain altéré) (Neuffe& Sheridan 1980 ; Scanlomt al, 1994) altérés simultanément
au niveau de I'embryon et de l'albumen, et les msiamb (embryonic defective) pour

lesquels seul I'embryon est affecté. Parmi cesielsines mutations concernent soit la mise
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en place du patron embryonnaire, soit la croissaedlelaire ou le métabolisme (Clark &
Sheridan, 1991).

2-3-1 Les mutantsdek

Les mutationsdek sont récessives et constituent la majeure parés nohutants du
développement embryonnaire. Dans le cas des musatek ou I'albumen et 'embryon sont
affectés, 'embryon peut étre non viable ou donmer plantule anormale via I'embryoculture.
Des études menées sur environ 200 mutales ont montré que : les mutatiordek
surviennent sur au moins 17 des 20 chromosomesaik! ;itiembryon est généralement plus
affecté que l'albumen ; la croissance de la majodiés embryons mutants est bloquée au
stade cotylédonaire ou aprées ce stade ; plus oheitéé des embryons peuvent étre sauvés en
culturein vitro (Scanloret al, 1994 ; Vernouet al, 2005).

Les mutantempty pericarplemp appartiennent a la classe des mutaetset représentent
environ 10% des mutanttek Chez les mutantemp les graines sont caractérisées par un
volume trés réduit de I'albumen, qui n’est visiblge 12 jours aprés pollinisation (JAP) ; ces
graines sont dépourvues de péricarpe. Une étuttddgmue révele un développement partiel
des domaines de l'albumen et les embryons senfbéémés dans leur croissance, tandis que
leur morphogenese n’'est pas affectée (Dol&hial, 2007). Chez le mutarémp2 les
embryons avortent aprés le stade coléoptilairer bpex est dépourvu de la forme typique
tunica-corpus et donc incapable de former la premfiéuille (Scanloret al, 1997 ; Fuet al,
2002). Le séquencage du gene EMP2 montre qu’il gmie une protéine ayant une forte
homologie avec la protéine Heat Shock Binding Pmo(€ISBP1), qui est un régulateur
négatif de la réponse au choc thermique chez ls (faiet al, 2002). Les mutantesmp2
sont donc issus d’une insertion dans le géne caaaunt la protéine HSBP1. La cultuire
vitro des embryongmp2a 12, 14, 16, 18 et 20 JAP n'a pas permis la argéan de
plantules, indiquant que l'avortement des embryohez les mutants n'est pas dd a une
carence nutritionnelle (Scanlebal, 1997 ; Fuet al, 2002).

Les mutantdongcell sont aussi des mutardek L’'albumen est aussi réduit en volume, mais
les embryons avortent au stade coléoptilaire jeleue,morphogenése est tres affectée et leur
apex n'est pas formé. Les cellules chez les emBrigmmycell sont tubulaires, anormalement
grandes et l'accumulation des molécules de réseste réduite. Les genes qui sont

normalement exprimés seulement aprés la germinatglaxpriment au cours du
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développement de la graine chez les mutiamigcell Comme les mutantsmp2 la culturein
vitro des embryonkbngcellne permet pas de régénérer des plantules (Battada2006).

2-3-2 les mutantsemb

Chez les mutantemb chez qui seulement 'embryon est affecté, I'adét croissance de
'embryon peut se produire lors de chacune des dgmnpériodes du développement
embryonnaire du mais (Vernoed al, 2005) et les mutants ont été répartis en trasipgs
(Clark & Sheridan 1991 ; Ma& Dooner, 2004). Chez un premier groupe, les embryons
s’arrétent de croitre pendant les premiers stgoleeihbryo a transition, entre 3 et 6 JAP).
Chez un deuxieme groupe, la croissance des embmsinbloquée au cours des étapes
intermédiaires du développement embryonnaire (@destoléoptilaire au stade cotylédonaire,
entre 7 et 12 JAP). Chez le troisieme groupe deamtsiemhb la croissance des embryons
s’arréte au dela du stade cotylédonaire.

Chez les mutantemb8516 les anomalies apparaissent au niveau de I'embdgsnle stade
transition (6 JAP). Les jeunes embryons mutantd saractérisés par des protubérances
(semblables a des embryons) a l'extrémité du ssspen aboutissant finalement a des
structures de forme irréguliere et de taille vdgali'absence d'un cotylédon ou d’'un
coléoptile ttmoigne de I'absence de morphogendsxtéémité supérieure de I'embryon. La
caractérisation du géne mis en cause montre gode @our une protéine ayant une forte
homologie avec la protéine L35 de la grande soig-ues ribosomes plastidiaux. Cette
protéine est codée par le gene ZmPRPL35-1 du rikdskél et al, 1999 ; Ma& Dooner,
2004 ; Magnarcet al, 2004). Les mutantsmb8516seraient donc issus d’'une mutation dans
le géne ZmMPRPL35-1.

Chez les mutantsmb*-7191-1 emb*-7182et emb*-7192 les embryons sont caractérisés par
une absence de morphogenése associée a des diviglthmaires anarchiques. L'arrét de
croissance des embryons est di a une prolifératiormale du suspenseur. Les embryons ont
été extraits chez ces mutants et mis en culturausunilieu MS. Chez les mutants emb*-
7191-1 dont les embryons sont mis en culture 12, &&Rains embryons forment une racine
primaire normale, mais I'apex n’est pas produdndis que d’autres embryons forment des
plantules albinos. La croissance et le développémes mutants sont tres lents, comparés a
ceux des plantules normales. Apres 15 jours dereutft vitro, pendant que le coléoptile et la
premiére feuille sont différentiés chez ces mutdets plantules normales ont atteint le stade
deux feuilles. Les embryons des mutagmtsb*-7182ne peuvent étre cultivés que 14 JAP et

50



75% de ces embryons germent et donnent des plardibenos fréles. Leur croissance est
également retardée comparée a celle des plantotesales aprés 10 jours de culture. Enfin
les embryons mutantemb*-7192 mis en culture 12 JAP germent tous et les plastul
atteignent 10 cm de hauteur apres 20 jours dereulbalgré leur croissante lente, comparée a
celle des plantules normales (Conscetral, 2003).

Ces exemples de mutanénb du mais mis en culture montrent que l'avortemeses d
embryons chez ces derniers est di en partie aéfieeedce nutritionnelle puisqu’une partie
de ces embryons se développent en plantules \galtare in vitro. En outre, les plantules
régénérées montrent que les mutatiembsont fréquemment associées a l'albinisme et a un
retard de croissance ; cela est peut étre lié gexXades embryonsmb qui est soit non

fonctionnel ou incapable de produire un apparedtpsynthétique efficace.

3 Application des mutations induites au haricot cormun

Chez le haricot commun, les mutations induites adilisées avec succes soit dans la
recherche de variétés performantes au niveau diemeent et de la résistance et/ou de la
tolérance aux contraintes biotiques et abiotiquast;dans I'étude de processus biologiques
tels que la nodulation, la floraison, les mécansnde résistance aux maladies et aux
ravageurs, 'embryogeneése, etc. (Maluszymskil, 2000 ; Park & Buttery, 2006).

En raison de la difficulté de mettre au point umtpcole de transformation du haricot
commun et donc l'impossibilité de développer detrimues de mutagenése insertionnelle
par transposon ou ADN-T, la mutagenése chimiquENLS a été la plus fructueuse pour les
expériences meneées dans différents laboratoireagPral. 1988 ; Gautanet al. 1998 ; Park

& Buttery, 2006 ; Pankhurgt al. 2004 ; Brink & Belay, 2006). Le processus biolagige
plus étudié a travers ces mutations induites ahémticot commun est la nodulation. En effet
plusieurs mutants de ce processus ont été isdléasf des mutants qui ne forment pas de
nodules, a ceux dont les nodules ne sont pas tomals et donc incapables de fixer 'azote
atmosphérique (Pedalirat al, 1992 ; Pankhurgdt al, 2004 ; Park & Buttery, 2006).

Un projet de TILLING a été initié cheR. vulgarissur la base de la mutagenese a 'EMS ;
c’est une collaboration entre I'Université de Gan€Suisse) et les structures de recherche de
'USDA/ARS/TARS (United States Departement of Agiicre / Agricultural Research
Service / Tropical Agriculture Research Stationyi&igtiez, Puerto Rico), et du CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical, Cali, Colomp Le génotype BAT93 d’origine

mésoameéricaine et résistant a plusieurs maladiesi@Btonet al, 2003) a servi de matériel
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biologique. Sur la base des études menées chgedtekotus japonicusL. (Perryet al,
2003), il faudrait environ 5000 lignées ou famil{e®st-a-dire un ensemble de plantes issues
d’'une plante de premiére génération M1 obtenuesaprétagénese des graines) mutantes
pour arriver a la saturation du génome de BAT9Z d@enutagenese a 'EMS. A ce jour prés
de 1500 familles M2 ont été produites ; apres amatle 348 familles M2, 10% des mutants
étaient déficients dans la formation des nodulep{§et al, 2008).

Une autre étude a été menée sur une partie deldgbion de plantes de BAT93 issues de la
mutagenese. Ce travail est le fruit d’'une collaboreentre I'Unité de Phytotechnie Tropicale
et d’Horticulture de la Faculté Universitaire dasefces Agronomiques de Gembloux, et le
Laboratoire de Biologie Moléculaire des Planteséigpres de I'Université de Genéve. Cette
étude avait pour objet de sélectionner des plaméisientes dans la formation de graines
matures, afin d’'isoler des embryons qui avortem@inala maturité. Sur un total de 365 plantes
M2 issues de 60 familles, deux plantes d’'une mémnelle (522) ont présenté cette anomalie
recherchée : leurs embryons n’arrivent pas a ntétuties phénotypes présentés par les
embryons sont les mémes chez les deux plantesaritsde petite taille, possedent souvent un
cotylédon surnuméraire ou des cotylédons fusioehés suspenseur qui présente parfois des
protubérances, aboutissant a un avortement systgraatSiluéet al, 2006). Les plantes
d’intéréts sont actuellement utilisées a I'Unitélaé-aculté de Gembloux pour les études sur

I'embryogenese et les génes impliqués dans le dgpeient normal de 'embryon.

4 Conclusions

La mutagenése induite est utilisée chez plusiespsaes végétales pour I'étude de processus
biologiques tels que la formation des nodules,iXatibn de I'azote atmosphérique par les
nodules, et I'embryogenése. Chez les plantes madébbidopsis thalianaet Zea maysla
mutagenese insertionnelle (ADN-T ou transposora ehutagenése chimique a 'EMS sont
les techniqgues de mutagenése les plus utilisées tatude de I'embryogenese. Ces
techniques couplées a la génétique directe etrétiggie inverse ont permis d’identifier de
nombreux genes indispensables au bon déroulemelierdbryogenése chez les plantes.
Trois types de mutants embryonnaires ont été mpest chezA. thaliana: les mutants
affectés dans la polarité apico-basale, ceux dargahisation radiale et les mutants affectés
dans les événements post-embryonnaires. Zhemayspar contre deux classes de mutants
ont été identifiés : les mutantek altérés au niveau de I'embryon et de l'albumereset

mutantsembpour lesquels seul I'embryon est affectée.
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Chez Phaseolus vulgarisla mutagenese a 'EMS a permis la constitutionndmbreuses
populations de plantes mutagénisées. Suite a crttagenese sur des graines du génotype
BATO93 deP. vulgaris des plantes de deuxiéme génération M2 déficietdas la formation

de graines matures ont été isolées. Les grainesraent normalement. Mais au cours de leur
développement, on constate une dégénérescenceessivg qui aboutit finalement a
I'avortement de ces graines avant la maturité.

Nous pouvons donc dire que la mutagenése a 'EMSuredon outil pour I'induction de
mutation dans les génomes des organismes vivantimma@ge des autres especés thaliang

Z. mays L. japonicus etc.) chez qui la mutagenese a 'EMS est utiliagec succés dans
I'étude de I'embryogenese, cette méthode peutepioitée dans la mise en évidence des

genes importants pour le développement normaleseldiyon chePhaseolus
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EXPERIMENTATIONS



Objectifs des essais

Comme nous I'avons mentionné précédemment, natvaitrs’incrit dans le cadre général de
'étude de I'embryogeneése chez le gerfPbaseoluset s'intéresse particulierement a
I'identification et a la caractérisation des genlEs nécessaires au développement normal de
'embryon. En d'autres termes, l'objectif principale notre travail est d'isoler et de
caractériser des transcrits differemment exprinm@z ¢es embryons en voie d’avortement par
rapport aux embryons normaux afin de mettre eneénid des génes importants et nécessaires
au déroulement normal de I'embryogenése. Poumdtiicet objectif, nous devons disposer
d’embryons en cours de dégénérescence. L'obtedgdels embryons peut se faire a travers
les hybridations interspécifiques ou encore pdiliBation des mutations induites. Ainsi, les
objectifs spécifiques sont d’une part d’isoler etahractériser des embryonsRlgseolusen
cours d'avortement ; et d’autre part de mettre\adedice des ADNc différemment exprimés
chez ces embryons en cours de dégénérescencenba@dravail, pour l'identification des
genes indispensables au déroulement normal de Remgbnése déhaseolus nous avons
utilisé deux sources d’embryons en voie d’avortemeles uns issus des hybridations
interspécifiques entre le génotype NI16 de I'espg&oeoccineusitilisé comme parent femelle
et le génotype NI637 de. vulgarisutilisé comme parent male ; et les autres issyslatges
provenant de la mutagenéese induite a I'Ethyl MétBylfonate (EMS) appliquée sur le
génotype BAT93 d®. vulgaris

Cette partie expérimentale comporte trois essais.

Dans le premier essai, nous rendons compte dal@sl résultats des hybridations
interspécifiques réalisés entre différents génaygePhaseolusDes embryons hybrides en
cours d’avortement ont été isolés et caractérisgénpservation au binoculaire ; les plantes
hybrides interspécifiques obtenues ont égalemeénta&tactérisées morphologiquement et a
I'aide d’un marqueur microsatellite. Ensuite, nquésentons les résultats du séquencage de
fragments d’ADN differemment exprimés dans des mgmien voie d’avortement issues
d’hybridations interspécifiques par rapport a desngs normales issues d’autofécondation.
Le deuxieme essai concerne l'identification etdeactérisation des plantes qui produisent des
graines avortant avant la maturité suite a la martage chimique a 'EMS. Une étude
histologique comparative du développement des eonisrge ces plantes d’intérét issues de la
mutagenese par rapport aux embryons normaux duirtéanminel BAT93 a été d’abord

réalisée. Des croisements ont été effectués esdrplantes d'intérét et les plantes normales
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afin d’étudier le déterminisme génétique de ceftgéthérescence embryonnaire par I'analyse
de la descendance F2.

Le troisieme essai concerne la caractérisation cutdée de ces plantes d’intérét issues de la
mutagenese, par lidentification de fragments deegédifféremment exprimés dans les

graines en voie d’avortement. Le séquencage déragsents et leur comparaison dans les
banques de génes ont donné un apercu de leurt@ente leur fonction.
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Chapitre V : Hybridations interspécifiques entre I'espéce récurrenteP.
vulgaris utilisée comme parent male et les especés coccineuset P.
polyanthus: caractérisation des hybrides interspécifiques etdentification
d’ADNc differemment exprimés dans les graines hybdes en voie

d’avortement

1 Introduction

L'utilisation des hybridations interspécifigues dafe genrePhaseolusa pour but de
transférer les génes de résistance et de toléenceontraintes biotiques et abiotiques chez
I'espece récurrentB. vulgarischez qui ces genes sont absents ou faiblemeninegrLes
travaux d’hybridation que nous avons menés pouestiisteux objectifs :

- identifier des génotypes parentaux compatibles pprmettent un développement des
embryons hybrides jusqu’au stade cordiforme au mlmirs des croisements interspécifiques.
Cette situation correspond a des embryon®lueseolusigés de 8 jours. Les embryons qui
ont atteint le stade cordiforme se prétent plusldaent a la culturen vitro et a la
régénération de plantes (Camarena & Baudoin, 19&8tomteet al, 1998 ; Geert®t al,
2002) ;

- isoler des transcrits différemment exprimés cldes graines issues des hybridations
interspécifiques et en cours de dégénérescence.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons d’abatisé&des hybridations interspécifiques entre
différents génotypes de l'espece récurreRtevulgaris et ceux des deux autres especes
donneuse®. coccineuset P. polyanthusSuite a ces hybridations entre différents géregyp
nous avons poursuivi les travaux avec le génotyiié NeP. coccineu®t le génotype NI637
de P. vulgaris Nous avons ensuite isolé des ADNc differemmenptrienés dans des graines
issues du croisement NI16 x NI637 et en cours ditaweent, par comparaison a des graines
normales issues de l'autofécondation du génotypeeife NI16 qui a servi de témoin. Cette
caractérisation est effectuée a I'aide des teclaesigie I'Hybridation Soustractive Suppressive
(SSH) et du Dot Blot.

56



2 Matériel et méthodes

2-1 Matériel végétal et conditions de culture

L’origine et le type biologique des génotypes dsepéeesP. vulgaris L., P. polyanthus
Greenm. efP. coccineud.. utilisés sont donnés dans le tableau 3. Cdérdiits génotypes
ont été retenus pour plusieurs critéeres tels qabohdance de la floraison, le bon
comportement au cours des hybridations interspgmg lors des travaux antérieurs (délai
d’avortement post zygotique relativement long)wetaut une résistance des génotypefde
polyanthuset P. coccineusa diverses maladies destructrices du haricot camawulgaris
(Camarena, 1988 ; Baudashal, 1992 ; Lecomte, 1997 ; Geerts, 2001).

Pour permettre une germination plus rapide, lesesers sont d’abord scarifiées et mises en
pré-germination dans des boites de Pétri, a I'aftécdans une enceinte climatisée ou la
température constante est de 26°C. Lorsque la gatimn est effective, a I'apparition de la
gemmule et de quelques racines, les semences s®BY dans des pots contenant du terreau
et disposées soit dans des chambres de cultutejasw des serres. Le substrat est composé
de 80% de terreau, de 15% de tourbe, de 5% de dabRhin et de 5 a 6 g d’engrais
organique. Lorsque les plantules se sont normaledé&mrloppées, c’est-a-dire avec présence
du systéme racinaire et apparition des premierghdg, elles sont transférées dans de grands
sachets en polyéthyléne (3 L) contenant le mémstailyjue les pots et mises en chambres
de cultures ou dans les serres.

Les conditions climatiques dans les chambres dereusont les suivantes : une température
jour/nuit de 24/20°C, une humidité relative d’ewir75%, une photopériode jour/nuit de
12h/12h et une intensité lumineuse d’environ 17®bmi>.s*. Cette mesure est effectuée a
60 cm de la vitre séparant les plantes des lamgel0d Watt. Dans les serres les
expérimentations ont été menées entre les moisegee®@bre et d’Avril des années 2003,
2004 et 2005 ou les températures moyennes joudtaignt de 21/16,5°C avec une humidité
relative moyenne d’environ 80%. Un apport mensuelsdlution nutritive (Otoul & Le
Marchand, 1974 ; Traoré, 1980) est effectué a rpdui deuxieme mois aprés les semis
(Tableau 4).
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Tableau 3Matériel végétal utilisé et origine

Especes Génotypes Origine Type biologique
NI 637 Brésil Cultivé
Phaseolus vulgarit. BAT 93 Colombie Cultivé
G 21245 Pérou Sauvage
NI 622 Pérou Sauvage
NI 16 Rwanda Cultivé
Phaseolus coccineus NI 889 Mexique Sauvage
NI 1111 Guatemala Sauvage
G 35348 Mexique Cultivé
Phaseolus polyanthuSreenm. NI 1015 Guatemala Cultivé
NI 1123 Guatemala Sauvage

NI : numéros d’introduction de la collection du diarBotanique National de Belgique (BE-1860 Meisg)et
BAT : numéros d'introduction de la collection du/dl

Tableau 4Composition de la solution nutritive apportée alanfes

Macroéléments (10 L /100 L)

Ca(NG),.4H,0 89,9 ¢
MgSQ,.7H,0O 59,0 ¢
KZSO4 18,3 g
KNO3 394 ¢
KH,.PO, 199 ¢
K2HPO4 1,2 g
Microéléments (100 mL /100 L)
MnCl,.4H,0 15 g
ZnSQ.7H,0 10 g
HsBOs; 10 g
CuSQ.5H,0 2 g
Fer (100mL /100 L)
FeSQ.7H,O 35 g

2-2 Hybridations interspécifiques

Pour les hybridations, les fleurs des plantes éestypes utilisés comme parents femeles,
polyanthuset P. coccineussont sélectionnées et castrées un jour avanthBaet a I'aide
d’'une pince. La castration des fleurs femelles istasl’abord a enlever la caréne qui entoure
le stigmate et les étamines. Ensuite, les étamsoes €liminées et enfin, la surface du
stigmate est nettoyée a l'aide d’'un pinceau. Ldimpshtion s’effectue le méme jour ou le
lendemain avec les fleurs du parent male prélel@geur de l'anthése. La méthode de
pollinisation consiste a prélever la caréne déelarfdu parent méle, dont le style est retiré. La

poche contenant les anthéres déhiscentes estudilisée pour recouvrir le stigmate de la
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fleur castrée du parent femelle. De cette faconesirsdr de la présence de pollen du parent
male, et surtout du maintien de I'humidité pendastpremiers jours aprés la pollinisation.
Avant et aprés chaque opération de castrationinizepet la brosse sont plongées dans une
solution d’éthanol afin d’éviter les contaminatiom® pollen non désiré. Apres les
hybridations, les gousses sont suivies pendant deaissance et celles qui tombent sont
comptabilisées. Les taux d’avortement des gousessddférents génotypes femelles sont

compares entre eux au moyen du test chi 2 de campardes proportions (Dagnelie, 2006).

2-3 Caractérisation des hybrides interspécifiques

Quelques embryons en voie d’avortement issus désidayions interspécifiques ont éte
extraits et observés a la loupe binoculaire afidéerminer les différentes anomalies qui les
différencient des embryons issus d’autofécondadies génotypes maternels. Les graines de
certaines gousses supposées hybrides (celles ebtanwours des deux premiéres années de
travail, 2003 et 2004) ont été semées pour veritmbridité des plantes produites par ces
graines. Il s’agit de graines provenant des crogsem NI889 x (G21245 (2 graines),
NI1111 x G21245 (1 graine) et G35348 x G21245 @rgs). Les observations ont porté sur
des caracteres présentant des différences entdelesparents hybridés, a savoir la couleur
des fleurs et des graines ainsi que la taille demes. Les moyennes des tailles des graines
sont comparées entre elles, deux a deux, a l'aidest de I'écart réduit (a 30) au risque de
5% ou la valeur attendue pour un degré de libeidd e 1 est de 1,96 (Dagnelie, 2006).

La caractérisation de ces plantes s’est faite @aussioyen d’'un marqueur microsatellite. Pour
ce faire, nous avons extrait 'TADN des plantes sigg@ies hybrides et celui des parents
respectifs & partir de jeunes feuilles suivantrigtiqrole général d’extraction de 'ADN des
tissus des plantes (Aldrich & Cullis, 1993 ; Ouédya 2003). Pour I'amplification des
ADNSs, les amorces du marqueur microsatellite BM{Bfbite : CGCGGTTCTGATCGTG-
ACTTC, Gauche : CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG) du CIAT (Gm-Soliset al, 2002)

ont été utilisées. Le mélange réactionnel conte2taimg d’ADN, un tampon d’amplification
concentré 1X, 0,1 uM d’amorces, 0,25 mM de dNTRES,U deTaq DNA polymérase. Le
programme d’amplification est le suivant : 3 mi®4fC, 35 cycles de 15 s a 94°C, 15 s a
55°C, 15 s a 72°C et une extension finale de 5anf2°C. Les produits d’amplification ont
étée dénaturés 5 min a 90°C en présence d'une mé&metitg de solution stop (10 mM
d’hydroxyde de sodium, 95% de formamide, 0,05% & lWle bromophénol, 0,05% de
xylene cianol) et chargés dans un gel de polyaeriga 6%. Apres migration d’1h & 1h30, le
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gel est fixé dans une solution fix-stop (10% d’éthlaabsolu, 0,5% d’acide acétique) pendant
7 min. Le gel est ensuite traité dans une solu®mroloration (0,1% nitrate d’argent, 0,15%
formamide) pendant 5 min et rincé dans de I'eawrdgée pendant quelques secondes. Les
bandes générées par les amorces sont enfin réevddé@ssune solution de développement
(1,5% NaOH, 0,2% formamide) (Ouédraogo, 2003).

2-4 Extraction des ARNSs et synthése des ADN complémiaires

Afin d'isoler des génes differemment exprimés ddes graines hybrides en voie
d’avortement, les ARNs ont été extraits de graiasses du croisement NI16 x NI637 agees
de 20 jours et montrant des signes d’avortementeegraines du génotype maternel NI16
ayant le méme age. Plusieurs protocoles ont étéste$extraction faite a partir du Trizol ;
I'extraction faite avec le kit « RNeasy Plant MKit » de QIAGEN et le protocole de Bugos
et al. (1995). Les deux premiers protocoles n’ont pamdate résultats satisfaisants. Apres
quelques modifications apportées au protocole dgoBet al. (1995), les ARNs obtenus
étaient d’'une bonne qualité. Le tampon d’extractomposé de 100 mM de Tris-HCI pH 8,
20 mM de EDTA pH 8, 0,5 M de NaCl, 0,5 % de SDS%1de B-Mercaptoéthanol, a été
chauffé a 65°C et 745 pl ont été ajoutés a 100 engrdines broyées dans de 'azote liquide.
Ensuite 150 ul de phénol ont été ajoutés au mélgugest vortexé pendant 2 min et incubé a
65°C pendant 10 min. On ajoute au mélange 450 ghlteoforme, suivi d’'une incubation de
15 min dans la glace. Le surnageant purifié patrifegation a 9000 g a 4°C pendant 10 min,
a éete divisé dans deux tubes. La précipitationAd®iNs s’est faite avec 1,5V de LiCl 4 M, les
tubes ont été ensuite mis dans la glace et incabéshambre froide pendant 3 heures. Le
culot obtenu aprés centrifugation a 14000 g a 4éa@dpnt 15 min a été dissout dans 250 ul
d’eau distillée stérile traitée au Diethyl Pyrocawmhte (DEPC, dpD). A cette étape, le
traitement contre les contaminations d’ADN est @fié en ajoutant une unité de DNAse |
RNAse-free et 1/10 de volume de tampon DNAse | eatré 10X (200 mM de Tris-HCI pH
8,4, 500 mM de KCI, 20 mM de Mgg! Le mélange est ensuite laissé a température
ambiante pendant 15 min, et purifié une fois aunph&t deux fois au chloroforme. Les
ARNSs sont ensuite précipités avec du 1/10 de voldedlaAc 3 M et 3 V d’éthanol absolu.
Les échantillons sont ensuite incubés toute uneant80°C et précipités par centrifugation a
12000 g a 4°C pendant 30 min. Le culot obtenu @& lavec 700 ul d'éthanol 70 % et
resuspendu dans 50-70 pul de,@HLes ARNs d'un méme échantillon sont repris dans
seul tube et conservés a -80°C.
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Les doubles brins d’ADNc ont été synthétisés efisatit le kit « SuperScript™ Double-
Stranded » d’Invitrogen au départ de 10 pg d’ARNeet suivant les instructions du

manufacturier.

2-5 Hybridation Soustractive Suppressive (SSH)

Le protocole de SSH utilisé a été adapté de ceuRidechenkoet al. (1996) et Liet al
(2002) et le principe de cette technique est démitparagraphe 1 du chapitre Il. Les
oligonucléotiques utilisés pour la synthese deptataurs sont repris dans le tableau 5. Les
échantillons issus du croisement NI16xNI637 soilisas comme « tester » et ceux issus du
parent maternel NI16 comme « driver », c.-a-d. i@mbDeux microgrammes des ADNc des
deux échantillons sont d’abord digérés avec 15arie I'enzyme Rsal dans un volume total
de 50 ul a 37°C pendant 3 heures. L'enzyme estitensactivée a 60°C pendant 2 min.
Deux échantillons d’ADNc « tester » sont liés awagtateurs 1 et 2 dans deux tubes
différents contenant chacun 120 ng d’ADNCc, 2 pMddjatateur, 1 U de T4 DNA ligase dans
un volume total de 10 ul, toute une nuit a 16°Gnzyme est inactivée par ajout de 1 ul
d’EDTA 0,2 M et une incubation a 70°C pendant 5 .nides aliquots (1,5 pl) de chaque
« tester » lié & un adaptateur sont mélangées a@g@de « driver » dénaturés ainsi que 2 pl du
tampon d’hybridation concentré 5X (250 mM d’'Hepét& 2,5 M de NaCl, 1 mM d’EDTA)
dans un volume total de 10 pl. Apres une courtabation de 1,5 min a 98°C, les tubes sont
placés a 63°C pendant 1h30 pour une premiére hatmid Les contenus des deux tubes sont
alors mélangés en présence de 300 ng d’ADNc «msivéenaturés, de 3 pl du tampon
d’hybridation concentré 1X et incubés toute und aus3°C pour une deuxieme hybridation.
L’ADNc soustrait est ensuite amplifié par deux P§IRcessives dans un volume de 25 pl. Le
mélange réactionnel de la premiére PCR contientl Jd’ADNc issu de la deuxiéme
hybridation, 1,5 mM de MgGJ| 0,2 mM de dNTP, 1 U de Taqg polymerase, du tangmen
réaction concentré 1X et 0,3 uM d’amorce P1 cooedpnt a la séquence externe des
adaptateurs 1 et 2. Le programme PCR est le suizantin & 72°C, 25 cycles de 30 s a 95°C,
30 s a 60°C, 1,5 min a 72°C et une extension fidal& min a 72°C. Pour la seconde PCR,
les amorces PN1 et PN2, correspondant respectitenzgix séquences internes de
'adaptateur 1 et de I'adaptateur 2, sont utilis@éesc 20 cycles de réaction et 66°C comme
température d’hybridation au lieu de 60°C. Cettemigee amplification est visualisée sur un

gel d’agarose 1,5% et les produits de cette PCResmuite précipités.
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Tableau 50ligonucléotides utilisés pour la synthése des tateyrs et les PCR de la SSH

Oligonucléotides Séquences

Adapteur 1-1 5-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCGGGCAGGT-3’
Adapteur 1-2 3'-GGCCCGTCCA-5’
Adapteur 2-1 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGICGCGGCCGAGGT-3'
Adapteur 2-2 3'-GCCGGCTCCA-5’
Amorce P1 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

Amorce PN1 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'

Amorce PN2 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’

2-6 Clonage des produits d’amplification

Les produits issus de la deuxieme PCR sont punifa&sprécipitation en y ajoutant 1/10 de
volume de NaAc 3M et trois volumes d’éthanol absdle mélange est conservé a -80°C
pendant 15 min. Le culot obtenu aprés une centtfog a 1200 g a 4°C pendant 15 min est
rincé avec 500 pl d’éthanol 70%, séché et resuspdads 20 ul d’eau. Les fragments ainsi
purifiés (2 pl) sont insérés dans le vecteur pJBETMt en utilisant le kit « GeneJ¥tPCR
Cloning » de Fermentas ainsi que les instructiengdirme.

Les vecteurs contenant les inserts (5 pl) soniséslpour la transformation des souches
DH5a de la bactéri&. colidans un milieu de culture LB (Luria-Bertani) ligei contenant de
I'ampicilline (50 pg/ml). Le mélange est incubé @°G pendant 1h sous agitation. Les
bactéries ainsi transformées sont étalées sur lieuniiB solide supplémenté en ampicilline
et incubées a 37°C toute la nuit. Les coloniesogtipoussé et donc porteuses du vecteur avec
un insert, sont repiquées dans 2 ml de LB liquidepEmenté en ampicilline et mises a

incuber toute une nuit sous agitation a 37°C.

2-7 Dot blot

Afin d’identifier les ADNc spécifiques a la conditi « tester », échantillon NI16 x NI637, un
dot blot (Paragraphe 1.4) est effectué suivant un protoadkpté de Barbosat al. (2004).
Pour cela, une PCR est effectuée directement surdes différentes colonies repiquées. Le
programme utilisé est le méme que celui de’l¥ PCR de la SSH avec les méme amorces
PN1 et PN2. Une partie des produits PCR (10ulyissilisée sur un gel d’agarose 1,5% afin
d’identifier les colonies qui contiennent des insdfragments issus de la SSH). Une autre

partie du produit d’amplification de chaque colofBeul) est dénaturée 10 min a 100°C en
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présence d'EDTA 10 mM et de NaOH 0,4 M dans unw&dotal de 50 pl, et fixée sur deux
membranes de nylon*NLes membranes sont lavées avec 500 pl de NaOM (hdur une
meilleure fixation des ADN monocaténaires puis égx avec 500 pl de SSC 2X et
conservées a 4°C. Les membranes sont ensuite pldeds un tube a hybrider pour une
préhybridation qui se fait a 65°C pendant 3h. Uatsm de préhybridation est composée de
SSC 6X, de Denhardt’'s 5X (Ficoll 400 0,1 %, Polyyayrrolidone 0,1 %, BSA 0,1 %), de
SDS 0,5% et d’ADN de sperme de saumon 0,1 mg/matdéé.

Les sondes sont préparées a partir des ADNc digi®£chantillons « driver » et « tester »
avec le kit « Megaprim® DNA Labelling Systems » d’Amersham. Les ADNc (16Qr)
sont d’abord dénaturés a 100°C pendant 5 min esepcé de 5 pl d’amorces. Ensuite 4 pl de
dATP, dGTP, dTTP non marqués et de dCTP radiofoti’P]-dCTP), 2 pl de I'enzyme de
Klenow sont ajoutés. L'ensemble est porté a 50tjh@ibé environ 15 min a 37°C. Cinq
microlitres d’'EDTA 0,2 M sont ajoutés et le mélareg dénaturé pendant 5 min. Les sondes
radioactives sont purifiées sur une colonne Seph@dg0 afin d’éliminer les nucléotides non
incorpores.

A la fin de la préhybridation, la solution est réé et remplacée par la solution d’hybridation
qui est composée de la solution de préhybridatios fes sondes marquées préalablement
dénaturées. L’hybridation se déroule toute une @AuiE5°C. Le lendemain, la solution
d’hybridation est retirée de chaque tube et les branes sont rincées deux fois pendant 15 et
30 min, dans deux solutions de rincage différeritagpremiere solution est composée de SSC
2X et de SDS 0,1% et la deuxiéme contient du SX @t du SDS 0,1%. Les membranes
sont séchées a température ambiante et exposées éaran autoradiographique de Biorad.
L’écran est ensuite scanné avec le logiciel « Bigrarsonal FX Phospholmager » pour la

visualisation des spots.

2-8 Extraction de 'ADN plasmidique des clones d'itérét (Minipréparation)

Les colonies présentant une forte intensité chez<lester » par rapport au « driver »

représentent les fragments d’ADNc difféeremment im@s chez I'échantillon « tester ». Ces

clones seront sélectionnés pour une extraction ldempdes selon un protocole standard
(Payment & Trudel, 1989), suivie d’un séquencage.

Les bactéries provenant d’'une culture liquide sdiabord récupérées par centrifugation a
température ambiante pendant 2 min a vitesse méximais resuspendues dans 300 pl d’'une
solution P1 contenant de 'EDTA 10 mM et du Tris IHBD mM. Une solution P2 (300 pl)
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contenant du NaOH 200 mM et du SDS 1% est aloratégo Le mélange est incubé a
température ambiante pendant 5 min. Enfin, 300'ydelsolution P3 d’acétate de potassium
3 M pH 5,5 sont ajoutés et le tout est mis surglaendant 10 min. Le surnageant contenant
les ADN plasmidiques est récupéré apreés une ceg#tion a vitesse maximale pendant 10
min a 4°C. Ces derniers sont précipités par cewgaiion en présence de 0,7 volume
d’isopropanol et lavés par de I'éthanol 70%. Leotwbtenu est séché au lyophylisateur et
resuspendu dans 25 a 50 pl d’eau. Afin d’élimimertds traces d’ARN, 1 pl de RNase (10

mg/ml) est ajouté dans les tubes qui sont incul®¥@ pendant 30 min.

2-9 Séquencage des clones d'intérét

Le séquencage est effectué directement sur lemjglas obtenus aprés la minipréparation.
Les réactions de séquencage ont été préparées ywenndo kit DYEnamic Direct cycle
sequencing kitd’Amersham Bioscience et I'électrophoreése estigéal sur un séquenceur
automatique de type LICOR (Westburg). Le gel dais@gage et les séquences obtenues sont
analysés a l'aide des logiciels e-Seq V2.0 et DIN&4.5 respectivement. Les recherches
d’homologies sont effectuées grace aux programmesSEBN et BLASTX dans la base de
données du NCBI (National Center  for BiotechnologyInformation,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3 Résultats

3-1 Hybridations interspécifiques

Nous avons réalisé des croisements avec les gé@sotlgP. polyanthuset deP. coccineus
comme parents femelles et ceuxRlevulgarisutilisés comme parents males, vu que c’est ce
sens de croisement qui favorise une meilleure mtnésson des caractéres vers l'espece
récurrenteP. vulgaris(Camarena & Baudoin, 1987 ; Baudoinakt 1992). Les périodes de
floraison trés courtes de certains génotypes exgtijdans certains cas le faible nombre
d’hybridations réalisées. Une gousse qui est emscdiavortement se caractérise par un
ramollissement et un jaunissement suivis d’'un atedta croissance en longueur (Lecomte,

1997). Les gousses qui présentent ces caracté@astign ou deux jours aprées la pollinisation
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ne sont pas comptabilisées car cet état provienblissures faites sur les pieces florales au
cours de la manipulation des fleurs. Le tableauofnd une synthése des croisements
effectués entre les différents génotypesPdegpolyanthuset deP. coccineuset ceux deP.

vulgaris.

3-1-1 Hybridations P. coccineus P. vulgaris

Au total 938 croisementB. coccineus x P. vulgariant été effectués, donnant environ 66%
d’avortement des gousses intervenant entre 3 eiufs japrés pollinisation (JAP), 21%
d’avortement entre 6 et 8 JAP, et 12% de goussedéms au dela de 8 JAP. Des gousses
matures supposées hybrides issues des croisemet@889 NNI637 (2 gousses),
NI889 x G21245 (3 gousses), NI16 x N1637 (3 gousseNI1111 x G21245 (1 gousse) ont
été obtenues. Les génotypes femelles NI1111, N&89I116 avec respectivement 13,20%,
12,82% et 12,07% de gousses avortées au dela AP 8nt donné sensiblement les mémes

résultats.

3-1-2 Hybridations P. polyanthusx P. vulgaris

Pour les croisement. polyanthus x P. vulgari§ 33 hybridations ont été effectuées. Les taux
d’avortement des gousses étaient d’environ 66%eéhet 5 JAP, de 16% entre 6 et 8 JAP et
de 18% au-dela de 8 jours. Une seule gousse msup@osée hybride issue du croisement
G35348xG21245 a été obtenue. Les croisements iogliges génotypes femelles N11015,
G35348 et NI1123 se caractérisent respectivement 2286, 18% et 10% de taux
d’avortement des gousses au-dela de 8 jours.
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Tableau 6 Nombre de gousses avortées a différents intervaibesemps aprés la pollinisation et

nombre de gousses matures issues des croisemenspétifiques

Nombre de gousses avortées a différents

Combinaisons Nombre d’hybridations . X N Gousses
interspécifiques réalisées intervalles de temps aprés pollinisation (Jours) matures
3-5 6-8 9-13 >14
P.c.(?) xP.v.
NI889 x NI637 58 31 17 8 0 2
NI889 x BAT93 24 18 6 0 0 0
NI889 x G21245 74 43 16 4 8 3
Sous total 156 92 39 12 8 5
NI16 x NI637 464 325 85 36 15 3
NI16 x BAT93 113 72 28 6 7 0
NI16 x G21245 142 94 24 15 9 0
NI16 x NI1622 10 5 5 0 0 0
Sous total 729 496 142 57 31 3
NI1111 x NI637 15 8 6 0 1 0
NI1111 x G21245 20 13 4 2 0 1
NI1111 x NI1622 18 9 5 3 1 0
Sous total 53 30 15 5 2 1
Total P.c.(%) xP.v. 938 618 196 74 41 9
P.p.(?) xP.v.
G35348 x NI637 240 175 25 17 23 0
G35348 x G21245 177 128 18 14 16 1
G35348 x NI622 20 10 3 7 0 0
Sous total 437 313 46 38 39 1
NI11015 x NI1637 159 87 36 15 21 0
NI1015 x G21245 50 25 12 7 6 0
Sous total 209 112 48 22 27 0
NI1123 x NI1637 37 22 11 4 0 0
NI1123 x BAT93 15 10 5 0 0 0
NI 1123 x G21245 25 18 4 3 0 0
NI1123 x NI1622 10 6 2 1 1 0
Sous total 87 56 22 8 1 0
Total P.p.(?) xP.v. 733 481 116 68 67 1

P.v.=Phaseolus vulgarj.c.= P. coccineusP.p.= P. polyanthus

3-1-3 Caractéristiques des hybrides obtenus

Des embryons hybrides agés de 20 jours issus dseamentP. coccineusx P. vulgaris
(NI16 x N1637) ont été observés. Les differenteonaalies se situent au niveau des
cotylédons et d’'un retard de croissance observe @seembryons hybrides (Fig. 5). Chez
I'embryon issu d’autofécondation, les deux cotylésigont bien développés (Fig. 5A). Chez
I'un des embryons issus d’hybridation on constae malformation au niveau des cotylédons
avec un troisieme cotylédon (Fig. 5B), tandis daatie embryon se caractérise par un retard
de croissance (Fig. 5C).
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Figure 5 Caractéristiques d’embryons agés de 20 jours. fbrgon issu d'autofécondation du
génotype NI16 d€haseolus coccineuB et C : embryons issus d'hybridation avec leogge NI637
de P. vulgarisprésentant des anomalies au niveau des cotylé@)ret un rétard de croissance (C).
(Barres = 250 pm) Photos : SILUE S.

Les graines des gousses supposées hybrides, abtiumaat les deux premiéres années (2003
et 2004) de travail, ont été semées pour véritigbridité des plantes issues de ces graines. Il
s’agit de deux graines issues d’'une gousse NI8822245, d’'une graine issue de la gousse
NI1111 x G21245 et de trois graines issues d'unesg® G35348 x G21245. Exceptée la
graine NI1111 x G21245 qui n'a pas germé, toutesaléres graines ont germé et donné des
plantes fertiles. Deux des cing plantes obtenuessagermination de ces graines présentaient
des caracteres (couleur des fleurs et des gratiaidle, des graines) différents de ceux des
parents dont elles sont issues. Ces plantes hgbrdigient issues I'une du croisement
G35348 x G21245 (Fig. 6A) et l'autre du croisemaéiB89 x G21245 (Fig. 6B). Les
caracteres qui différencient ces hybrides de Ipargnts respectifs, repris dans le tableau 7,
sont la couleur des fleurs, la couleur et la talks graines chez I'hybride G35348 x G21245 ;
la couleur des fleurs et la taille des graines chiegbride NI889 x G21245. L’hybride
G35348 x G21245 se caractérise par des fleurstigeleet des graines rousses ou grises
tachetées de noir. Chez I'hybride NI889 x G21245fleurs sont roses et les graines sont de
méme couleur que les deux parents : grises tachd&aoir. L’hybride G35348 x G21245
présente des tailles de graines intermédiairesllascdes deux parents. Par exemple la
longueur moyenne des graines de I'hybride F1 egtifgiativement différente de celle des
deux parents. En effet le test de I'écart réduit (B0) au risque de 5% montre que I'écart
réduit F1 (G35348 x G21245) vs G35348 est de &Up4rieur a la valeur attendue 1,96) ; et
I'écart réduit F1 (G35348 x G21245) vs G21245 estl1®,21 (>1,96). Quant a I'hybride
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NI889 x G21245, les tailles des graines sont sapées a celles des deux parents. En effet
I'écart réduit de la longueur de la graine F1 (NI&3G21245) vs G21245 (parent qui a la
plus grande taille des graines), est de 2,22 (syréa la valeur attendue 1,96). On constate
chez ce dernier hybride que la longueur et la largéune graine dépassent celles du parent
qui a les plus grandes tailles de graines (G21@45)\viron 107% et 117% respectivement.

Les trois autres plantes présentaient les mémextéaes que ceux des parents femelles
G35348 P. polyanthus deux plantes) et NIB8%( coccineus une plante).

Tableau 7 Caractéristiques des graines et des fleurs ismgegéhotypes parentaux et des hybrides F1

Caractéristiques des graines

Couleur des Couleur des
Génotypes Nombre Longueur (mm) Largeur (mm) graines fleurs
parentaux et hybrides de graines Moy ET Var Moy ET Var
NI889 (. coccineus 8 649 039 015 501 0,19 o,osgé'f]%ﬁad‘etee Rouge-orange
NI889 (9) x G21245 (F1) 30 886 123 151 611 0,69 0,42‘:?]%&“““66 Rose
G21245 P. vulgari 30 831 058 033 521 028 o,osgé'i%ﬁad‘etee Violet-pale
G35348(Q) x G21245 (F1) 30 1212 092 085 820 049 0,270USseougrise Violette

tachetée de noir

G35348 P. polyanthus 30 1450 1,31 1,72 10,85 0,88 0,78Rousse Blanche

Moy : moyenne, ET : écart-type, Var : variance

Le caractere hybride de ces plantes a été testéogan du marqueur microsatellite BM160.
La figure 7 montre I'électrophorese des produitiRPdes différents échantillons. Seuls les
échantillons du canal 3 (représentant I'hybride 8@bx G21245 en figure 6A) et du canal 7
(représentant I'’hybride NI889 x G21245 en figure) @Bntenant les fragments Fp/Fp’ Be
polyanthuset Fv/Fv' deP. vulgaris; Fc/Fc' deP. coccineuset Fv/Fv' deP. vulgaris
respectivement sont des hybrides. Ces résultatiroent les observations morphologiques

faites sur ces plantes.

68



Graines et fleurs du génotype Fleur et graines du génotype
maternel G35348 deP.p. male G21245 d«P.v

Fleur et graines de I'hybride
A F1 G3534{x G2124¢

X

Graines et fleur du génotype Fleur et graines du génotype
maternel NI889 deP.c. male G21245 déP.v

Fleur et graines de I'hybride
B F1 NI88¢S x G2124¢

Figure 6 Caractéristiques des génotypes parentaux et désidey issus des croisements
interspécifiques. polyanthusx P. vulgaris (A) et P. coccineusx P. vulgaris (B). La couleur des

fleurs, la taille et la couleur des graines desridg@s sont différentes de celles des génotypes

parentauxP.v. : Phaseolus vulgaris, P.p. : Phaseolus pollgast P.c. : Phaseolus coccine@hotos :
SILUE S. & TOUSSAINT A.
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Figure 7 Electrophorése des fragments amplifiés par 'aen@&160 sur 'ADN extrait des feuilles
des plantes supposées hybrides interspécififhaseoluset de leurs parents respectifs. 1 : plante du
génotype maternel de. polyanthus535348 ; 2, 3, 4 : plantes supposées hybrides 4235821245 ;

5: plante du génotype paternel d® vulgaris G21245; 6, 7: plantes supposées hybrides
NI889 x G21245 ; 8 : plante du génotype maternePdeoccineudNI889. Fp et Fp’: fragments du
parent G35348 ; Fv et Fv' : fragments du parent 2381, Fc et Fc': fragments du parent NI889.
Seuls les échantillons 3 (Fig. 6A) et 7 (Fig. 6BYyactérisés par la présence des fragments des
différents parents sont des hybrides. Photo : SISJE TOUSSAINT A.

Les génotypes femelles ont été classés en fondticlaux d’avortement des gousses au-dela
de 8 JAP lors des hybridations avec les deux geestynales les plus utilisés : NI637 et
G21245 (Fig. 8). Le test chi 2 de comparaison degpgtions montre une différence
significative entre les différents génotypes feewlfz = 17,371 ; ddl =5 ; P = 0,004 < 0,05)
qui se classent dans l'ordre décroissant suivaii015 (23,4%), G35348 (16,8%), NI889
(15,2%), NI16 (12,9%), N11123 (11,3%) et NI111116@). Pour un classement définitif de la
performance des différents génotypes femelles, deusns tenir compte de certains facteurs
majeurs tels que les délais de floraison, I'abondate floraison et surtout la taille des fleurs
et des graines des différents génotypes. Les fiitaille relativement grande permettent une

manipulation plus aisée lors des opérations deatast et d’hybridation.
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Figure 8 Pourcentage d’avortement des gousses au-deldales8aprés pollinisation des génotypes
femelles NI889, NI16 et NI1111 d& coccineugt G35348, NI1015 et NI1123 ¢k polyanthusians
les croisements avec les génotypes NI637 et G2d24#5 vulgaris Cumul représente le pourcentage

des effectifs cumulés d’avortement des gousseslagsateux génotypes males.

3-2 Identification des ADNc difféeremment exprimés kez des graines hybrides
interspécifiques NI16 x NI637 en voie d’avortemenpar rapport au génotype maternel

NI16 deP. coccineus

Pour l'identification des ADNc differemment expriméhez des graines hybrides en cours
d’avortement, nous avons utilisé des graines hgbridi16 x NI637 en voie d’avortement et
des graines issues de l'autofécondation du génatypiernel NI16. Ces deux génotypes,
NI16 et NI637, fleurissent précocement et donnam floraison plus abondante que les
autres. L'intervalle de temps entre le semis éblaison est d’environ 40 jours pour ces deux
génotypes contre 60 a 80 jours pour les autresfleass de ces deux génotypes sont plus
grandes et donc plus faciles a manipuler. Les gsade NI16 sont de grande taille, ce qui
facilite 'extraction et I'obtention de matérielggique (ARN) suffisant. Comme le montre le
tableau 6, le nombre de croisements effectués emgedeux génotypes représente plus du

quart des croisements (464/1671). La figure 9A meonhe gousse issue de chacun des deux
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échantillons. La gousse issue du croisement NINGS87 est en cours de dégénérescence et
montre des signes d’avortement (ramollissementiggement et arrét de croissance). Les
techniques de la SSH et dedat blotont été utilisées pour amplifier des fragmentgeéees
différents entre ces deux échantillons et spéafiquaux graines hybrides en cours
d’avortement.

Les ARN extraits de ces deux échantillons ont étksés pour la synthése des ADN
complémentaires qui ont servi a isoler des tratssdifféremment exprimés dans les graines
hybrides en voie d’avortement. Les produits amgdifiaprés la SSH (Fig. 9B) ont été
précipités et insérés dans des plasmides. Cesdeont servi a transformer des bactéries qui

ont été ensemencées sur un milieu LB solide.

Figure 9 A : Caractéristiqgues des gousses de 20 jours issuksuttiFécondation du génotype NI16
de P. coccineuggauche) et du croisement entrecoccineuset P. vulgarisNI16 x NI637 (droit). La
gousse issue du croisement présente des signextdi@ment.B : Gel d’agarose du produit PCR issu
de la SSH. 1 : Produit PCR ; 2 : Marqueur de taitle fragments (paires de bases). Photos : SILUE S.

Les colonies qui ont poussé, sont porteuses d'asnube avec un insert. Elles ont été
multipliées par culture dans un milieu LB liquidéne PCR a été faite a partir d'une aliquote
de la culture bactérienne de chaque clone et ledufis PCR ont été fixés sur deux
membranes. Sur un total de 120 clones amplifi@deseent 72 clones qui contenaient des
inserts ont été fixés sur deux membranes. Ces nagrebront été incubées chacune en
présence de sondes radioactives synthétiséesiradesrADNc des deux échantillons pendant
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toute une nuit: NI16 comme « driver » et NI16 681 comme « tester ». Les membranes
ont été visualisées aprés 48 h d’exposition sardi (Fig. 10).

Figure 10 Résultat du Dot Blot aprés 48 h d’exposition. kpsts numérotés de 1 a 13 présentant une
forte intensité chez le « tester » par rapport aluiver » ont été choisis pour le séquencgage. Photo
SILUE S.

Sur la membrane « tester », 13 clones ont unesitéeplus forte que ceux de la membrane
« driver ». Ce sont des clones spécifiques a laition « tester ». lls ont été choisis pour le

séquencgage.

Aprés le séquencage des différents clones, deendeds d’homologie de séquences avec les
programmes BLASTN et BLASTX ont été effectuées.tableau 8 donne les résultats de

'analyse des séquences et de la recherche d’hgmol€ertains clones ont les mémes

séquences. C’est ainsi que les clones 1, 2, 508,11, 12 et 13 représentent la méme
séquence (que nous avons nommée SSH_PcPv_1). tres alones 3 (SSH_PcPv_2), 4

(SSH_PcPv_3), 6 (SSH_PcPv_4), 7 (SSH_PcPv_5) e3H(PcPv_6) représentent des

séquences différentes de la premiére. Nous avons €fioclones différents sur les 13 de

départ. Les recherches avec le programme BLASTbhérehe d’homologie dans une base

de données de séquences de nucléotides) nous déesefsultats suivants :

- SSH_PcPv_1 et SSH_PcPv_2 ont de tres fortesit@ent00% et 96% respectivement, avec
la séquence du clone GMFL01-21-C10 @kcine max(L.) Merr. Ce clone est issu d’'un

programme de séquencage d’'une librairie d’ADNc dhesoja (Umezawat al, 2008) ;
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- SSH PcPv_3 et SSH PcPv_4 ont aussi des forteditéte avec deux clones SSH-
36 _01 A09 T3 mRNA (84%) et SSH-62 02 C05 T3 mRNB®Y de I'espeécesesbania
drummondii(Rydb.) Cory obtenus aprés une SSH. Ces deuxlomeété identifiés chez des
plantes de Sdrummondiiayant accumulé un métal lourd, le plomb (Srivastal, 2007) ;

- SSH_PcPv_5 a une bonne identité de 95% avecglaeeée de I'ARN ribosomal 18S de
I'espécelimonium bicolor(Bunge) Kuntze (Wangt al, 2008).

- SSH_PcPv6 a une bonne identité de 98% avec laeséq de I'ARN ribosomal 18S de
I'especeChlamydomonas reinhardti.A. Dangeard.

Les recherches d’homologie avec les séquencesiquetéa lI'aide du programme BLASTX
ont donné les meilleurs scores avec la protéinechypme P450 dalicotianatabacumL.
(SSH_PcPv_1, 84%), des protéines supposées assaciageillissement des espeddsum
sativum L. (SSH_PcPv_2, 92% et SSH_PcPv_4, 95%)L#éum longiflorum Thunb.
(SSH_PcPv_3, 76%) (H=t al, 2008), des protéines hypothétiques des espétiesinifera

L. (SSH_PcPv_5, 82%) &@hlamydomonas reinhardti?.A. Dangeard (SSH_PcPv_6, 100%).

4 Discussion

Nos essais d’hybridations interspécifiques eRtreoccineu®t P. polyanthusitilisés comme
parents femelles €. vulgarisutilisé comme parent méale, ont mis en évidencdliifisultés

de réalisation des hybridations (castration dasrfléemelles et pollinisation) et d’obtention
de gousses et de graines hybrides. Les résuligsmés montrent que la plupart des gousses
obtenues apres hybridation avortent entre 3 et d#&ec 66% de gousses avortées pour les
deux types de croisemeris coccineux P. vulgariset P. polyanthus< P. vulgaris période

ou I'embryon est au stade globulaire et donc diffia sauverin vitro. Ces chiffres
concordent avec ceux des travaux antérieurs (Lexob997 ; Geerts, 2001 ; Baudanhal,
2004). Bien que les travaux antérieurs aient mdegdifficultés d’obtenir des hybrides sans
embryoculture lorsqu®. coccineusou P. polyanthussont utilisés comme parents femelles
(Camarena, 1988 ; Mergesi al, 1997), nous avons pu obtenir des graines hybrxidddes

qui ont donné des plantes hybrides fertiles (Figzi§. 7, tableau 7). Les taux d’obtention de
gousses matures hybrides étaient de 0,96% pourdesements$?. coccineux P. vulgariset

de 0,14% pour les croisemems polyanthus< P. vulgaris L'obtention de graines hybrides
chez des croisemers coccineux P. vulgarisa été déja signalée par certains auteurs.
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Tableau 8Résultats des recherches d’homologie dans la leaderthées du NCBI

Taille (paire Recherche . . . , . . -
Clones de bases)  d’homologie Meilleures homologies et numéros d’accession dggestes Score Identité % E value
BLASTN Glycine maxcDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 576 100 (319§ 2e**
SSH_PcPv1 320 — 7
BLASTX Nicotiana tabacuntytochrome P450 (BAA10929) 80.5 84 (51) 4¢
BLASTN Glycine maxcDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 479 96 (293) 4%
SSH_PcPv2 293 : - : - : 5
BLASTX Pisum sativunputative senescence-associated protein (BAB33421) 164 92 (81) 28
SSH PePy3 315 BLASTN Sesbania drummondilone SSH-36_01_A09_T3 mRNA sequence (DQ465789) 2 3584 (315) 48
cPv
- BLASTX Lilium longiflorumputative senescence-associated protein (ABO20851) 123 76 (82) 68’
SSH PePv4 934 BLASTN Sesbania drummondilone SSH-62_02_C05_T3 mRNA sequence (DQ465815) 1 3593 (234) 18
cPv
- BLASTX Pisum sativunputative senescence-associated protein (BAB33421) 91.7 95 (45) 2&
BLASTN Limonium bicolorl8S ribosomal RNA gene, partial sequence (EU03P827 178 95 (111) 5&
SSH_PcPv5 111 — - :
BLASTX Vitis viniferahypothetical protein (CAN65763) 37.4 82 (23) 0.40
SSH PePV6 103 BLASTN Cratylia argenteal8S ribosomal RNA gene, partial sequence (AF525294 334 98 (193) 6&°
cPv
- BLASTX Chlamydomonas reinhardtiiypothetical protein (XP_001698950) 80.5 100 (30) 4

2: Les nombres entre parenthéses indiquent le rmddnucléotides ou d'acides aminés utilisé poarwh comparaison
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En effet, Nassar (1978) obtint un taux de réusksté,2% et Angeles (1986) un taux de 8,3%.
Cependant les graines obtenues dans le dernieré@agent pas viables comme ce fut le cas
pour la graine hybride NI1111 x G21245 que nousnavabtenue. Il en est de méme pour
Nguema (2007) qui obtint 16 graines hybrides damgype de croisement ; sur 8 graines
semées, 4 ont germé et la croissance de deux lg@ardiest arrétée deux semaines apres la
germination. Pour les croisemeiitspolyanthus P. vulgaris Camarena (1988) a eu recours
a I'embryoculture pour la régénération de troisnf#a hybrides. Les travaux de Lecomte
(1997) et de Geerts (2001) ne mentionnent pasdfdlain de plantes hybrides pour ce type de
croisement. Tous ces résultats confirment la diffecde I'obtention des hybridézhaseolus
lorsqueP. coccineusu P. polyanthusont utilisés comme parents femelles.

Comme nous l'avons mentionné plus t6t, les gousapposées hybrides contenaient aussi
des graines issues d’autofécondation et qui ontnéloaprés germination des plantes
identiques aux génotypes femelles (observationphwdogiques et marqueur microsatellite).
Ceci montre qu’au moment de la pollinisation aves ¢rains de pollen d@. vulgaris les
stigmates des génotypes femelles contenaient dassgte pollen issus de la plante mere elle-
méme, ce qui a donné lieu a la présence des dpasg te grains de pollen sur le stigmate des
fleurs femelles. Ce mélange de grains de polleaitilifacilité la fécondation d’'un ovule par
un pollen deP. vulgaris? L'utilisation de mélange de grains de pollen gi&sotypes males et
femelles pour la réussite des hybridations interifijp@ées a été mentionnée chez certaines
especes. C’est ainsi que chez la tonigtmpersicon esculentuMill., I'hnybridation avecL.
peruvianum(L.) Mill. et L. chilenseDunal n’est possible que grace a la culturevitro
d’embryons ou par pollinisation avec un mélangg@éns de pollen venant des deux parents
a hybrider (Laterrot, 1983). Avec cette techniqu&, 5% d’hybrides ont été produits. Cette
technique de meélange de grains de pollen des datenis pourrait étre exploitée chez
Phaseoluspour augmenter la réussite des hybridations ipéeifques. Elle pourrait aussi
étre associée a celle de grains de pollen prége(P@®, pregerminated pollen). Cette
derniere technique déja utilisée clifraseolusonsiste a faire germer des grains de patien
vitro avant la pollinisation de la plante femelle. Lesigs de pollen sont récoltés sur des
fleurs fraichement ouvertes et mis a germer sumulieu de culture BK (Brewbaker &
Kwack, 1963). La pollinisation des fleurs femelkss fait lorsqu’environ 65% des grains de
pollen ont germé (Gurusangf al, 2007). Ces derniers auteurs ont également asaamée
technique une autre (cut-style) qui consiste avenlene partie du style avec stigmate avant la
pollinisation. L’association PGP et cut-style amir d’obtenir environ 69% de fécondation 2

h aprés de pollinisation dans certains croisementka fécondation ne commence que 22 h
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aprés une pollinisation normale. Ces deux techsidR@P et cut-style associées au mélange
de pollen pourraient apporter de meilleurs réssiltats des hybridations interspécifiques
entreP. vulgariset les especd3. polyanthustP. coccineus

Des ADNc differemment exprimés dans les grainesrilgb Phaseolus en cours
d’avortement ont été identifiés. Le séquencagéntllyse des ADNc amplifiés révélent que
ces séguences codent pour trois types de protdireagit de la protéine cytochrome P450,
des protéines supposées associées a la sénesogaitkssément) et des protéines
hypothétiques. Les protéines hypothétiques et lestéipes supposées associées au
vieillissement sont des protéines dont on ne carpas encore les fonctions. L'identification
d’ADNc codant pour des protéines supposées liéevigillissement peut étre due a la
dégeénérescence des graines en cours d’avortenrerffdt, ce type de protéines est identifié
dans les cellules en fin de cycle. La sénescenuat e définie comme une séquence des
événements biochimiques et physiologiques quiakutsent par la dégradation ordonnée des
constituants cellulaires puis la mort de la cell(NMdorot-Gaudry, 1997). Les cytochromes
P450s sont des monooxygénases capables de catallysgrand nombre de réactions
différentes dont des hydroxylations, des déalkytatj des désaminations, des oxydations, des
déhalogénations, des dimérisations, des isoménsaibu des époxydations. De part cette
grande diversité, les cytochromes P450 sont imgigadans de nombreuses voies de
biosyntheses (Nultsch, 1998 ; Noordermeeal, 2001 ; Hehn, 2007). Chez les plantes on
peut distinguer différents groupes de P450s : WSOP qui sont essentiels a la survie des
plantes et qui participent a la synthese de polgsétructuraux, des stérols membranaires ou
des hormones ; les P450s qui interviennent danmétabolisation de xénobiotiques ; les
P450s qui sont impliqués dans les réactions dendéfdes végétaux ou dans le « dialogue »
avec d’autres organismes ou avec I'environnemeatn@mbreux genes P450s ont été isolés
chez les plantes : 272 genes identifiés daabidopsis plus de 450 génes chez le riz, plus de
370 cheaMedicago truncatulgHehn, 2007). Le type de cytochrome identifié dassgraines
des plantes est le cytochrome (Napier et al, 1995) qui participe a la réduction du
cytochrome P450 (Noshiro & Omura, 1978). Par ailewne mutation dans le gene du
cytochrome P450 (CYP724B1) chez le riz entraineradaction de la taille des graines due a

une diminution de I'activité du cytochrome (Tanabeal, 2005).
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Chapitre VI : Histological studies of Phaseolus vulgarisL. aborting

embryos from plants defective in seed development

1 Introduction

A major objective of the research work conductedun laboratory is to study the process of
embryogenesis inPhaseolusgenus in order to understand the incompatibiligsriers
occurring during interspecific hybridisations amdavercome these barriers. To achieve this
objective, one way is to perform interspecific @@s and to collect aborting embryos; another
possibility is to examine, from induced mutagenesimormal embryos arrested before
maturity. Because interspecific crosses in gdthaseolusead to early abortion of the hybrid
embryos, it is difficult to obtain degenerate seatate developmental stages (Baudstimal.
1992; Baudoiret al. 2004; Toussairgt al 2004). With mutagenized material, it is possible
obtain plants producing degenerate seeds at diffesteps of seed development (Meinke
1985; Consonnet al. 2003; Vernoucet al. 2005). This mutagenized material can help to a
better understanding of embryo abortion mechanism.

In common bean, chemical mutagenesis is efficiatigble, and well understood. Although
different agents have been used, mutagenesis Wit8 Bas been the most successful for
experiments (Davist al. 1988; Park and Buttery 1992; Pankhwtsal. 2004). EMS alkylates
primarily guanine leading to mispairing: alkylat&dpairs to T instead of C. Typically, seeds
are soaked in EMS solution, rinsed and sown. Tlsegels represent the first generation of
mutagenesis (M1, with “M” as Mutagenized genergti®ecause each cell of the embryo is
mutagenized independently of the other cells, plartthe first generation are chimeras. To
identify specific phenotypes, screening starthatgecond generation (M2) where mutations
are homozygous (Henikoff & Comai, 2003). Each fgnof mutagenized plants includes the
plant obtained in M1 generation after seed treatrand the progenies from this plant.

The present paper aims to characterize phenotypitdiryo pattern in plant line showing
failure in seed development. For this purpose, st creened a M2 EMS mutagenized
population of common bean for plants defectiveaadsdevelopment. We then characterized
these selected plants by comparing their embrytefpato Phaseoluswild-type embryo
during seed development. These results were disdwssd the abnormalities were compared
to those observed iRPhaseolusdegenerated hybrid embryos andArabidopsisaborting

embryos obtained from induced mutations. We finaitermined the inheritance of “seed
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abortion” trait through analysis of F2 plants dedvrom crosses between selected plants and
wild-type plants.

2 Materiel and methods

2-1 EMS mutagenesis and plant growth conditions

The mutagenesis protocol was first establisheddnkRurstet al. (2004) in the University of
Geneva (Switzerland). Common bean line BAT93 frone t‘Centro Internacional de
Agricultura Tropical” (CIAT) in Colombia was used plant material. BAT93 is a breeding
line and its pedigree is (Veranic x Tlalnepantla $4Jamapa x Tara). The variety BAT93 has
genes controlling resistance to Bean Common Mogaies, common bacterial blight, rust
and anthracnose (Kami & Gepts, 2000). Briefly, 40f 8AT93 seeds were treated with 200
ml of 30mM EMS overnight (approximately 16 hour$)tlae room temperature with slow
shaking; seeds were rinsed and sown. Plants wesengin growth chambers at the
University of Geneva and Gembloux Agricultural Usisity (Belgium), at approximately
27°C/23°C (day/night), 75% relative humidity and Hr8 photoperiod. Seeds were harvested
from the M1 plants obtained after seeds treatmedtsown to generate M2 plants. For our
study, screening was done within the M2 populatioarder to select plants deficient in seed
development.

2-2 Histological studies

The histological observations were carried out &ednine the abnormalities that occur
during embryo abortion in the mutagenized samplHse protocol was adapted from
Bonhommeet al (2000) and Geertst al. (2002) but included modifications. Developing
seeds (n = 4) from wild-type and mutagenized pldefgient in seed development at 0, 3, 5,
7, 10 and 12 days after anthesis (DAA) were haedeand fixed in 2% paraformaldehyde in
0.1 M phosphate buffer (pH 7) for at least 24 hair4°C. Fixed tissues were dehydrated in a
graded ethanol series, infiltrated and embeddedn@thacrylate resin (Technovik 7100)
according to standard procedures. Embedded samplessectioned with a microtome at 5-7
um. The sections were stained with toluidine blue amamined by a Nikon microscope
(Model Eclipse E800). Embryo proper and suspersagths were measured for each age to

compare the evolution of these components betweetwio samples during seed growing.
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2-3 Genetic analysis

EMS mutagenized selected plants, deficient in skaalopment were reciprocally (as male
and female) crossed with the wild-type plants. Fhis derived from these crosses were
scored for seed development to determine the ptioporof plants defective in seed
development. The observed ratio of plants defedtiveeed development was tested against

the expected ratio according to Mendel laws ushigsquare test.

3 Results and discussion

3-1 Histological studies of embryo development dthaseolus vulgariEMS mutagenized

plants deficient in seed development

For our study, we screened a total of 365 M2 plémsn 60 EMS mutagenized seeds (M1
generation) in order to isolate plants deficiens@ed development. In the M2 progenies, only
2 plants from one family (identified as 522) shovitled desired trait, i.e. seed abortion before
maturity. Embryos inside degenerate seeds failegrdav normally, showing abnormalities
mainly in suspensor and embryo proper from theyestdps of development (3 DAA). These
abnormalities increase during seed development laddto the embryo abortion before
maturity. Figure 11 shows from the anthesis to ZADthe histological patterns of abnormal
embryos from plants 522 compared to the normal ohése wild-type samples. As shown in
figures 11A and 11G, no difference can be obsebetdeen the two samples at the anthesis.
There are small apical and large basal cells iln sample derived from the transversal and
asymmetric divisions of the zygote. From 3 to 12A)Ahe wild-type embryos (Fig. 11B,
11C, 11D, 11E and 1F) grow normally from the glaidtage to the cotyledonary one with
the early heart-shaped stage at 7 DAA (Fig. 11[0)tae early cotyledonary stage at 10 DAA
(Fig. 11E). From 3 DAA to 7 DAA, the wild-type emyjar has regular cells and is composed
by three cytological zones: the embryo proper doirtg small isodiametric cells; the basal
part of the suspensor consisting of hypertrophitscevhich elongated, invaded the
micropylar integument tissue and enlarged during) pleriod; and the suspensor “neck zone”
(i.e. the zone between the basal part of the ssgpeand the embryo proper) consisting of
enlarged isodiametric cells. After 7 DAA, the wilgpe embryo reaches the heart-shaped
stage and primordia of the cotyledons are initiad¢dthe chalazal side of the embryo.
Cotyledons continue its growth and the embryo readhe cotyledonary stage at about two
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weeks after anthesis, while the size and the numabsuspensor cells decrease (Fig. 11F).
During the same period of development in plants &&2ples, embryo growth is disturbed
and the embryo proper is still globular at 7 DAAgFL1J). It reaches heart-shaped stage at
10 DAA (Fig. 11K). At 12 DAA (Fig. 11L), the embrylmrms small cotyledons and occupies
about ¥ of the seed volume and the suspensor nertage cells, compared to that observed
in the wild-type sample where the embryo occupieswhole seed. Plants 522 embryos are
delayed in their growth and size, have a largeesusgr and abort before seed maturity.

The characteristics described above in wild-typegas, are those observed during a normal
development of dicot embryos, as described by Yeamd) Clutter (1979), Geerts (2001),
Nguemeet al. (2007a) inPhaseolusDuring the development of the suspensor thregestare
distinguishable: the proliferation stage, which £ndth a pro-embryo composed of diploid
cells; the differentiation stage, during which the suspergrows endomitotically, and the
embryo mitotically; and the functional stage, dgriwhich the mature suspensor probably
nourishes the rapidly growing embryo, especially ¢btyledons. When the cotyledons reach
the chalazal end of the embryo-sac, the susperdisrare crushed after a short degeneration
period. During seed development, the suspensoroasiche embryo to the endosperm and
serves as a conduit for nutrients and growth factor the developing embryo (Laux and
Jurgens 1997; Rademacher and Weijers 2007).

Figure 12 represents the evolution of suspensatheand the ratio of suspensor length to
embryo length in both wild-type and plants 522 siesmuring seed development. These
ratios reflect changes in suspensor length compgartéte development of the embryo. During
the last steps of seed development in wild-typepdanthe suspensor’s size starts to decline
after 10 DAA until its complete disappearance. bntcast, in plant 522 samples, the
suspensor continues to grow after 10 DAA (Fig. IT2)ese observations support the idea that
continued growth of the suspensor in the wild-tgpeple is inhibited by the embryo proper
at the last stages during normal development (Yeamd Meinke, 1993). In plants 522
samples, the embryo proper loses the capacity hibitnthe suspensor growth which
continues to grow and contains longer cells inkihsal part than in the wild-type sample at
12 DAA (Fig. 11F and 11L). In the wild-type samptlee embryo proper becomes longer than
the suspensor between 7 and 8 DAA, while in thentpld22 samples, this character is
observed at around 11 DAA. This means that in degdéed samples, the embryo

development is affected during seed developmenheodetriment of the suspensor’s one.
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(Band H),5(Candl), 7 (D and J), 10 (E and KJ 42 (F and L) days after anthesis (DAA). Sections
A, B, C, D, E and F represent the wild-type samplbge sections G, H, |, J, K and L represent the

mutagenized samples. Excepted the samples at ties@where there is no difference, embryos from
mutagenized samples are delayed in their growthagical cell, bc: basal cell, sus: suspensor, embp
embryo proper, c: cotyledon. Pictures : SILUE S.

Identical results were obtained in mutants obtairfetfiowing induced mutationsin
Arabidopsisby Schwartzet al. (1994) withsuspenso(sug mutants, Yadegaet al. (1994)
and Apuyaet al. (2002) withraspberry(rsy) mutants. In these mutants, the embryo proper
possesses an enlarged suspensor and exhibitsrdalaevelopment. Isusmutants, aberrant
morphogenesis in the embryo proper consistentlyltee’s the formation of a large suspensor.
Defects in the embryo proper appear at the glotsttage of development while abnormalities
in the suspensor are detected soon after at the $tege. Inrsy3 embryo has “raspberry-
like” cellular protuberances with an enlarged saspe and is arrested morphologically at the
globular stage of embryo development. On the diked, inPhaseolusnterspecific crosses,
embryo abortion was partially attributed to therdption of suspensor morphogenesis
(Lecomteet al, 1998). Indeed, in the crosses withvulgarisas male parent ari®l coccineus

or P. polyanthusas female parents, the hybrid embryo showed aesgsp hypertrophy,
resulting in smaller and delayed embryo proper, maned to embryo from the parental lines.
At the micropylar end, basal cells of the suspemge bigger and contained larger vacuoles
compared to the self-pollinated embryos (Lecoettal. 1998, Nguemat al. 2007b). These
abnormalities in the suspensor morphology couldt lihe nutrient transfer to the embryo and
lead to its abortion.
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Figure 12 Suspensor length (left y-axis) and ratios of saspelength to embryo length (right y-axis)
in wild-type and mutagenized samples during se@dldpment. DAA: days after anthesis, E: embryo,
M: mutagenized sample, S: suspensor, W: wild-tfgreor barsrepresent the standard error of the
mean (SEM).

3-2 Inheritance of the “seed abortion” trait

In order to determine the inheritance of the “sabdrtion” trait, mutagenized plants with
aborting seeds isolated from an EMS M2 populati@neweciprocally crossed with the wild-
type plants. In a first approach F2 plants derifredn these crosses were scored for seed
development to determine the proportion of plant$ective in seed development. This
observed ratio was tested against the expected aatiording to Mendel laws using chi-
square test. Genetic analysis of F1 and F2 popukatievealed that this trait was maternally
inherited: if a plant defective in seed developm&as pollinated with wild-type pollen, the
F1 seeds aborted before maturity. If a wild-typanplwas pollinated with pollen from plant
522, the F1 seeds had the normal phenotype (emiitiiout abnormalities) and germinated
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to produce normal F1 plants. The F1 plants werkpsdlinated and all FZeeds had this
wild-type phenotype as well. In F2 generation, $hs were scored for seed development:
73 plants had wild-type phenotype and produced abreeeds while 23 plants did not
produce mature seeds, all the seeds aborted betirgity. These data fit a 2 = 0.01, df
=1, P > 0.05) segregation ratio, indicating tlnet trait “aborting seed” was controlled by a

single recessive gene.

4 Conclusion and prospects

The aim of this study was to isolate and to charast Phaseolusplants deficient in seed
development. These plants were isolated in thensegeneration of an EMS mutagenized
population of P. vulgaris cv. BAT93. Aborted embryos from these plants shbwe
abnormalities mainly in suspensor and cotyledorgdadiular, heart and cotyledon stages and
aborted before maturity. After fertilisation, theseno difference between the two samples
embryos where we observed a small apical cell anigabasal one. During embryo
development in mutagenized samples, the suspendotange cells disturbs the development
of the embryo which aborts before seed maturity mamad to those observed in wild-type
samples.

Genetic analyses of F2 population from the crobstaeen the selected plants and the wild-
type plants indicated that the “seed abortion” e is controlled by a single recessive
gene. Additional tests such as backcrossing betvpdgams from line 522 and hybrids F1
could be performed to confirm what was obtaine&2manalysis. A progeny testing of the F3
generation could be attempted to confirm the 3dtesgation ratio obtained in the F2. Within
the 73 F2 plants with normal phenotype, 24 shoeldhdmozygous wild-type and 48 should
be heterozygous.

To our knowledge this is the first report of pldime defective in seed development in
Phaseolusgenus. This is a valuable material fiehaseolusembryogenesis studies. This
material can be used to isolate and characteriffereit genes interacting during embryo
formation, development and abortion. The cDNAs edéhtially expressed in the aborted

embryos will help in understanding the mechanisrarobryo defect and abortion.
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Chapitre VIl : Characterization of cDNAs isolated from Phaseolus vulgaris
L. aborting seeds by suppression subtractive hybridation (SSH) and
gquantitative RT-PCR techniques

1 Introduction

In the previous chapter, we described the isolatibnommon bean plants line deficient in
seeds development after EMS mutagenesis. In tisoae we characterized this plants line
using the technique of suppression subtractiveitigation (SSH) in order to isolate cDNAs
differentially expressed in the aborting seeds camagb to the wild-type samples. Total RNAs
were extracted from two seed types: degenerates sdquants from EMS mutagenized seeds
and normal seeds of wild-type plants; the cDNA$&ath types of samples were compared in
order to isolate differentially expressed geneswbeh them, with cDNAs from wild-type
samples as “driver” and cDNAs from mutagenized testér’. Subtracted cDNAs were
cloned, sequenced and compared to the non-redumNiitinal Center for Biotechnology
Information (NCBI) nucleotide and protein databasBpecific primers of five potential
clones that seemed interesting in respect of theative function were designed and used to
perform semi-quantitative RT-PCR reactions on biyjres of samples. The roles of the
proteins encoded by these sequences and theirlgeobmvolvement in seed development

were discussed.

2 Material and methods

2-1 Plant material and growth conditions

A M2 population from EMS mutagenized seeds of comnbean line BAT93 from the
“Centro Internacional de Agricultura Tropical” (CTA in Colombia was screened to isolate
plants deficient in seed development. This popaitatias first established by Pankhwetsal.
(2004) in the University of Geneva (Switzerlandjielly, 40 g of BAT93 seeds were treated
with 200 ml of 30mM EMS overnight (approximately tiéurs) at the room temperature with
slow shaking; seeds were rinsed and sown. Plants g®wn in growth chambers at the

University of Geneva and at Gembloux Agriculturalitersity (Belgium), at approximately
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27°C/23°C (day/night), 75% relative humidity and 2 photoperiod. Seeds were harvested
from these M1 plants and sown to generate M2 plants

2-2 RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted from developing seedwitif-type and selected M2 plants using
the following protocol. Seeds were ground to a fi&vder in liquid nitrogen and transferred
to an Eppendorf tube (100 mg plant material). W&NA (65°C) extraction buffer (745 pl:
100 mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 0.5 M NaC0.5 % SDS, 1 %§p-
Mercaptoethanol) was added and the mixture was gemped. Then 150 pl of phenol was
added, the mixture was vortexed for two min andilrated at 65°C for 10 min. Chloroform
(450 pl) was added, the extract was gently vortexedubated on ice for 15 min and
centrifuged 10 min at 9,000g at 4°C to collect shpernatant into two new tubes. RNA was
precipitated by 1.5 V of 4 M LiCl and incubation are in cold room for 3 h followed by
centrifugation for 15 min at 14,0009 at 4°C to eotlthe pellet. The pellet was resuspended in
250 ul of DEPC treated water (gBl). At this step, we treated the samples with DNA&e
remove DNA remains by adding 1/10 V of 10X DNAskufffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4,
500 mM KCI, 20 mM MgCJ) and 10 U of DNAse | RNAse-free to samples, araliiration

15 min at room temperature. RNAs were extracteck avith phenol, twice with chloroform.
1/10 V of 3 M NaAc pH 5.2 and 3 V of ethanol wehen added to the top aqueous phase.
The mixture was incubated overnight at -80°C, ¢frged 30 min at 12,000g (4°C) and the
pellet was washed twice with 700 ul of 70% EtOHe Hellet was dried and resuspended in
50-70 pl of dHO and stored at -80°C. Double strand cDNAs wereth&gized using
Invitrogen’s SuperScript™ Double-Stranded cDNAWith 10 pg of total RNAs according to

the manufacturer’s instructions.

2-3 Suppressive Subtractive Hybridization (SSH)

The primer and adapter sequences used in SuppeSabtractive Hybridization and PCR
reactions are listed in table 9. The SSH technigae adapted from Let al (2002) using
developing seeds from mutagenized plants defigreseed development as tester and from
wild-type plants as driver. Two micrograms of ea@fiNA were digested with 15 U of Rsal
for 3 h at 37°C. The enzyme was then inactivatéaDaC. Digested cDNAs were purified and
resuspended in 10 pl of d@l. Two subsets of the digested tester cDNA (120 wepe
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separately ligated overnight at 16°C with 2 uM loé tadapters Al or A2 in a 10 final
volume by 1 U of T4 DNA ligase. The enzyme was invated at 70°C by adding 1 pl of 0.2
M EDTA. The digested driver cDNA (600 ng) was addedL.5 ul of each of the adaptor-
ligated tester cDNAs. Two microliters of 5X hybadtion buffer (250 mM Hepes pH 8, 2.5
M NaCl, 1 mM EDTA) were added to each tube in alfiwolume of 10 ul, and the samples
were denatured for 1.5 min at 98°C and incubatad1f®é h at 63°C. After this first
hybridization, the two subsets were combined, 3@Ghdenatured (94°C, 3 min) digested
driver cDNA was added in 3 pl of 1X hybridizationffer and the sample was allowed to
hybridize overnight at 63°C. Two PCR amplificatiomgere performed. The first was
conducted in 25 pl and contained 1 ul of subtrac@NA, 0.3 uM of P1 primer, 1.5 mM of
MgCl,, 0.2 mM of dNTP, 1 U of Taq polymerase and 1X tieacbuffer. PCR was conducted
according to the following parameters: 72°C for y,n25 cycles at 95°C for 30s, 60°C for
30s, 72°C for 1.5 min, final extension at 72°C Tomin. One microliter of this PCR product
was used as template for the second “nested” P@Rpsimers PN1 and PN2. Twenty cycles
were performed with 66°C as annealing temperafline. product of the second PCR was

loaded on a 1.5% agarose gel stained with ethidiromide.

2-4 Subtracted cDNAs cloning and sequencing

Amplified fragments from the second PCR were exé@ddrom the gel, inserted into the
pCR2.1 vector plasmid and transformed iEtocoli with selection for ampicillin resistance.
Bacteria were then spread on Luria-Bertani (LB)rggdates containing ampicillin and X-gal.
After overnight growth, random transformant whiteones were picked to 2 ml of LB
medium and cultured overnight at 37°C under agitatPlasmids were extracted and cDNAs
sequencing were carried out with LICOR Systen?,(IBNA Analyzer). BLAST sequence
homology analyses were performed using the NatiGealter for Biotechnology Information

BLAST network service.

2-5 Quantitative RT-PCR

After fragments sequencing and homology analypscific primers were designed from five
sequences that seemed interesting in respect ofgh&tive function and used to perform
semi-quantitative RT-PCR. One microgram of totalA&®Nrom developing seeds of the two

types of samples was first reverse transcribedgusia ImProm-Ii" Reverse Transcription
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System kit. Eighty microliters of di® were added to the final reaction. One microlitethe

diluted RT mixture was used for the PCR amplifioati As internal control, 18s rRNA

primers were used. PCR reaction was conducted diocpto the following parameters: 94°C

for 3 min, (25, 30 and 35) cycles at 94°C for 3fs8mer-specific annealing temperature

(Table 9) for 45s, 72°C for 1min. Amplification mhacts were separated by a 1.5% agarose

gel stained with ethidium bromide and the bandsewsguantified with the Quantity One

Quantification software package (Biorad, Version #he values were normalized to the

levels of 18S rRNA. The PCR experiments were regakat least three times.

Tableau 9 Oligonucleotides used for suppression subtracti@itlization and for quantitative RT-

PCR

Oligonucleotides Sequences RT-PCR Annealing
temperatures

Adapter 1-1 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCGGGCAGGT-3

Adapter 1-2 3-GGCCCGTCCA-5

Adapter 2-1 5-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGMELAGGT-3

Adapter 2-2 3-GCCGGCTCCA-5

Primer P1 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

Nested primer PN1 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’

Nested primer PN2 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

Cytochrome P450 C-F ATGTGCCGCCCCAGCCAAACT C-R TAGTGAATCGGAAGCGGGG 59°C

MIPS M-F AATGACACCACGGAGAACCT M-R CGCAACGTAAGGCRATACT 45°C

Cationic peroxidase  P-F CATTGAGACCATCAAAGAAGC PATCAAACGGTGCACCAACTTCA 57°C

VDAC V-F ACACAGCATGCTCTGGACCC V-R TTGGGAAGGCGAACCCTAC 59°C

Sucrose synthase S-F ACCGTGTGATCAGTGACACCA SE&TTCCAATACGTTGGAGAC 59°C

MIPS : Myo-inositol 1-phosphate synthase

VDAC : Voltage-dependent anion channel

3 Results

3-1 Screening of M2 EMS mutagenized plants é¢thaseolus vulgaris

We screened a total of 365 M2 plants from 60 EMSagenized seeds in order to isolate

plants deficient in seed development. Each familghnotagenized plants includes the plant in

M1 generation after seed treatment and the progdroen this plant. In the M2 progenies,
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only one family (identified as 522) showed the deitrait, i.e. seed abortion before maturity.
This trait was observed on 2 plants in the famg . 5Embryos inside degenerate seeds failed
to grow at globular, heart and cotyledon developalestages: they were characterized by
small size and showed very often degraded suspeasar merged cotyledons compared to
the wild type (Fig. 13). In gener&lhaseolus vulgarimormal embryosreach the cotyledon
stage around 10 days after anthesis (DAA) (Yeunglétter, 1979). In selected mutagenized
plants, embryo growth is slower, with embryos réaghhe globular and heart developmental
stages 16 and 18 DAA respectively (Fig. 13A and )13Bhen the embryos reach the
cotyledon stage (Fig. 13C, 13D and 13E), the cdbmes are small, misshapen or merged
compared to the wild-type embryo (Fig. 13F).

Figure 13 Phaseolus vulgariembryos. A-E: embryos from mutagenized M2 platp growing at
globular (A, 16 DAA), heart (B, 18 DAA) and cotyled (C-E, 20 DAA) stages. F: a wild type
embryo at cotyledon stage 20 DAA. Abnormal embrghsw small size and merged cotyledons.
Pictures: SILUE S.
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3-2 SSH products and sequence analysis

The Suppressive Subtractive Hybridization was peréal using degenerate developing seeds
at 12 DAA from the M2 plants 522 as a “tester” dhd developing normal seeds from the
wild type as a “driver”. The sizes of the seconésted” PCR products ranged from 100 to
700 bp with eight predominant bright bands (Fig. 14

SSH product M

Figure 14 Agarose gel of subtracted fragments from the S&kt¢tion. M : DNA molecular weight
marker. Picture: SILUE S.

Fragments revealed by the SSH reaction were egttdodbm the gel, cloned and sequenced.
A total of 50 clones were sequenced twice. EcoRll ahapters sequences were removed, and
one unique sequence was determined from the alighofethe two cDNA sequences. The
cDNAs are partial sequences. A first BLASTN seqeehomology analysis was performed
with the obtained sequences. Clones which showstdhmenology with the same sequence in
databases were aligned all together to design seosns sequence. Finally from the 50
different clones, we were able to assemble thero ten individual sequences named
SSH_Pv_E1 to SSH_Pv_E10 according to their sizgimgnfrom 210 to 618 base pairs and

the number of clones sequenced (Table 10).
A BLASTX sequence homology analysis was performedseéarch for known proteins

homologous to the 10 individual clones. Table linsarizes the sequence analysis and

indicates, according to NCBI database, similar fpraucleotide and protein in various taxa.
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Table 10Number of clones sequenced from fragments obtafted SSH as showed in figure 14 and

composition of each group of sequences.

Sequence groups Length (bp) — 5 Nurgber °f4C|0”955by frag6ment - - (l;:(l;nmebser of
SSH_Pv_E1 618 5 2 1 8
SSH_Pv_E2 519 4 4
SSH_Pv_E3 489 2 2
SSH_Pv_E4 385 1 6 3 3 13
SSH_Pv_E5 382 1 1
SSH_Pv_E6 315 3 3
SSH_Pv_E7 295 1 1 2
SSH_Pv_ES8 292 1 2 3
SSH_Pv_E9 285 3 6 9
SSH_Pv_E10 210 1 4 5
Number of clones 5 . 9 g 9 3 2 o
sequenced

All the sequences had hits in the database. Fdr sequence we identified plant nucleotide
and protein with high similaritiesGlycine maxcDNA clone GMFL01-21-C10 andilium
longiflorum cytochrome P450 protein (CYT) for SSH_Pv_Phaseolus vulgarishloroplast,
complete genome an@ryza sativaretrotransposon protein for SSH_Pv_HZhaseolus
vulgaris myo-inositol 1-phosphate synthase mRNA d&hthseolus vulgarisnyo-inositol 1-
phosphate synthase protein (MIPS) for SSH_Pv NEdicago truncatulaclone mth2-7h6
andOryza sativahypothetical protein for SSH_Pv_BMitis vinifera contig VV78X190503.7
and Vitis vinifera hypothetical protein for SSH_Pv_EG&Jycine maxcationic peroxidase 2
MRNA andGlycine maxcationic peroxidase 2 protein for SSH_Pv_E6tus corniculatus
voltage-dependent anion channel 1.3 mRNA botdis corniculatus/oltage-dependent anion
channel 1.3 protein (VDAC) for SSH_Pv_E3|ycine maxcDNA clone GMFL01-21-C10
and Lilium longiflorum putative senescence-associated protein for SSHE§R\WPhaseolus
vulgaris sucrose synthase mRNA aRtiaseolus vulgarisucrose synthase protein (SUS) for
SSH_Pv_E9Vitis viniferacomplete mitochondrial genome afthchis hypogaeaerine rich
protein for SSH_Pv_E10.

The clones SSH_Pv_E3, SSH_Pv_E6, SSH_Pv_E7 and®BSH9 BLASTX and BLASTN
research had hits with the same sequences of the S@ecie. The sequences SSH_Pv_EG6 and
SSH_Pv_E7 which were not present in databasePHaseolus vulgarisvere submitted to
NCBI. They were designed by accession numbers E386@nd EF672105 respectively.
These four sequences and SSH_Pv_E1 matched witding®f known function. They were
used for further studies.

92



Table 11BLAST analysis of SSH clones identified frdthaseolus vulgariaborting seeds

Length Percentage of Homology

Clones h Best match in database Score Identity % E value
(bp) clones (%)  analysis
BLASTN  Glycine maxcDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 1112 99% (619) 0.0
SSH_Pv_E1 618 16 — : - -
BLASTX  Lilium longiflorumcytochrome P450-like TBP protein (ABO20848) 160 YP@®B4) 9e-48
BLASTN  Phaseolus vulgarishloroplast, complete genome (EU196765) 928 99p8)5 0.0
SSH_Pv_E2 519 8 - -
BLASTX  Oryza sativaretrotransposon protein (ABR26094) 107  94% (55) 4e-26
SSH Py E3 489 4 BLASTN  Phaseolus vulgarimyo-inositol 1-phosphate synthase mRNA (mips g¢éAd353494) 874  99% (489) 0.0
Y
- BLASTX  Phaseolus vulgarimyo-inositol 1-phosphate synthase protein (CAH®&)55 325 100% (162) 7e-88
BLASTN  Medicago truncatulalone mth2-7h6, complete sequence (AC145156) 6638% @B86) 0.0
SSH_Pv_E4 385 26 - : -
BLASTX  Oryza sativéhypothetical protein OsJ_020094 (EAZ36611) 68.9 91% (35) le-10
SSH PV ES 382 ) BLASTN Vitis viniferacontig VV78X190503.7, whole genome shotgun seqe€Ad1466733) 105 69% (269) le-19
v
- BLASTX Vitis viniferahypothetical protein (CAN68148) 61.2 65% (44) 6e-29
SSH PV E6 315 5 BLASTN  Glycine maxcationic peroxidase 2 (Prx2) mRNA, complete cdsq39027) 497  94% (315) le-137
v
- BLASTX  Glycine maxcationic peroxidase 2 protein (AAC83463) 203  96% (104) 4e-51
SsH Py E7 205 5 BLASTN  Lotus corniculatusoltage-dependent anion channel 1.3 mRNA, compidse(AY316739) 206 77% (279) 3e-50
v
- BLASTX  Lotus corniculatusoltage-dependent anion channel 1.3 protein (AAT237 103  87% (58) 6e-21
BLASTN  Glycine maxcDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 527  100% (292) 8e-147
SSH_Pv_ES8 292 4 — : - - -
BLASTX Lilium longiflorumputative senescence-associated protein (ABO20851) 179  96% (85) 9e-44
BLASTN  Phaseolus vulgarisucrose synthase mRNA, complete cds (AF315375) 5099% (285) 2e-141
SSH_Pv_E9 285 18 - :
BLASTX  Phaseolus vulgarisucrose synthase protein (AAN76498) 195  98% (94) 9e-49
BLASTN Vitis viniferacomplete mitochondrial genome, cultivar Pinot radéme ENTAV115 (FM179380) 372 99% (209) 3e-100
SSH_Pv_E10 210 10 - — -
BLASTX  Arachis hypogaeaerine rich protein (ABH09320) 39.3 94% (19) 0.10

#Parentheses indicate the number of nucleotidemiroaacids for each clone used for the comparison
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3-3 Expression analysis of selected genes by semanqtitative RT-PCR

The five clones SSH_Pv_E1, SSH_Pv_E3, SSH Pv_EH, B% E7 and SSH_Pv_E9 were
used for semi-quantitative RT-PCR analysis in respef their putative identity. We
performed semi quantitatiMeT-PCR reactions with 25, 30 and 35 cycles. Exjpoasevels

of these five genes were compared between mutagkr@ind wild-type plants developing
seeds at 3, 5, 7, 10 and 12 DAA. The RT-PCR pradatt30 cycles (in order to keep
amplification in the log phase) were separatedgiarase gel (Fig. 15) and the band intensity
was quantified for each amplified fragment. Therespion level of all the genes is higher in
the wild-type samples in comparison to the mutagghsamples, except CYT where the level

of expression is almost equal in the both samples.

Wild-type Mutagenized Samples
35 71012 35 71012 DAA
PER Ll e 314 bp
cyr TEID ] 114bp
MIPS TS BT ¢50bo
vbac S e 175bp
- ———
RIA 185 2 T 169 hy

Figure 15 RT-PCR analysis at 30 cycles. RNAs were extradtedh wild-type (driver) and
mutagenized (tester) samples developing seeds B, B) and 12 days after anthesis (DAA). PER:
Cationic peroxidase, CYT: Cytochrome P450, MIPS:ofimositol 1-phosphate synthase, VDAC:
Voltage-dependent anion channel, SUS: sucrose asattPicture : SILUE S.

The figure 16 represents the ratios of the wildetggnal to the mutagenized samples signal
for each gene (W/M) at 30 cycles of PCR. Thes®sateflect the reduction factor of genes
expression in mutagenized samples: they range 1révh for CYT gene at 12 DAA to 20.32
for SUS gene at 3 DAA. For all the genes, the rdiid1 at 3 DAA is higher than the values
at the other days and generally the reduction olegexpression in mutagenized samples
decreases during seed development. This meangheéhaxpression of these five genes in

wild-type samples is more important at the begigrof seed development compared to that
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of mutagenized samples, and this difference ofesgion is less important at the end of seed
development. SUS, PER, and VDAC genes seem toebmdist affected in their expression in
mutagenized samples during seed development, V@€ and MIPS genes are the least
affected. For CYT gene, the reduction of expresgogven very minor with a very low ratio

WI/M (less than 2) at each period.

22
_5 20
@ 18
Q16
<
5 14
S 12
= 10
@)
) 6
g 4
= 2
0
PER CYT MIPS VDAC sus
mw3/M3 9.40 1,28 238 10,40 20,32
BW5/M5 1,40 1,12 1,19 1,52 10,80
EW7/M7 1,76 1,09 1,97 1,19 3,33
EIW10/M10 1,48 1,09 1,51 1,12 3,96
EWI12/M12 1,11 1,04 1,09 111 1,16
GENES

Figure 16 RT-PCR products quantitication at 30 cycles ot PCRe graph reflects the reduction
factor of genes expression in mutagenized sample3, &, 7, 10 and 12 DAA. PER: cationic
peroxidase, CYT: cytochrome P450, MIPS: myo-indsitephosphate synthase, VDAC: voltage-
dependent anion channel, SUS: sucrose synthasejutdigenized samples, W: Wild-type samples.

The values were normalized to the levels of 18SARERror bars represent the standard error (SE).

4 Discussion

The aim of this study was to identify, within an BEMnutagenized collection of common
bean, plants deficient in seed development; and thesolate genes differentially expressed
in degenerate seeds using the Suppressive Subraklybridization technique. Seed

development in higher plants suchfaabidopsisrequires a coordinated differentiation of the
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embryo proper, suspensor, endosperm tissue, addceat Many genes must be expressed as
the zygote divides in a regulated manner, complet@gphogenesis, and differentiates into a
mature embryo capable of surviving to desiccatiod producing a viable plant (McElvet

al. 2001). Disruption of these major genes could distbe normal development of the seeds
and then lead to the embryo abortion (Elsé¢ral. 2000; Bommert and Werr 2001).
Embryogenesis gene products identified to dateudecla wide array of metabolic enzymes
(Lukowitz et al.2001), transcription factors (Lota al. 1998), chloroplast and mitochondrial
proteins (Apuyaet al. 2001), and proteins required for vesicle traffick(Rojoet al. 2001).

This study allowed us to isolate 10 gene fragmemsoding proteins likely to play an
essential role in the development of seeds. The nepsesented were hypothetical protein
(26%), sucrose synthase protein (18%), cytochro®&0Rorotein (16%) and serine rich
protein (10%). Among the 10 genes identified, clitome P450, cationic peroxidase,
voltage-dependent anion channel, sucrose synthadengo-inositol 1-phosphate synthase
genes have been particularly investigated in watwith their involvement in seed
development and the effect of their mutation o setvival (Noordermeeet al. 2001; Chiu

et al. 2006; Loewus and Murthy 2000; Andrews al. 2002; Wanget al. 2006). Specific
primers were designed from their sequences andinsed-PCR study in order to compare
their expression signal between the wild-type ahd tnutagenized plants during seed
development. We observed a reduced activity of ehgenes in developing seeds of
mutagenized plants.

In higher plants, the cytochromes P450s catalyméda range of reactions. They constitute
the largest group of enzymes associated with wiwading and pest resistance (Noordermeer
et al. 2001), synthesis of secondary metabolites andt @agnal molecules during cell
differentiation, organogenesis in response to envirental cues (Bolwekt al. 1994), but
without any effect in embryo abortion. The mutatiaf P450 (CYP724B1) in rice known as
dwarfll give dwarfed plants with reduced seed length dueytochrome activity reduction
(Tanabeet al. 2005).

Sucrose Synthase is implicated in many aspectslasit pnetabolism (Chiwet al. 2006).
According to Rochat and Boutin (1992), this enzyialitates the interconversion of starch
and sucrose and thus buffers the supply of carbalgdo the developing embryo in pea
seeds. Craigt al. (1999) showed the reduction of SUS activities éaqug4 mutants affects
embryo development. This reduction is caused byiat pnutation at position 1757 of the

sequence where the G/C in the wild-type has beanggd to A/T.
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The MIPS enzyme catalyzes the myo-inositol proaugta product which can be converted
into phytic acid (phytate). Myo-inositol entersardn array of biochemical reactions having
diverse functions in cellular metabolism such aswgh regulation, membrane biogenesis,
osmotolerance, signal transduction, hormonal hotasizs and stress protection (Loewus and
Murthy 2000). Mutations in MIPS genes are repotteceduce phytate level in the seeds, but
do not lead to the abortion of all the seeds (Lartcal. 2000; Wilcoxet al. 2000). However,
according to Nunest al. (2006), total silencing of soybean MIPS gene (Gia§1l) leads to
the abortion of all soybean immature seeds.

Plants contain three classes of heme peroxidaseisciv2004). The classical plant class 1l
peroxidases are targeted via the endoplasmic hetic(ER) to the outside of the plant cell or
to the vacuole. The high number of isoenzymes &ed remarkable catalytic versatility
allow them to be involved in a broad range of pblxgiical and developmental processes all
along the plant life cycle (Andrewet al. 2002; Passardit al, 2005). Gijzen (1997) showed
that the Ep locus severely affects the amount tafl {weroxidase enzyme activity in soybean
seed coats. Analysis by RNA blot hybridization r@gethatepeprecessive mutants have
drastically reduced amounts of peroxidase transccpmpared to EpEp plants. The
peroxidase mMRNA is abundant in seed coat tissuégpgp plants during the late stages of
seed maturation.

The voltage-dependent anion channel (VDAC), a mpjotein of the mitochondrial outer
membrane, forms large (diameter 2.5-3 nm) voltageejpores and is thought to provide the
major pathway for metabolite flow through the outeembrane (Colombini 1979; Mannella
and Colombini 1984). Mitochondria supply cellulareegy and are involved in a range of
other processes, such as signaling, cellular @iffiéation, cell death, as well as the control of
the cell cycle and cell growth (McBrids al, 2006). Mutations in VDAC genes could disrupt
mitochondria functions and affect the energy supplyrequired for cell live. All these
constraints could lead to plant embryo abortion.

The five genes described above are expressed ds seel are important for cells survival,
and mutations in these genes cause a reductioheof dctivities in developing seeds. As
shown above, mutations in SUS gene and total siignm MIPS gene affect embryos
development and lead to their abortion. In our caseobserved a reduction of expression of
all the five genes in mutagenized samples.
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5 Conclusion and prospects

We isolated plants deficient in seed developmenhfEMS mutagenized seeds of common
bean. Embryos from these seeds stopped growinlatlgr, heart and cotyledon stages and
aborted before maturity; abnormalities were obskrire suspensor and cotyledons. The
Suppressive Subtractive Hybridization allowed usstdate cDNAs fragments differentially
expressed in developing seeds of the mutagenizawotspl The cDNAs were cloned and
sequenced. BLAST sequence homology analysis revd#élegroups of proteins encoded by
these cDNAs. RT-PCR reactions were performed talystthe expression pattern of
cytochrome P450, myo-inositol 1-phosphate synthaserose synthase, voltage-dependent
anion channel and peroxidase on RNA extracted fdmveloping seeds of wild-type and
mutagenized plants. We can conclude that theseg@res are involved in the process of
embryogenesis and they are down regulated in algosteeds. Meanwhile, we do not know
whether one of these genes is directly respon&iblne observed mutation.

In further experiments, the five genes revealeduninvestigations will be used as probes to
follow the spatial expression pattern in the mutézed and wild-type embryos during seed
development by using tha situ hybridization (ISH) technique. ISH is a sensitteehnique

for the detection of gene expression at the cellelel (Dreaet al, 2005).
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES



Conclusions générales

Au terme de ce travail, il nous semble nécessareadpeler les différents objectifs de cette
étude et d’en tirer les principales conclusionsadumiéere des résultats que nous avons
obtenus et d’émettre les perspectives pour dedstimvestigations.

L’objectif principal de ce travail était d’isolert @e caractériser des genes differemment
exprimés chez les embryons en voie d’avortementjoat nécessaires au développement
normal des embryons. Pour ce faire, nous avons danpremier temps sélectionné des
génotypes deP. vulgaris P. coccineuset P. polyanthusqui ont une bonne aptitude a la

combinaison lors des hybridations interspécifiqidsus avons ensuite mis en évidence des
embryons en cours d’avortement a partir des hyboids interspécifiques et de la mutagenese
induite & 'TEMS. Ces embryons ont été caractértasous avons identifie des fragments de
génes differemment exprimés chez ces derniers iésant la technique de I'hybridation

soustractive suppressive.

Les principales conclusions de ce travail peuvenesésumer comme suit :

Des génotypes des espedesvulgaris P. coccineuset P. polyanthusont été sélectionnés
pour leur bonne aptitude a la combinaison.

Au cours des travaux d’hybridation, nous avonso#ffé au total 1671 hybridations dont 938
croisement$. coccineus x P. vulgaret 733 croisemen®. polyanthus x P. vulgari€hez la
combinaisonP. coccineus x P. vulgari¢e taux de gousses avortées au dela de 8 JAP étai
d’environ 13%. Nous avons obtenu quelques goussdsres supposees hybrides. Elles sont
issues des croisements suivant : NI889 x NI637NIB89 x G21245 (3), NI16 x NI637 (3) et
NI1111 x G21245 (1) soit un taux de 0,96% d'obtmtide gousses hybrides. Chez la
combinaisorP. polyanthus x P. vulgari¢e taux de gousses avortées au-dela de 8 joaits ét
d’environ 19%. Une seule gousse mature hybridesigsucroisement G35348 x G21245 a été
obtenue soit un taux de 0,14% d'obtention de gaudsrides. Les graines de certaines
gousses hybrides (deux graines d'une gousse NI&S®1245, la graine de la gousse
NI1111 x G21245 et trois graines de la gousse G8%3321245) ont été semées pour
vérifier le caractere hybride des plantes issuesedegraines. Parmi les graines issues de ces
gousses hybrides, seules deux graines des croise B89 x G21245 et G35348 x G21245
ont donné des plantes présentant des caractéestigifférentes de ceux des parents
respectifs. Ces différences ont été mises en ésidan moyen des caracteres morphologiques

99



(couleur des fleurs et des graines, tailles demesa et du marqueur microsatellite BM160.
Les autres graines ont donné des plantes identiguesplantes meres de. polyanthus
(G35348) et d&. coccineugNI889). Ces graines proviennent donc d’autoféatiods.

Les difféerents génotypes retenus pour leur bontieudp a la combinaison, en tenant compte
des taux d’avortement au dela de 8 jours apresllaigation, sont les suivants : NI637 et
G21245 pourP. vulgaris NI889 et NI16 pourP. coccineus NI1015 et G35348 pour
P. polyanthus

Des embryonsPhaseolusen cours d’avortement ont été isolés et caractéés.

Ces embryons étaient soit issus des croisentent®ccineus x P. vulgariéNI16 x NI1637),
soit obtenus a la suite de la mutagenese a 'EM8icage sur le génotype BAT93 de
vulgaris Ces différents embryons se caractérisent paedesialies observées au niveau des
cotylédons et du suspenseur. lls présentent aussetard de croissance. Les anomalies
cotylédonaires se manifestent de différentes facoostylédons fusionnés, cotylédons
surnuméraires, ou cotylédons de taille difféeref@es anomalies concernent les hybrides
interspécifiques et les plantes issues de la monémge Chez les embryons issus de la
mutagenese a I'EMS, nous avons observé des anamalieniveau du suspenseur : les
suspenseurs étaient de plus grande taille quedesiembryons normaux, entrainant ainsi un
retard de croissance de ces embryons et leur avente La mutagenése a 'EMS s’est donc
révélée une méthode efficace pour I'obtention detals déficientes dans la production de

graines normales.

Le caractére « avortement des embryons » chez lgglividus issus de la mutagenese a
'EMS serait a hérédité maternelle et gouverné paun allele récessif.

Le déterminisme génétique du caractere « avortemhemtembryons » a été évalué sur des
hybrides F2 issues des croisements entre les plafitdérét issues de la mutagenese et des
plantes non mutagenisées du génotype BAT9B.dailgaris L'analyse de la F1 montre que
la transmission de ce caractere est maternelldocsgue les plantes mutées sont utilisées
comme parents femelles, toutes les graines F1 pesdavortent avant la maturité comme
c'est le cas chez les plantes mutées. Par contsgue ces plantes sont utilisées comme
parents males, toutes les graines F1 produitegeatria maturité, germent et donnent des
plantes F2 fertiles. Au total 96 plantes F2 ontaigervées pour déterminer la proportion de

plantes normales et la proportion de plantes anesn€ette analyse a révélé une ségrégation
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mendélienne 3:1 de plantes normales et de plantasnales, montrant ainsi que ce caractéere

serait gouverné par un allele récessif.

Des ADNCc difféeremment exprimés dans les graines aoie d’avortement ont éte isolés.

Des ADNc difféeremment exprimés dans les grainesy@e d’avortement ont été mis en
évidence en utilisant la technique de la SSH. Nétugle SSH s’est faite a partir de graines
issues des hybridations interspécifiques ou elbes &gées de 20 jours ; et de graines issues
de la mutagenese chimique a 'EMS ou elles sontsigé 12 jours. Ces ADNc codent pour
des protéines qui seraient impliqguées dans le dgpement des graines. Six protéines ont été
mises en évidence dans les échantillons issus desdations interspécifiques dont la
principale protéine est le cytochrome P450. LesesUWADNCc codent pour des protéines ayant
des homologies avec des protéines hypothétiquest (Bs protéines liées a la sénescence (3).
Chez les graines issues de la mutagenése par coixtigrotéines ont été identifiées dont les
principales protéines sont le cytochrome P450, ja-mositol 1-phosphate synthase, la
peroxidase cationique, le voltage-dependent anmammel et la sucrose synthase. Les autres
ADNCc codent pour des protéines ayant des homolagyies des protéines hypothétiques (2),
une protéine liée a la sénescence, une protéinétd®ransposon et une protéine riche en
sérine. Certains ADNc des deux échantillons cogent les mémes types de protéines. Ce
sont le cytochrome P450 et les protéines liéessénascence. L'ADNc SSH_PcPv3 issu des
hybridations interspécifiques et TADNc SSH_Pv_E8u de la mutagenése ont une identité
de 86%. lls codent pour des protéines qui ont deaoiogies avec la protéine liée a la
sénescence de I'espécdium longiflorumavec des identités de 76% et 85% respectivement.
Les autres types de protéines identifiées et comsanx deux échantillons appartiennent a
des especes différentes.

Les différences observées dans le nombre et ledgpgarotéines identifiees chez les graines
issues des hybridations interspécifiques et lemegsaissues de la mutagenése peuvent étre
dues a différents facteurs :

- le type de graines utilisées : les graines issiesshybridations interspécifiques contiennent
deux matériels génétiques venant de chacun despdearts, tandis que les graines issues de
la mutagenése ne contiennent qu’un seul type dérielagjénétique qui a été modifié par une
mutation ;

- 'age des graines : chez les hybrides interspp@t, I'expérience a été conduite sur les
graines agees de 20 jours, alors que des graing® pbeirs ont été utilisées chez les mutants.

Dans les graines normales, certains genes qui es@rimés en début de développement
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peuvent ne plus étre nécessaires au stade de laati@. On aura donc plus de génes
exprimés dans une graine agée de 12 jours queudarsutre agée de 20 jours.

L’expression des cing principaux cDNA identifiésndales graines en cours d’avortement
issues de la mutagenese a été étudiée au coudsvdloppement. Cette étude montre que les
ADNCc identifiés sont présents dans les graineB.deulgarisau cours de leur développement.

Les niveaux d’expression de la plupart de ces ABdIt plus faibles chez les individus issus

de mutageneése comparés aux individus normaux atestl plus marqué chez les graines
agees de 3 jours. Seul le niveau d’expression thckhyome P450 semble étre identique chez
les deux échantillons.

Chacun de ces génes pourrait étre touché par latiotsoit au niveau de leur séquence
codante, soit au niveau de leur promoteur. La nautgbourrait aussi toucher un géne qui

régule I'expression de ces différents géenes.
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Perspectives

Le travail que nous avons réalisé et qui s’insdehs le cadre général de I'étude sur le
développement embryonnaire cliéizaseolusa permis de caractériser des embryons en cours
de dégénérescence issus des hybridations intefigpési et de la mutagenése induite. Il a
permis ainsi d’identifier des génes impliqués dendéveloppement normal des embryons.
Au vu des différents résultats obtenus au coursette étude, nous proposons quelques voies

pour de futures recherches :

Les hybridations interspécifiques

Afin d’accroitre les taux de réussite des hybrumtadi interspécifiques entfe vulgariset les
deux autres especés coccineuset P. polyanthusla technique du mélange de grains de
pollen (Laterrot, 1983) des génotypes males et lem@ourrait étre envisagée pour une
meilleure réussite des croisements. L’associatienla technique de grains de pollen
prégermeés et/ou celle du cut-style (Gurusaghyal, 2007) a celle du mélange de pollen

pourrait également apporter de meilleurs résulbassdes hybridations interspécifiques.

Les plantes d’intérét obtenues par mutagenese

Les plantes qui produisent des graines avortanitdaamaturité et obtenues par mutagenese
chimique représentent un matériel intéressant gdesr études sur le développement
embryonnaire chezPhaseolus Puisque le caractere « avortement des embryoest»
maintenu dans les descendances des croisementkesydantes normales, des modifications
du caractére peuvent étre observées au cours desments. Des études histologiques
complémentaires pourraient étre envisagées poutifiee les différentes classes d’anomalies
qui apparaissent au cours des générations. Onpaniexemple que che&. thaliana et

Z. maydifférentes classes de mutants embryons défectuaugté mis en évidence.

La régénérationn vitro de ces embryons sur difféerents milieux de cultpoairrait étre
envisagée afin de sélectionner dans un premierdempnilieu de régénération adéquat pour
ces embryons en voie d’avortement ; et ensuitediiitentifier les anomalies présentes chez
les plantules qui seraient obtenues a partir deseogbryons défectueux. Par exemple, les
mutations dans le géne FACKEL ch&mbidopsisaffectent I'hypocotyle. La régénération
vitro de ces embryons mutarfeckel donne des plantules ayant les cotylédons directeme

rattachés a la racine (Ducreux, 2002).
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Le déterminisme génétique du caractére « avortemerles graines »

Pour le déterminisme génétique du caractere « @wert des graines », I'analyse de la
population F2 pourrait étre complétée par une aeabjes descendants backcross issus du
croisement entre les plantes d’'intérét issues deutagenese et les hybrides F1. Ces hybrides
F1 sont issus du croisement entre les plantesédénhtqui ne produisent pas de graines
matures et les plantes normales non mutagénisekema@yse de cette descendance donne les
proportions 1 : 1 de plantes normales et de planieproduisent des graines avortant avant la
maturité, cela confirmera les résultats obtenuB2r_’étude des descendants F3 issus des 73
plantes F2 au phénotype normal pourrait étre amssagée. Parmi ces plantes F2, on devrait
avoir 1/3 de plantes homozygotes normales et 2/Blalgtes hétérozygotes. Pour confirmer
les résultats obtenus en F2, les descendants FB/8lele plantes F2 homozygotes normales
présenteront tous un phénotype normal ; tandislepidescendants F3 des 2/3 de plantes F2

hétérozygotes représenteront 3/4 de phénotype hetri&t de phénotype anormal.

Les ADNCc différemment exprimés dans les graines eivie d’avortement

La technique de la SSH nous a permis de mettrevaterece des ADNc différemment
exprimés dans les graines en voie d’avortemenétetde a été faite a partir des graines agées
de 12 jours pour la mutagenese induite et des egaigées de 20 jours pour les hybridations
interspécifiqgues. Comme le montrent les annexes2] kes séquences de ces ADNc ont des

extremités 5’ : AC et 3’ : GT qui correspondent daauts générés par la digestion de

GTAC...3

CATO. 5 . L'igdtion d’autres enzymes de restriction générasit de

'enzyme Rsagi

bouts francs telles que : Alti:'" AGCT.. f , Afel jﬁgg:ggl 3 tce permettrait
d’isoler d’autres ADNCc différents de ceux déja misévidence.

Les graines dd’haseolusagées de 12 jours contiennent des embryons quiaorstade
cotylédonaire ageé et entament leur phase de maturdfutilisation de graines agées de 3
jours ou les embryons sont au stade globulaireeogrdines agées de 8 jours ou les embryons
sont au stade cordiforme permettrait d’isoler d@sitADNc différents de ceux déja mis en

évidence avec des graines agées de 12 et 20 jours.
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Les séquences complétes des ADNc identifiés et itiBoation des mutations ponctuelles

Les séquences des ADNc que nous avons mis en éeidencours de cette étude ne sont que
des séquences patrtielles. Elles pourront senardlermination des séquences compléetes des
différents ADNc correspondants par [l'utilisation da technique RACE-PCR (rapid
amplification of cDNAs ends PCR, amplification rd@id'extrémités d'’ADNc PCR). Cette
technique permet a partir des ARN et d’amorces ifigges a la séquence partielle d’'un
ADNc donné, la synthese des extrémités 5P et 3'd@d4 ADNc complets. Lors de la
5’'RACE-PCR, apres synthese de TADNc monocaténaine, queue polyG ou polyC est fixée
a I'extrémité 3'OH. L’ADNc monocaténaire ainsi méidiest alors amplifié par PCR a l'aide
de I'amorce spécifigue de I'ADNc donné et d'une apeocomplémentaire du polyG ou
polyC. La 3' RACE-PCR consiste a synthétiser damgremier temps les brins d’ADNc par
la transcriptase inverse en utilisant comme amarceligonucléotide polyT contenant a son
extrémité 5P une séquence connue supplémentailigorfacléotide adaptateur) et
s’hybridant sur I'extrémité polyA de 'ARNm. Ensaiun fragment d’ADNc est amplifié par
PCR a l'aide d’'une premiére amorce s’hybridant &rséquence supplémentaire de
I'oligonucléotide adaptateur et d’'une seconde amsitybridant spéecifiquement sur TADNc
donné (Michaelet al, 1988 ; Damier & Tagu, 2003). Les deux fragmeriteous par la
RACE-PCR sont enfin caractérisés par séquencagedgberminer la séquence compléte de
'ADNc. Dans notre cas, deux types de séquenceletes d’ADNc seront synthétisés a
partir d’ARN issus des graines normales et de gmian voie d’avortement. Les deux
séquences seront comparées par alignement afientifier les changements de bases induits

par la mutagenese.

L’identification de nouveaux genes impliqués dansldéveloppement des embryons

Dans le chapitre Il de ce travail, nous avons gmés une série de genes impliqués dans le
développement de I'embryon de plantes modéles. Nmosis également identifié par la
technique du SSH des génes mis en cause chez lbegoarm en voie d’avortement issus des
hybridations interspécifiques et de la mutagenégeique a 'EMS. Ces ADNCc identifiés par
la SSH sont loin de représenter 'ensemble dessgpéeessaires au développement normal
des embryons. L'expression des différents genesQKNHEAT SHOCK PROTEIN, LIPID
TRANSFER PROTEIN, PASTICCINO, etc.) recensés auwitte lll pourrait étre étudiée
chez les embryons en voie d’avortement et cheziasryons normaux afin d’identifier de

nouveaux genes impliqués dans le développementahalel’embryon dé€haseolus
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L'étude des lieux d’expression des différents genédentifiés a I'intérieur des graines

Les différents ADNc isolés sont differemment ex@@ndans des graines en cours
d’avortement issues des hybridations interspéa@qet de la mutagenése induite par
comparaison a des graines normales. Il seraitess@nt de déterminer les lieux d’expression
de ces différents ADNc a l'intérieur des grainescaurs du développement de I'embryon en
utilisant la technique de I'hybridatian situ (Dreaet al, 2005) et de faire une comparaison
entre les graines en cours d’avortement et lesgsaiormales. Une comparaison pourrait étre
faite aussi entre les graines en cours de dégé@mdres venant des hybridations
interspécifiques et celles venant de la mutageimégate. Ces ADNc peuvent s’exprimer soit
au niveau de I'embryon, soit dans les structurésusude I'embryon.
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ANNEXES



1 Liste des séquences d’ADN complémentaires différenent exprimées
dans des graines hybride$. coccineusx P. vulgaris (NI16xNI637) en voie
d’avortement par rapport a des graines issues de dutofécondation du

génotype maternel NI16 dd>. coccineus

>SSH_PcPvl =clones 1, 2,5, 8, 10, 11, 12 et 13, 3 19 pb

5 ACGGGTCGTCGCGTGCCGGTCGGGGGACGGATTGGGAACGGGCCCTTTBGGGC
CCCGGGCGTCGAACAGTCAACTCAGAACTGGTACGGACAAGGGGRATTTRW TA
AAACAAAGCATTGCGATGGTCCCTGCGGATGTTGACGCAATGTGBTTAGIT&GCTCT
GAATGTCAAAGTGAAGAAATTCAACCAAGCGCGGGTAAACGGCGEBAGRAEACTC
TTAAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATCTAATTAGTGACGCGCATGARREGAGATTC
CCACTGTCCa@r_3

>SSH_PcPv2 = clone3, 293 pb

5 ACGAATACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTGTCGGGCCGTTAGGCCTTGBGAAGT
TAGAGGTGTCAGAAAAGTTACTACAGGGATTACTGGCTTGTGGCAGTTBATAACG
ACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGTDBSCCAAG
TGTTGGATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGTGAGCTGGGTTTAGAGBGATAGGT
TAGTTTTACCCTACTGATGACAGTGTCGCAATAGCAATTCAAICBTA

>SSH_PcPv3 = clone4, 315 bp

5 ACGAATACAAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTTTACTCCTTA®BLASKT
TAGAGGTGTCGGACCACTCACCACAGGGATAACTGGCTTGTCGCAETTTAIBGCG
ACGTTCCTTTCCCCCCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAMIETHRECAGG
TGTTGGATTGTTCACACACAAATAGGGAACGCTAGCTGGGGTTARALKGIRAAAGT
TAATATTAATCTACATGATGAAAGTATAGCAATAATAATTAAAAATAGTEGCTGGGA
CCACGCTA

>SSH_PcPv4 = clone6, 234 pb

5 ACGAGAGGAACCGTTGATTCACACAATTGGTCATCGCGCTTGGTTGABASGCC
GCGAAGCTACCGTGCGTTGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCAGSEATIGAAGC
GATGCGTGCGCCCGCCTTTTGTTTGCCGACCAGCAGTAGGGGCGII@ABIGCAC
GTGCCGTTGGTGACCCTCGTAAGGTGAATGAACCTTGCGAGATGCCTTGAA
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>SSH_PcPv5 = clone7, 111 bp

AGCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCGTGATTGGGGTAGATCATIGAFITCTTC
AACGAGGAATTCCTAGTAAGCACGAATAATCAGCTCGCGTTGAGTAC

>SSH_PcPv6 = clone9, 193 bp
TAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGGAGRLAT CCA
GCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTEGGAGTTGG

GTCGATCGGCCCGCCTCTGGTGTGCACCGGTCGGGTCGCCCCTTGABGCGGTCC
TGGCCTT
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2 Liste des séquences d’ADN complémentaires différanent exprimées
dans des graines en voie d’avortement issue de ldapte de deuxieme
génération sélectionnée suite a la mutagenese aMB du génotype BAT93

de Phaseolus vulgarigar rapport au génotype non muté

>SSH_PVEL, 619 pb
CTGGAAATCAGAATCAAACGAGCTTTTACCCTTTTGTTCCACACGBBATTTCTCGTT
GAGCTCATCTTAGGACACCTGCGTTATCTTTTAACAGATGTGCCEIXAMIF CCCC
ACCTGACAATGTCTTCCGCCCGGATCGACCGGCCGAAGCCGACCRRABLGHEAGGEG
GCAGCGCCCCGCTTCCGATTCACGGAATAAGTAAAATAACGTTAASGAI PMAGTCAC
TTTCGCTGTTTCCAGCTCCCACTTATCCTACACCTCTCAAGTCATRARCATAGACTA
GAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTCCGCCAAGCCTBIGCTGT
GGTTTCGCTGGATAGTAGACAGGGACAGTGGGAATCTCGTTAATOGBGUCCA CACT
AATTAGATGACGAGGCATTTGGCTACCTTAAGAGAGTCATAGTTACOGTCIACCCG
CGCTTGGTTGAATTTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCAGAMNATEZGTCAA
CATCCGCAGGGACCATCGCAATGCTTTGTTTTAATTAAACAGTCGGATIETCGT _

3’

>SSH_PVE2, 519 pb

5  ACAGGAATATTCACCTGTTGTCCATCGACTACGCCTTTCGGCCTGATIITAGS
CTCACCCTCCGTGGACGAACCTTGCGGAGGAACCCTTGGGTTTTOGGRGTATCA
CCAACGTTTGCGTTACTCAAGCCGACATTCTCGCTTCCGCTTCG TICATICACGCG
GGTCCTTCCCTCTAAGGCGGAACGCTCCCCTACCGATTCAATTTGACABIITCGG
CAGATCGCTTAGCCCCGTTCATCTTCGGCGCAAGAGCGCTCGATCHITBAGCAC
TCTTCCAAGGGTGGCTGCTTCTAGGCAAACCTCCTGGTTGTCTCTGBECTCCTTT
ATCACTGAGCGGTCATTTAGGGGCCTTAGCTGGTGATCCGAGCTRITGGACGATG
AAGCTTATCCCCCATCGTCTCACTGGCCGACCTTGACCCTTGTTAGTTAFATCTA
GTATTCAGAGTTTGCCTCGATTIGS’

>SSH_PVES, 489 pb
TGGTTGTTGGTCTTAATGACACCACGGAGAACCTCTTGGCTGCCGRBARAGAGGCT
GAGATTTCTCCTTCCACCTTGTTTGCCATTGCTTGTGTTACGGAABARGTCATCAA
CGGAAGCCCTCAGAACACTTTTGTCCCAGGGTTGATTGATTTTCGANRKAALETGTT
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TGATTGGAGGAGATGACTTCAAGAGTGGTCAGACCAAAATGAAATGGEAGETTTC
CTTGTGGGGGCTGGTATCAAGCCAACATCAATAGTTAGTTACAAGIRAAATAATGA
TGGTATGAATCTCTCTGCTCCACAAACCTTCCGTTCCAAGGAAATGAGTAACGTTG
TTGATGATATGGTCAACAGCAATGCCATCCTCTATGAGCCTGGT@AXEMACATGTT
GTTGTTATTAAGTATGTGCCTTACGTTGCGGACAGCAAGAGAGCGXBLGGAT

>SSH_PVE4, 385 pb

5  ACCTTTGATCCGTTGAGCGAGAGCCCTTCCACACGGGACTCCCGGATGBCTAT
CTTTCGTCTCTGTTCGACCAGTCGGTCTCACAGTCAGGCAGGCTTAABGCACACG

AGCAGAATCTTAGCTTGAGCCTACCTTCGCACACCTCCGTTACTG@GEBTCCGCC
CCAGATAAACTGCCCACCTCGCAGTGTCCCGCCCCCCCCCGAATRIGGGGETTAG
GCATCCTTAGACGAAAGAGTGGTCTTTCAGGATTGGTCGTTCTGRETIARTACCT

ATCCTACACATTCGATCAAGGTTGTCACTGCGAACTATAGTTAAGGEGGACTTACC
GTCTAGCCGTTGGTAC

>SSH_PVES, 382 pb
CATCAAAGGATCACTGTGACAAGGATTGCTATTTCCATCTGAGAAGARITTGACAG
CTTATTGCGACTCAGACTAGGGAGGTTGTCAGACAACTCGGAGATTGBTATTGTA
TTTTTCTTGGTTCCTCTATTATCTCATGAAAATTAAAAAAAATCAGEGT CAAGAT
CATCTGCAGAAGCAGAATACTGCGCGATGGACAATACTTGTTTGAAGBEAGGCGA
TATTTGTTGCAGGATTTAAAGCGACATTACATATAGCAGCAAACCRGARGRACGCA
CAAAACACATTGAGATAGACTGCCACATTGTGTGAGAAAAATTACBATAEIEAGTC
CTTTATATGT_3’

>SSH_PVES6, 315 pb

5 ACATTGAGACCATCAAAGAAGCTGTGGAAAGGGAGTGCCCAGGAGTIEIETUTC
GATATACTCGTTCTCTCTGCCAGAGATGGCATTGTTTCGCTAGGARGBTCCCTCT
TAAAACTGGAAGAAGGGATGGTAGAAGGAGCAGAGCTGATGTGGIBGAAGECAG
ACCACAATGAGTCCATTTCTTCAGTTCTTGACAAGTTTGGTGCCATBGEINCTCCC
GGGGTGGTTGCATTGCTTGGAGCACGCAGTGTTGGTAGAACCCARETIGIET GCA
CCGTTGT_3’
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>SSH_PVE7, 295 pb

5 ACACAGCATGCTCTGGACCCGTTAACGCACTTGAAAGCTCGGGTGAREARTTA
GGCTAGTGCTCTGATTCAGCATGACTGGAATCCAAGAACTCGTTTGIGIEIGGAGG
TGGATACTGGGGCCATCGGAAAGAGTGCAAAGGTTGGTCTCGCTGRAGCTITAGG
TATAGGCTTCTTGTTGTGGAGATAATAAGTTATTGTAGGGTTTCGCEBATGBACCTT
TGGTCCTTCATTTTGGAGCTATATCAATCTCTTGATATATTGGEGGBGT

>SSH_PVES, 292 pb

5  ACGAATACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTTTAGTCCTTAGBAGTT
TAGAGGTGTCAGAAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGGCBGTIRNAGCG
ACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGTBACCAAG
TGTTGGATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGTGAGCTGGGTTTAGAGBGRCAGGT
TAGTTTTACCCTACTGATGACAGTGTCGCAATAGTAATTCAACCTAG

>SSH_PVE9, 285 pb

5  ACCGTGTGATCAGTGACACCAGGGGAGCCTTTGTGCAGCCTGCAGBERATGAG
GGTTTGACAGTGGTTGAAGCCATGACTTGTGGGTTGCCAACATTTGCBATBGTGG
TCCTGCTGAGATCATTGTTCATGGAAAATCTGGCTTCCACATTGATCETEETGACC
GTGCTGCTGACCTCCTTGTTGAGTTCTTTGAGAAGTGCAAGGTTEGAGBCAGGGAC
ACCATCTCTCAAGCTGGTCTCCAACGTATTGGAGRGAA

>SSH_PVE10, 210 pb
ATCAGACTCTATACATCGTGTTACCACTTAGCAGAGTCCTGTGTTARRSAGTCGCT
ACCCCCTGGTATGTGCCGCTTTCCTAATCAAAAGATAGGAGAGCATCCCGRAGTT
ACGGGGTCATTTTGCCGAGTTCCTTCGACATGGTTCTCTCAAGCGATATAGIACT
TGTTAACCTGTGTCGGTTT@EEG’
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3 Liste des séquences nucléotidiques obtenues pemidaette these et

soumises a la banque de genes du NCBI

>EF672105, Phaseol us vul gari s voltage-dependent anion channel

MRNA, partial cds, 296 bp (SSH_Pv_E7)
ACACAGCATGCTCTGGACCCGTTAACGCACTTGAAAGCTCGGGTBWAKRAAITGGC
TAGTGCTCTGATTCAGCATGACTGGAATCCAAGAACTCGTTTCTAIGGBEAGGTGG
ATACTGGGGCCATCGGAAAGAGTGCAAAGGTTGGTCTCGCTGTETIIMIAGEGTA
TAGGCTTCTTGTTGTGGAGATAATAAGTTATTGTAGGGTTTCGCCATGEARBCTTTG
GTCCTTCATTTTGGAGCTATATCAATCTCTTGATATATTGGTGGGTGT

>EF660341, Phaseol us vulgaris -cationic peroxidase mMRNA,

partial cds, 315 bp (SSH_Pv_EB6)
ACATTGAGACCATCAAAGAAGCTGTGGAAAGGGAGTGCCCAGGALEITEETTGAT
ATACTCGTTCTCTCTGCCAGAGATGGCATTGTTTCGCTAGGAGGBTCCCATTTAA
AACTGGAAGAAGGGATGGTAGAAGGAGCAGAGCTGATGTGGTGGEAGBGATACC
ACAATGAGTCCATTTCTTCAGTTCTTGACAAGTTTGGTGCCATGGEAATTGCCGGG
GTGGTTGCATTGCTTGGAGCACGCAGTGTTGGTAGAACCCATTGTBIGRABCGACCG
TTTGT

>EF660340, Phaseol us vul gari s elongation factor 1-alpha (EF1-

a) MRNA, patrtial cds, 606 bp
GGCTTCTTCAGGATGTGTACAAGATTGGTGGTATTGGTACCGTGCBAGTGETGAA
ACCGGTGTCATCAAGCCGGGTATGCTGGTGACTTTTGCTCCCACAGEATTGAAGT
TAAGTCTGTTGAGATGCACCACGAGGCTCTCCTAGAGGCTCTTCCAATIBAGGCT
TCAACGTGAAGAACGTTGCTGTCAAGGATCTCAAGCGTGGTTTCGTRBCTTCAAG
GATGACCCTGCCAAGGAAGCTGCCAACTTCACATCCCAAGTCATAATCATGCTGG
CCAGATCGGAAATGGCTATGCACCAGTGCTTGATTGCCACACCTTGCAGATAAGT
TCGCCGAACTCGTGACCAAGATCGACAGGCGATCAGGTAAGGABSIEATRICAAA
TTTTTGAAGAATGGTGATGCAGGTTATGTTAAGATGATTCCAACCAAGGTUGGTTGA
AACCTTCTCTGAGTATCCTCCCCTTGGCCGTTTTGCCGTGAGGGACATBGABCGGTGG
CTGTCGGAGTCATCAAGAGTGTTGAGAAGAAAGACCCACTGGTGCAAG
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