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Introduction: importance des légumineuses

Environ 25% de protéine Excellent complément
dans les graines alimentaire

Nutrition de la plante

Bactéries Rhizobium

Fertilisation du sol




Introduction: le haricot commun (  Phaseolus vulgaris L.)

Plus importante espece du genre  Phaseolus
> 90% de la production mondiale de haricot

L'anthracnose )
(Colletotrichum lindemuthianum)

Rendements

Le charancon du haricot + Manque de variétés >

(Apion godmani Wagner) résistantes 0,59 t/ha en Afrique

< 1,63 t/ha dans les pays développés

La sécheresse




Introduction: amélioration du haricot commun

Hybridations interspécifiques
Transfert de nouveaux genes d’'une espece a une autr e

P. coccineus et P.polyanthus

P. vulgaris (?) x (P. coccineus ou P. polyanthus) (&)
30 & 70% de réussite

Retour vers les formes parentales

(P. coccineus ou P. polyanthus) (?) x P. vulgaris (&)
Meilleure transmission des caracteres

60% d’avortement précoce des embryons hybrides

Régénération de plantes hybrides

Culture d’embryons immatures agés de 7 a 33 jours




Introduction: amélioration du haricot commun

Causes des avortements des embryons hybrides

Alimentation anormale de I'embryon
Mauvais fonctionnement des tissus maternels
Malformation du suspenseur

Dysfonctionnement de génes indispensables a I'embry on

Objectifs de I'étude

Isoler et caracteriser des transcrits différemment exprimés chez les embryons en voie d’avortement
afin de mettre en évidence des genes impliqués dans le déroulement normal de 'embryogenése

1- Caractériser des embryons de Phaseolus en cours d’avortement

2- Identifier des ADNc différemment exprimés chez ces embryons en cours de dégénérescence

Deux types de matériels ont été utilisés

1- Les embryons en voie d’avortement issus des hybri dations interspécifiques

2- Les embryons en voie d’avortement issus de lamut  agenése chimique a 'lEMS (Ethyle Méthyle Sulfonate)




Développement embryonnaire chez  P. vulgaris BAT93

Représentation schématique du développement embryon naire de BAT93

Barres d’échelle: 0 & 3 JAA =100 um; 5& 8 JAA= 500 um; 12 JAA = 1000 pm

Aprés la 1 ére Embryon Embryon Embryon Embryon
division a 3 jours a5 jours a 8 jours a 12 jours



1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Identifier des génotypes compatibles

Phaseolus vulgaris (3): NI637 cultivé Brésil
BAT93 cultivé Colombie
G21245 sauvage Pérou
NI622 sauvage Pérou

Phaseolus coccineus (%): NI16 cultivé Rwanda
NI889 sauvage Mexique
NI1111 sauvage Guatemala

Phaseolus polyanthus (%): G35348 cultivé Mexique
NI1015 cultivé Guatemala
NI1123 sauvage Guatemala

Conditions de culture:
Cellules: 24/20C, 75% d’humidité, 12h de photopério  de
Serres: Septembre-Avril, 21/16,5C, 80% d’humidité




1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Pollinisations
Castration des fleurs femelles un jour avant 'ouve rture

Hybridation le méme jour ou le lendemain

Caractérisation
Suivi de la croissance des gousses avant et apres 8 jours
Embryons en cours d’avortement

Plantes issues des hybridations




1: Caractérisation des embryons

1-1 Hybridations interspécifiques

Résultats des croisements

Phaseolus en cours d’avortement

P. coccineus (9) x P. vulgaris (&)

Croisements

Nombre

Gousses avortées apres pollinisation

Gousses matures

interspécifiques d’hybridations A 8 jours Aprés 8 jours
PC (?) x PV Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage
NI889 x NI1637 58 48 82,76 8 13,79 2 3,45
NI889 x BAT93 24 24 100,00 0 0,00 0 0,00
NI889 x G21245 74 59 79,73 12 16,22 1)+ 2 4,05
Sous total 156 131 83,97 20 12,82 5 3,21
NI16 x N1637 464 410 88,36 51 10,99 3 0,65
NI16 x BAT93 113 100 88,50 13 11,50 0 0,00
NI16 x G21245 142 118 83,10 24 16,90 0 0,00
NI16 x N1622 10 10 100,00 0 0,00 0 0,00
Sous total 729 638 87,52 88 12,07 3 0,41
NI1111 x NI637 15 14 93,33 1 6,67 0 0,00
NI1111 x G21245 20 17 85,00 2 10,00 T 5,00
NI1111 x NI1622 18 14 77,78 4 22,22 (3 0,00
Sous total 53 45 84,91 7 13,21 1 1,89
Total 938 814 86,78 115 12,26 9 0,96




1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement
1-1 Hybridations interspécifiques

Résultats des croisements  P. polyanthus x P. vulgaris

Croisements Nombre Gousses avortées apres pollinisation .
interspécifiques d’hybridations A8 jours Aprés 8 jours Gousses matures
PP (9) x PV Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage
G35348 x N1637 240 200 83,33 40 16,67 0 0,00
G35348 x G21245 177 146 82,49 30 16,95 1 0,56
(G35348 x N1622 20 13 65,00 7 35,00 0 0,00

Sous total 437 359 82,15 77 17,62 1 0,23
NI1015 x NI637 159 123 77,36 36 22,64 0 0,00
NI1015 x G21245 50 37 74,00 13 26,00 0 0,00

Sous total 209 160 76,56 49 23,44 0 0,00
NI1123 x NI637 37 33 89,19 4 10,81 0 0,00
NI1123 x BAT93 15 15 100,00 0 0,00 0 0,00
NI1123 x G21245 25 22 88,00 3 12,00 0 0,00
NI1123 x NI622 10 8 80,00 2 20,00 0 0,00

Sous total 87 78 89,66 9 10,34 0 0,00
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement
1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation des embryons en cours d’avortement

Génotypes choisis
NI16 de P. coccineus

NI637 & BAT93 de P. vulgaris

Gousses agées de 20 jours
A: NI16
B: NI16xNI637

Embryon de NI16 agé de 20 jours Embryons de NI16 ageés de 20 jours Embryon de NI16 agé de 20 jours
issu d’'une autofécondation issus de I'hybridation avec N1637 issu de I'hybridation avec BAT93
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation phénotypique des hybrides issus des croisements P. coccineus (9) x P. vulgaris (&)
NI889 x G21245: 2 graines hybrides
NI1111 x G21245: 1 graine hybride qui n’a pas germé
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Graines et fleur du génotype maternel NI889 de  P.c. Fleur et graines du génotype méle G21245de  P.v.
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Fleur et graines de I'hybride F1 NI889 x G21245

12



1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation phénotypique des hybrides issus des croisements P. polyanthus (?) x P. vulgaris (&)

G35348 x G21245: 3 graines hybrides

1

1

1
1171

Graines et fleurs du génotype maternel G35348 de  P.p. Fleur et graines du génotype méle G21245de  P.v.

Fleur et graines de I'hybride F1 NI889 x G21245
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation moléculaire des hybrides issus des croisements
Marqueur microsatellite BM160
PCR sur ’ADN des plantes hybrides et ceux des plan  tes parentales

La révélation des fragments amplifiés sur un gel de polyacrylamide
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation moléculaire des hybrides issus des croisements P. coccineus (?) x P. vulgaris (&)

Gel de polyacrylamide de séparation des
fragments amplifiés par I'amorce BM160
sur I'ADN extrait des plantes

1: plante de P. vulgaris G21245
2, 3: plantes hybrides NI889 x G21245
4 : plante de P. coccineus NI889
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-1 Hybridations interspécifiques

Caractérisation moléculaire des hybrides issus des croisements P. polyanthus (?) x P. vulgaris (&)

Gel de polyacrylamide de séparation des
fragments amplifiés par I'amorce BM160 sur
I'ADN extrait des plantes

1 : plante de P. polyanthus G35348
2, 3, 4 plantes hybrides G35348 x G21245
5: plante de P.vulgaris G21245
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement
1-1 Hybridations interspécifiques

Pourcentage d’avortement des gousses au-dela de 8  ours dans les croisements
Génotypes femelles

Génotypes males NI637 et G21245

w
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I NI637 () O G21245 (3) B NI637+G21245

N
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NI1015 (23,4%)
G35348 (16,8%)
NI889 (15,2%)
NI16 (12,9%)
NI1123 (11,3%)
NI1111 (8,6%)
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Taux d'avortement des gousses > 8 JAP (%)
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NI889 NI16 NI1111  G35348 NI1015 NI1123

Génotypes femelles




1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement
1-1 Hybridations interspécifiques

Conclusions partielles

Génotypes compatibles

P. vulgaris: G21245, NI637
P. coccineus: NI889, NI16
P. polyanthus: (35348, NI1015

Embryons en cours d’avortement
Cotylédons malformés

Retard de croissance des embryons

Hybrides interspécifiques

NI889 x G21245 ~ 15% de rétention de gousses aprés 8 jours
G35348 x G21245 Mélange de graines hybrides et de graines autofécon  dées

Utilisation de la mutagenése induite dans I'étude d e I'embryogenése
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

EMS (Ethyle Méthyle Sulfonate)

Induction des mutations ponctuelles dans ’ADN

Favorise les transitions de type G/C AFT

Liaison = T
anormale i #g?lg Hybride
EMS ACGTG —
\ \ < = fETaa T
0. —_— ACATE
;jf-y TGTAG  Mutant
Ko 153 o PR I, B : ———
ACGTC Al Réplication
&8 pke aqs . o -=la S aa ada N
TEACAC Réplication TG P de 'ADN s L, o T .
o de 'ADN G .ACLTC
e r# (30 I TGO AG Sauvage
ACGTC »
™ TECAG

il p——

ACGTC

TGCAG Sauvage
RS S T T -

1ére génération aprés 2¢me génération aprés
la mutagenése la mutagenéese

Action de 'EMS sur ’'ADN
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Graines traitées
arEMS (M1)

Plantes de 1¢
génération (M1)

Graines de 2éme
génération (M2)

Plantes de 2¢éme
génération (M2)

“r;r ‘r;’f

‘&'Y‘&’%O

Principe de la mutagenese a 'EMS
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Traitement des graines
Université de Genéeve (Unité du professeur BROUGHTON )
Génotype BAT93 de P. vulgaris
30mM d’EMS sur 200 graines

Conditions de culture:

Cellules: 24/20C, 75% d’humidité, 12h de photopério  de

Caractérisation
Criblage de la 2éme génération de plantes
Recherche de plantes ne produisant pas de graines m  atures
Comparaison du développement embryonnaire

Déterminisme génétique du caractere avortement des graines
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Criblage de 365 plantes de 2éme génération (M2)

2 plantes présentaient le caractére recherché

Embryons normaux Embryons anormaux

Embryons aprés
la 1¢re division

Embryons agés de 3 jours

22



1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Embryons normaux Embryons anormaux

Embryons agés de 5 jours

Embryons agés de 7 jours
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Embryons normaux Embryons anormaux

Embryons agés de 10 jours

Embryons agés de 12 jours

Comparaison de I'évolution du suspenseur et de I'em bryon au cours du développement
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Longueur des embryons (um)

Evolution de la longueur des embryons au cours de | a croissance de la graine

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

Ages des échantillons (JAA)

Témoin —— Mutant
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Evolution de la longueur des suspenseurs au cours d e la croissance de la graine

3000

2000

1000 -

Longueur des suspenseurs (Um)

0 3 5 7 10 12
Ages des échantillons (JAA)
—— Témoin — Mutant
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

LongSus / LongEmb

Evolution du rapport longueur du suspenseur / longu eur de I'embryon

\
:

0 3 5 7 10 12
Ages des échantillons (JAA)

—— Témoin —— Mutant
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1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Déterminisme génétique du caractére avortement
Croisements entre les plantes témoins et les plante s d’intérét

L’analyse de la F1 montre que la transmission de ce caractere est maternelle

Sur un total de 96 plantes F2
73 plantes a phénotype normal
23 plantes a phénotype anormal

Proportion mendélienne 3:1

Le caractére serait récessif et gouverné par un cou  ple d’alléles




1. Caracterisation des embryons Phaseolus en cours d’avortement

1-2 Mutagenése chimique

Conclusions partielles

Identification de plantes qui produisent des graine S qui n'arrivent pas a maturité
Des embryons en cours d’avortement avec des suspens eurs et des cotylédons anormaux
Caractere a hérédité maternelle et gouverné par un  couple d’alleles récessifs

La mutagenese chimique est donc un bon outil pour | ‘étude de 'embryogenese

2- ldentification des ADNc différemment exprimés chez les embryons en cours de dégénérescence
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

SSH (Hybridation Soustractive Suppressive)

Déterminer les ADNc propres a I'échantillon d’'intéré t en éliminant les ADNc qu'il a en commun avec I'éch  antillon témoin
Tester: échantillon d’intérét, graines en voie d'a  vortement

Driver: échantillon témoin, graines normales
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez |

en cours de dégénérescence

Graines dégénérées Graines normales

ADNe "tester’” avec adaptatenr 1 ADNe "driver”

| l
! '

Q| — L. 1¢ hybridation

| e— (soustraction et normalisation)

!

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

a L ————
; ' 1

¢

¥ ¢

| 3. Elongation des extrémités
a

— b

c

I 4. Amplification par PCR avec = ot

a, b, d: pas d’amplification
c: amplification linéaire
e: amplification exponentielle

Grames dégénérées

ADNe "tester'” avec adaptatenr 2

es embryons

Enzyme Rsal

5 .. GTAC...%
3...CATG.. .5

a2

b2
c2

=

Amorce
P1 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3

Amorces
PN1 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3
PN2 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’

Principe de I'Hybridation Soustractive Suppressive
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

2-1 Hybridations interspécifiques

Génotypes choisis
NI16 de P. coccineus & NI637 de P. vulgaris
Tester: graines hybrides NI16xNI637 en cours d’avortement

Driver: graines autofécondées de NI16
1000 pb

200 pb

Embryons de NI16 agés de 20 jours
A: embryon issu d’'une autofécondation

B & C: embryons issus de I'hybridation avec N1637 Gel d’agarose de migration des
produits PCR aprés la SSH

Purification et clonage des fragments PCR

Fixation sur 2 membranes pour I'hybridation avec le s sondes Tester et Driver

32



2- ldentification des ADNc differemment exprimés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

2-1 Hybridations interspécifiques

Hybridation des fragments avec les sondes: réaction de dot blot

Visualisation des membranes aprés I'hybridation ave c les sondes

Séquencage des 13 clones spécifiques a I'échantillo  n Tester
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

Séquencage des clones et analyse des séquences
Séquenceur de type LICOR

Recherche d’homologies a l'aide des programmes BLAS T ((Basic Local Alignment Search Tool)

BLASTN: Séquences nucléotidiques - Base de séquences nucléotidiques

BLASTX: Séquences nucléotidiques traduites en proté ines - Base de séquences protéiques
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégenérescence

2-1 Hybridations interspécifiqgues

Résultats des recherches d’homologie dans labase d e données du NCBI

Clones Taille I'?echerch_e Meilleures homologies et numéros d’accession des sé quences Identité %
(pb) d’homologie

SSH_PcPv1 BLASTN Glycine max cDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 100 % (319)*
(1, 2,5, 8, 10, 320
11, 12 et 13) BLASTX Nicotiana tabacum cytochrome P450 (BAA10929) 84 % (51)
SSH PcPv2 BLASTN Glycine max cDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 96 % (293)

- 293

©) BLASTX Pisum sativum putative senescence-associated protein (BAB33421) 92 % (81)
SSH PcPv3 BLASTN Sesbania drummondii clone SSH-36_01_A09 T3 mRNA sequence (DQ465789) 84 % (315)

- 315

(4) BLASTX Lilium longiflorum putative senescence-associated protein (ABO20851) 76 % (82)
SSH PcPv4 BLASTN Sesbania drummondii clone SSH-62_02_C05_T3 mRNA sequence (DQ465815) 93 % (234)

- 234

(6) BLASTX Pisum sativum putative senescence-associated protein (BAB33421) 95 % (45)
SSH PcPV5 BLASTN Limonium bicolor 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (EU039827) 95 % (111)

- 111

(") BLASTX Vitis vinifera hypothetical protein (CAN65763) 82 % (23)
SSH PcPv6 BLASTN Cratylia argentea 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (AF525294) 98 % (193)

- 193

©) BLASTX Chlamydomonas reinhardtii hypothetical protein (XP_001698950) 100 % (30)

*: Les nombres entre parentheses représentent la longueur de I'alignement
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

2-2 mutagenese a 'EMS
Hybridation Soustractive Suppressive avec des grain es agées de 12 jours

Tester Driver PCR M
1000 pb

500 pb

100 pb

Gel d’agarose de migration des
produits PCR aprés la SSH

Purification des produits PCR et séquencage

Recherche d’homologie dans les banques de génes
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Résultats des recherches d’homologie dans la base d

e données du NCBI

Clones Taille I’Qecherch_e Meilleures homologies et numéros d’accession des sé quences Identité %
(pb) d’homologie

BLASTN Glycine max cDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 99 % (619) "
SSH_Pv_E1 618

BLASTX Lilium longiflorum cytochrome P450-like TBP protein (ABO20848) 91 % (84)

BLASTN Phaseolus vulgaris chloroplast, complete genome (EU196765) 99 % (519)
SSH_Pv_E2 519

BLASTX Oryza sativa retrotransposon protein (ABR26094) 94 % (55)

BLASTN Phaseolus vulgaris myo-inositol 1-phosphate synthase mRNA (mips gene) (AJ 853494) 99 % (489)
SSH_Pv_E3 489

BLASTX Phaseolus vulgaris myo-inositol 1-phosphate synthase protein (CAH68559) 100 % (162)

BLASTN Medicago truncatula clone mth2-7h6, complete sequence (AC145156) 98 % (386)
SSH_Pv_E4 385

BLASTX Oryza sativa hypothetical protein OsJ_020094 (EAZ36611) 91 % (35)

BLASTN Vitis vinifera contig VV78X190503.7, whole genome shotgun sequence  (AM466733) 69 % (269)
SSH_Pv_E5 382

BLASTX Vitis vinifera hypothetical protein (CAN68148) 65 % (44)

BLASTN Glycine max cationic peroxidase 2 (Prx2) mRNA, complete cds (AF039  027) 94 % (315)
SSH_Pv_E6 315

BLASTX Glycine max cationic peroxidase 2 protein (AAC83463) 96 % (104)

BLASTN Lotus corniculatus voltage-dependent anion channel 1.3 mRNA, complete ¢ ds (AY316739) 77 % (279)
SSH_Pv_E7 295

BLASTX Lotus corniculatus voltage-dependent anion channel 1.3 protein (AAQ8702 1) 87 % (58)

BLASTN Glycine max cDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 100 % (292)
SSH_Pv_E8 292

BLASTX Lilium longiflorum putative senescence-associated protein (ABO20851) 96 % (85)

BLASTN Phaseolus vulgaris sucrose synthase mRNA, complete cds (AF315375) 99 % (285)
SSH_Pv_E9 285

BLASTX Phaseolus vulgaris sucrose synthase protein (AAN76498) 98 % (94)

BLASTN Vitis vinifera complete mitochondrial genome, clone ENTAV115 (FM179  380) 99 % (209)
SSH_Pv_E10 210

BLASTX Arachis hypogaea serine rich protein (ABH09320) 94 % (19)

*. Les nombres entre parentheses représentent la longueur de 'alignement
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégenérescence

2-2 mutagenese a 'EMS

Résultats des recherches d’homologie dans labase d e données du NCBI

Clones Taille I?echerchg Meilleures homologies et numéros d’accession des sé quences Identité %
(pb) d’homologie
BLASTN Glycine max cDNA, clone: GMFL01-21-C10 (AK286061) 99 % (619)"
SSH_Pv_E1 618
BLASTX Lilium longiflorum Cytochrome P450-like TBP protein (ABO20848) 91 % (84)
BLASTN Phaseolus vulgaris myo-inositol 1-phosphate synthase mRNA (mips gene) (AJ 853494) 99 % (489)
SSH_Pv_E3 489
BLASTX Phaseolus vulgaris myo-inositol 1-phosphate synthase protein (CAH68559) 100 % (162)
BLASTN Glycine max cationic peroxidase 2 (Prx2) mRNA, complete cds (AF039  027) 94 % (315)
SSH_Pv_E6 315
BLASTX Glycine max cationic peroxidase 2 protein (AAC83463) 96 % (104)
BLASTN Lotus corniculatus voltage-dependent anion channel 1.3 mRNA, complete ¢ ds (AY316739) 77 % (279)
SSH_Pv_E7 295
o BLASTX Lotus corniculatus voltage-dependent anion channel 1.3 protein (AAQ8702 1) 87 % (58)
BLASTN Phaseolus vulgaris sucrose synthase mRNA, complete cds (AF315375) 99 % (285)
SSH_Pv_E9 285
BLASTX Phaseolus vulgaris sucrose synthase protein (AAN76498) 98 % (94)

*: Les nombres entre parenthéses représentent la longueur de I'alignement

Deux séquences ont été enregistrées dans la banque  de génes du NCBI
SSH_Pv_EG6, EF660341 pour la peroxydase cationique
SSH_Pv_E7, EF672105 pour la VDAC
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2- ldentification des ADNc difféeremment exprimes chez | es embryons
en cours de degéenéerescence

2-2 mutagenese a 'EMS

>SSH_PVES, 315 pb (EF660341)

5 ACATTGAGACCATCAAAGAAGCTGTGGAAAGGGAGTGCCCAGGAGTTGTTTCCTGTGCTGATATACTCGTTCTCTCTGCCA
GAGATGGCATTGTTTCGCTAGGAGGCCCCCATATCCCTCTTAAAACTGGAAGAAGGGATGGTAGAAGGAGCAGAGCTGATGT
GGTGGAAGAGTTCCTCCCAGACCACAATGAGTCCATTTCTTCAGTTCTTGACAAGTTTGGTGCCATGGGAATTGACACTCCCG
GGGTGGTTGCATTGCTTGGAGCACGCAGTGTTGGTAGAACCCATTGTGTGAAGTTGGTGCACCGTTTGT. 3

Alignement de la séquence SSH_PVEG6 avec deux séquen ces de la peroxydase cationique du soja Gm_p1l (AF03 9027, 94%)
et Gm_p2 (AF145348, 93%)

EvEG : EYerUdile: FCARARG : GG GTTGTTTCE CT e CTCETTCTCTCT \TGGCATTGTTTCE elep¥e : 105
Cm_pl : plek X BT GTTT 1 CT¢ GTT pXeley¥e : 10
Gm_ p2 : Elerhgye: I'C = e e ofe & G y CECRTTCT FXelerle : 1

EVEG
Cm pl : [&
Cm p2 : [g

EVEG
Cm _pl :
Cm_p2 :
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

2-2 mutagenese a 'EMS

Expression des genes au cours du développement des graines

Graines normales et graines anormales agées de 3,5 , 7,10 et 12 jours
Myo-inositol 1-phosphate synthase : MIPS
Sucrose synthase : SUS
Voltage-dependent anion channel : VDAC
Cytochrome P450 : CYT
Peroxydase cationique : PER

RT-PCR avec '’ARNr 18S comme témoin
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‘ 2- ldentification des ADNc difféeremment exprimes chez |

en cours de degéenéerescence

2-2 mutagenese a 'EMS

Expression des genes au cours du développement des
3 5

MIPS

SUS

VDAC

CYT

PEROX

ARNTr 18S

Niveaux d’expression des genes au cours du développ
chez les plantes témoins (n) et les plantes d’intér
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es embryons

graines

Quantification des bandes

Standardisation des quantités sur base du témoin
’ARNr 18S

Calcul du facteur de réduction (n/n”) au niveau des
graines issues de la mutagenese

ement des graines
ét (n") apres 30 cycles de PCR
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

2-2 mutagenese a 'EMS

Facteurs de réduction (S/M) de I'expression des gen

aux plantes témoins

Expression de S/ Expression de M
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es dans les graines des plantes d’intéréts par rapp  ort

Les niveaux d’expression de la plus part des
genes sont plus faibles dans les graines en
voie d’avortement

La réduction de I'expression est plus marquée
au début du développement des graines
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2- ldentification des ADNc differemment exprimeés chez | es embryons
en cours de dégénérescence

Conclusions partielles

Les séquences codent pour des protéines ayant des h omologies avec d’autres protéines connues

Cytochrome P450

Peroxydase cationique

Voltage-dependent anion channel

Sucrose synthase

Myo-inositol 1-phosphate synthase

Les ADNc identifiés sont présents dans les graines d e P. vulgaris
Leurs niveaux sont plus faibles dans les graines en cours d’avortement issues de la mutagenése

La réduction de I'expression est plus marquée au dé but de la croissance des graines
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Conclusions

1- Caractériser des embryons de Phaseolus en cours d’avortement

2- ldentifier des ADNc différemment exprimés chez ces embryons en voie d’avortement
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Conclusions

1- Caractériser des embryons de Phaseolus en cours d’avortement

Embryons issus des hybridations interspécifiques
Croisements NI16xNI637 et NIL6xBAT93
Cotylédons malformés

Retard de croissance de I'embryon

Embryons issus de la mutagenése chimique a 'lEMS
Génotype BAT93 de P. vulgaris
Cotylédons malformés et de petite taille
Suspenseurs malformés et de grande taille
Retard de croissance de I'embryon

Le caractére avortement des graines serait récessif  , a hérédité maternelle et
gouverné par un couple d’alléles
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Conclusions

2- ldentifier des ADNCc différemment exprimés chez ces embryons en voie d’avortement

Séquences identifiées
Croisement interspécifique NI16xNI637 et la mutagen ese a 'lEMS
Cytochrome P450
Peroxydase cationique (EF660341)
Voltage-dependent anion channel (EF672105)
Sucrose synthase

Myo-inositol 1-phosphate synthase

Expression des genes dans les graines issues de la mutagenese a 'lEMS
Les ADNCc identifiés sont présents dans les graines d e P. vulgaris
Leurs niveaux sont plus faibles dans les graines en cours d’avortement

La réduction de I'expression est plus marquée au dé but de la croissance des graines
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Conclusions

Des génotypes sélectionnés pour leur bonne aptitude a la combinaison

P. vulgaris: NI637 et G21245
P. coccineus: NI889 et NI16
P. polyanthus: NI1015 et G35348

Des plantes hybrides ont été obtenues

NI889 x G21245

(35348 x G21245

La mutagenese chimique a 'EMS a permis de produire des plantes dont les graines avortent avant la
maturité et ces plantes constituent un excellent ma  tériel pour I'étude du développement embryonnaire
chez le genre Phaseolus.
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Perspectives

Déterminisme génétique du caractére «avortement des graines»

Analyse de la descendance F3

Confirmation si 2/3 de plantes hétérozygotes et 1/3 de plantes homozygotes normales sur les 73 plantes

Séquences complétes des ADNCc et identification des m utations ponctuelles
Technique RACE (amplification rapide d'extrémitées d  'ADNCc)

Alignement des séquences

Identification de nouveaux genes impliqués dans le développement des embryons chez  Phaseolus
Enzymes a bouts francs: Alul, Afel, etc.

Genes déja mis en évidence chez les plantes modeles  (Heat Shock Protein, Lipid Transfer Protein, etc.)

Lieux d’expression des différents génes identifiés a l'intérieur des graines

Hybridation in situ: étude de I'expression spatiale
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Perspectives

Hybridations interspécifiques
Mélange de grains de pollen des génotypes males et

Prégermination des grains de pollen avant la pollin

Régénération des embryons en voie d’avortement issu

Mise au point d’'un milieu de régénération adéquat g

femelles

isation

s de la mutagenése chimique

ui servira en hybridation interspécifique
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