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HESPEELS Boris

Résumé

La culture de chicorée industrielle, Cichorium intybest affectée de fagon significative par

deux champignons : Eryriphe cichoracearum et Puccinia cichafin d’améliorer la

résistance de la chicorée contre les pathogénes, nous avons participé aux étapes préliminaires
nécessaire au développement des marqueurs moléculaires que de type Single Nucléotide
Polymorphism (SNP) utilisables en sélection variétale. Pour ce faire, notre stratégie a été de
caractériser le polymorphisme présent a I'origine de la sélection de la chicorée industrielle
pour préparer des outils utiles pour de futures études d’association.

Les analyses se sont focalisées sur une centaine de génes candidats. Notre intérét s’est porté
sur les genes NBS-LRR, sur une série de vingt-et-une séquences de chicorée potentiellement
orthologues de séquences de laitue associées a la résistance aux pathogenes (carte génétique
du CGPDB), sur des homologues des genes WAK et d’autres génes de résistance impliqués
dans les voies de réponses aux pathogénes. Ces génes candidats ont été mis en évidence dans
un jeu d’'unigénes de chicorée suite a de nombreuses analyses bioinformatiques basées sur

des recherches d’homologies, des recherches de domaines ainsi que des recherches
bibliographiques. La génération et I'exploitation poussée de banques de données locales se
basant sur les séquences d'Astéracée disponibles en ligne a également été réalisée.

Pour chaque candidat, des amorces ont été définies, vingt-sept séquences ont pu étre
amplifiées et la recherche de polymorphisme de type SNP dans une collection de cultivars
anciens a été entreprise expérimentalement pour dix d’entre elles grace a I'ECOTILLING.

Au terme de ce mémoire, nous disposons d’une liste de génes candidats, de paires d’amorces,
de procédures et de résultats préliminaires concernant le polymorphisme d’'une dizaine de
géenes impligués dans la réponse face aux pathogénes. Ces informations pourront, a terme,
servir a 'amélioration de la chicorée industrielle.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Janvier 2009
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Ref Name Target ADNc |ADNg |PCR condition |PCR
CS58 |1CiLEO093PatFw-spel beta-1,3-glucanase 353 bp [369 58°C 45" 35X  |ok
CS59 |1CiLEO093PatRv-sall beta-1,3-glucanase

CS60 |1CiLEO200PatFw-spel disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) 450 bp |1000 |55°C 45" 35X |ok
CS61 |1CiLE0200PatRv-sall disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)

CS62 |1CiLE0239PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 365 bp [363 58°C 45" 35X ok
CS63 |1CiLE0239PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS74 |2CiLEO090PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 369 bp |800 58°C 45" 35X ok
CS75 |2CiLEO090PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS76 |2CiLEO393PatFw-spel Leucine Rich Repeat family protein, similar to HcrVf2 431 bp [933 55°C 45" 35X ok
CS77 |2CiLE0393PatRv-sall Leucine Rich Repeat family protein, similar to HcrVf2

CS78 |2CiLRO010PatFw-spel disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) 450 bp [450 55°C 45" 35X ok
CS79 |2CiLRO010PatRv-sall disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)

CS90 |3CiLE0092PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 377 bp |400 58°C 45" 35X ok
CS91 |3CiLE0092PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS92 |3CiLE0149PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 351 bp |400 58°C 45" 35X ok
CS93 |3CiLE0149PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS94 |3CiLE0317PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 361 bp [450 58°C 45" 35X  |ok
CS95 |3CiLE0317PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS96 |3CiLE0362PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 352 bp [800 58°C 45" 35X  |ok
CS97 |3CiLE0362PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS112 |ACiLE0279PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 364 bp |380 58°C 45" 35X ok
CS113 |4CiLE0279PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS114 |4CiLEO402PatFw-spel disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) 403 bp [non 58°C 45" 35X
CS115 |4CiLE0402PatRv-sall disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)

CS126 |5CiLEO091PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 355 bp |400 58°C 45" 35X ok
CS127 |5CiLE0091PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS128 |5CiLE0114PatFw-spel MAPKK Kinase (EDR1) 471 bp

CS129 |5CiLE0114PatFw-spel MAPKK Kinase (EDR1)

CS130 |5CiLE0114PatRv-sall MAPKK Kinase (EDR1) 426 bp

CS131 |5CiLE0114PatRv-sall MAPKK Kinase (EDR1)

CS132 |5CiM5752PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 391 bp [600 58°C 45" 35X |ok
CS133 [5CiM5752PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS160 |7CiM6982PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 363 bp [400 58°C 45" 35X |ok
CS161 |7CiM6982PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS198 |9CiLE0310PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 388 bp |600 58°C 45" 35X ok
CS199 |9CiLE0310PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS200 |9CiLE0329PatFw-spel WRKY family transcription factor 397 bp |400 55°C 45" 35X |ok
CS201 |9CiLE0329PatRv-sall WRKY family transcription factor

CS202 |9CiLEO456PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 378 bp |500 58°C 45" 35X ok
CS203 |9CiLE0456PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS212 |3CiLE0473patFw-spel glycosyl hydrolase family 17 (beta-1,3-glucanase) 383 bp |400 58°C 45" 35X ok
CS213 |3CiLE0473patRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS216 |9CiM4990PatFw-spel putative lettuce orthologs associated with resistance 350 bp |400 58°C 45" 35X ok
CS217 |9CiM4990PatRv-sall putative lettuce orthologs associated with resistance

CS218 |NCBI1PatPatFw-spel AY153807.1 204 bp

CS219 |NCBI1PatPatRv-sall AY153807.1

CS220 |NCBI2 PatFw-spel 36078385.VIS 399 bp

CS221 |NCBI2 PatRv-sall 36078385.VIS

CS222 |NCBI3 PatFw-spel AY153812.1 263 bp

CS223 |NCBI3 PatRv-sall AY153812.1

CS224 [NCBI4 PatFw-spel AY153815.1 236 bp

CS225 [NCBI4 PatRv-sall AY153815.1

CS226 [NCBI5 PatFw-spel AY153817.1 207 bp

CS227 [NCBIS5 PatRv-sall AY153817.1

CS228 [NCBI6 PatFw-spel AY153822.1 423 bp 423 58°C45" 35X |ok
CS229 [NCBI6 PatRv-sall AY153822.1

CS230 [NCBI7 PatFw-spel AY153825.1 424 bp 1424 58°C45" 35X |ok
CS231 [NCBI7 PatRv-sall AY153825.1

CS242 |TIRNBSLRR1-Spel 08467385.VIS 416 bp 1400 ok
CS243 |TIRNBSLRR1-Sal1HF 08467385.VIS

CS244 |TIRNBSLRR2-Spel 13096385.VIS 300 bp

CS245 |TIRNBSLRR2-Sal1HF 13096385.VIS

CS246 |TIRNBSLRR3-Spel 15860385.VIS 377 bp

CS247 |TIRNBSLRR3-Sal1HF 15860385.VIS

CS248 | TIRNBSLRR4-Spel 17666385.VIS 371 bp

CS249 |TIRNBSLRR4-Sal1HF 17666385.VIS

CS250 |TIRNBSLRR5-Spel 22885385.VIS 423 bp

CS251 |TIRNBSLRR5-Sal1HF 22885385.VIS

CS252 |TIRNBSLRR6-Spel 25510385.VIS 368 bp

CS253 |TIRNBSLRR6-Sal1HF 25510385.VIS

CS254 | TIRNBSLRR7-Spel 26173385.VIS 378 bp

CS255 |TIRNBSLRR7-Sal1HF 26173385.VIS

CS256 |TIRNBSLRR8-Spel 28440385.VIS 378 bp

CS257 |TIRNBSLRR8-Sal1HF 28440385.VIS

CS258 | TIRNBSLRR9-Spel 28763385.VIS 369 bp

CS259 |TIRNBSLRR9-Sal1HF 28763385.VIS

CS260 |TIRNBSLRR10-Spel 28802385.VIS 415 bp

CS261 |TIRNBSLRR10-Sal1HF 28802385.VIS

CS262 |TIRNBSLRR11-Spel 30486385.VIS 407 bp

CS263

TIRNBSLRR11-Sal1HF

30486385.VIS




CS264 |TIRNBSLRR12-Spel 30861385.VIS 406 bp
CS265 |TIRNBSLRR12-Sal1HF 30861385.VIS

CS266 |TIRNBSLRR13-Spel 31129385.VIS 372 bp
CS267 |TIRNBSLRR13-Sal1HF 31129385.VIS

CS268 |TIRNBSLRR14-Spel 31299385.VIS 442 bp
CS269 |TIRNBSLRR14-Sal1HF 31299385.VIS

CS270 |TIRNBSLRR15-Spel 31352385.VIS 422 bp
CS271 |TIRNBSLRR15-Sal1HF 31352385.VIS

CS272 |TIRNBSLRR16-Spel 32538385.VIS 435 bp
CS273 |TIRNBSLRR16-Sal1HF 32538385.VIS

CS274 [TIRNBSLRR17-Spel 36078385.VIS 403 bp
CS275 |TIRNBSLRR17-Sal1HF 36078385.VIS

CS276 [TIRNBSLRR18-Spel FCLOO7E03.GB 445 bp
CS277 |TIRNBSLRR18-Sal1HF FCLOO7E03.GB

CS278 [TIRNBSLRR19-Spel RLNOO6AO1.FASTA 385 bp
CS279 |TIRNBSLRR19-Sal1HF RLNOO6A01.FASTA

CS284 |[CHICOWAKR1-Fw-Spel CHICO WAK RELATED CONTIG6745 494 bp [494 bp [58°C 45" 35X  [ok
5285 |CHICOWAKR1-Rev-SaIHF CHICO WAK RELATED CONTIG6745

5286 | CHICOWAK R2-Fw-Spel CHICO WAK RELATED CIC.EH691923 507 bp [507 bp [58°C 45" 35x  [ok
5287 [CHICOWAKR2-Rev-SallHF CHICO WAK RELATED CIC.EH691923

5288 |CHICOWAKR3-Fw-Spel CHICO WAK RELATED CONTIG4966 461 bp 58°C45" 35X |ok
5289 |CHICOWAKR3-Rev-SalHF CHICO WAK RELATED CONTIG4966

CS304 |CHICOWAKR4-Fw-Spel CHICO WAK RELATED CONTIG 5881 543 bp |450 bp ok
5305 |CHICOWAKR4-Rev-SallHF CHICO WAK RELATED CONTIG 5881

WAIT [CHICOWAKRS CHICO WAK RELATED CI.EH691833

5290 [NPR1-Fw-Spel Cich_inty.EH689598 NPR1 401 bp |410 bp ok
5291 [NPR1-Rev-Sal 1IHF Cich_inty.EH689598 NPR1

WAIT [JAR1 CONTIG7082

WAIT [MAPK4 CONTIG5419

WAIT [COI1 CONTIG3063

WAIT [JIN1 CONTIG9038

5292 [CHICOSUN1-Fw-Spel EH690542, disease resistance protein 517 bp
5293 |CHICOSUN1-Rev-SalHF EH690542, disease resistance protein

5294 [CHICOSUN2-Fw-Spel CIC.EH693729, NBS-LRR 619 bp
5295 |CHICOSUN2-Rev-SallHF CIC.EH693729, NBS-LRR

5296 [CHICOSUN3-Fw-Spel CIC.EH678163, NBS-LRR 659 bp
5297 |CHICOSUN3-Rev-SalHF CIC.EH678163, NBS-LRR

5298 |CHICOSUN4-Fw-Spel CONTIG4952, NBS-LRR 609 bp
5299 [CHICOSUNA4-Rev-SaIHF CONTIG4952, NBS-LRR

5300 |CHICOSUNS5-Fw-Spel CONTIG6761, disease resistance protein 592 bp
5301 [CHICOSUN5S-Rev-SallHF CONTIG6761, disease resistance protein

5302 |CHICOSUNG-Fw-Spel CIC.EH672777, NBS-LRR 502 bp
5303 |CHICOSUNG6-Rev-SalIHF CIC.EH672777, NBS-LRR

5306 [ CHICOSCAN1-Fw-Spel >Cich_inty. EH709933 WRKY 520 bp
5307 [CHICOSCAN1-Rev-SallHF >Cich_inty.EH709933 WRKY

€s308 [CHICOSCAN2-Fw-Spel >Cich_inty.EH709264 disease resistance 589 bp
5309 |CHICOSCAN2-Rev-SalHF >Cich_inty.EH709264 disease resistance

5310 |CHICOSCAN3-Fw-Spel >Cich_inty.EH709073 Mildew resistance 604 bp
5311 |CHICOSCAN3-Rev-SalIHF >Cich_inty.EH709073 Mildew resistance

€S312 |CHICOSCAN4-Fw-Spel >Cich_inty.EH708104 Mildew resistance 504 bp
5313 |CHICOSCANA4-Rev-SalHF >Cich_inty.EH708104 Mildew resistance

Cs314 |CHICOSCANS5-Fw-Spel >Cich_inty.EH706551 avr-9 529 bp
5315 |CHICOSCANS-Rev-SallHF >Cich_inty.EH706551 avr-9

5316 | CHICOSCANG-Fw-Spel >Cich_inty.EH703640 HR 433 bp
5317 [CHICOSCANG6-Rev-SallHF >Cich_inty.EH703640 HR

5318 |CHICOSCANT7-Fw-Spel >Cich_inty.EH703550 PR1 635 bp
5319 [CHICOSCAN7-Rev-SalHF  [>Cich_inty.EH703550 PR1

5320 [CHICOSCANS-Fw-Spel >Cich_inty.EH701710 TRANSCRIPTION FACTOR AP2 AVR-9  [522 bp
5321 [CHICOSCAN8-Rev-SallHF  [>Cich_inty.EH701710 TRANSCRIPTION FACTOR AP2 AVR-9

€S322 [CHICOSCAN9-Fw-Spel >Cich_inty.EH701125 Mildew resistance 500 bp
5323 |CHICOSCAN9-Rev-SalHF >Cich_inty.EH701125 Mildew resistance

€S324 |CHICOSCAN 10-Fw-Spel >Cich_inty.EH700709 desease resistance 520 bp
5325 |CHICOSCAN10-Rev-SalHF  [>Cich_inty. EH700709 desease resistance

5326 |CHICOSCAN11-Fw-Spel >Cich_inty.EH700393 ET response 525 bp
5327 |CHICOSCAN11-Rev-SalHF  [>Cich_inty.EH700393 ET response

5328 |CHICOSCAN 12-Fw-Spel >Cich_inty.EH699232 desease resistance 457 bp
5329 |CHICOSCAN12-Rev-SalHF  [>Cich_inty. EH699232 desease resistance

5330 [CHICOSCAN13-Fw-Spel >Cich_inty.EH695658 NBS LRR 401 bp
5331 [CHICOSCAN13-Rev-SallHF  |>Cich_inty.EH695658 NBS LRR

€s332 [CHICOSCAN14-Fw-Spel >Cich_inty.EH695155 ET response 511 bp
5333 |CHICOSCAN14-Rev-SalHF  [>Cich_inty. EH695155 ET response

5334 [CHICOSCAN15-Fw-Spel >Cich_inty. EH693800 WRKY 584 bp
5335 |CHICOSCAN15-Rev-SallHE  [>Cich_inty.EH693800 WRKY

5336 |CHICOSCAN 16-Fw-Spel >Cich_inty.EH693796 Mildew resistance 579 bp
5337 |CHICOSCAN16-Rev-SallHF  |>Cich_inty.EH693796 Mildew resistance

5338 |[CHICOSCAN 17-Fw-Spel >Cich_inty.EH692411 ET respnse 698 bp
5339 [CHICOSCAN17-Rev-SallHF  [>Cich_inty.EH692411 ET respnse

5340 |CHICOSCAN 18-Fw-Spel >Cich_inty.EH691945 WOUND-RESPONSE, AP2 502 bp
5341 |CHICOSCAN18-Rev-SallHF  [>Cich_inty.EH691945 WOUND-RESPONSE, AP2




Figure 1.1 : lllustration de 3 cultivars actuels de chicorée industrielleDe gauche a droite : Chicorée variété
améliorée verte, variété Catalogna et variété Pan di zucchero. Photos Groupement National Interprofessionnel
des Semences§ttp://www.gnis.fr)

Figure 1.2 : lllustration d’une fleur bleue deC. intybus. PhotoCompositae Genome Project Data Base
(http://cgpdb.ucdavis.edu/




Introduction

1 La chicorée industrielle

1.1 Présentation générale

La chicorée industrielleCichorium intybus fait partie de la famille de€ompositaé
AsteraceaeCette famille regroupe entre autres la laitue, le tournesol, le pissenlit, I'artichaut,
I'endive, ... Les fleurs sont bleues mais peuvent, dans de rares cas, étre blanches ou rosées
(Stoddart 2003). Les figures 1.1 et 1.2 illustrent la morphologie de plants de chicorée en
champs ainsi que les fleurs bleu€sintybusest présente principalement en Europe mais est
également retrouvée aux Etats Unis, en Australie et en Afrique du Sud. (Sulas 2004).

C. intybusest une plante pérenne diploide (2n=18). La chicorée industrielle est capable de
s’autoféconder. A l'origine, elle était cultivée pour sa racine qui était utilisée pour fabriquer
un ersatz du café. Aujourd’hui, la production de chicorée est principalement destinée a la
production d’inuline (un polymere d&1,2 fructose), une réserve de carbohydrates chez de
nombreuxAsteraceagKiers, Mes et al. 2000). L'inuline est une molécule a haute valeur
ajoutée, présentant de nombreuses applications et propriétés curatives. L’hydrolyse de
I'inuline permet d’obtenir un sirop de fructose, un exhausteur de goQt faible en énergie. Des
recherches médicales ont mis en évidence que la consommation réguliere d’inuline permet
une diminution du risque de développer un cancer du colon et entraine une diminution du
taux de cholestérol dans le sang (Cornelis 2003). L’inuline est également connue pour ses
propriétés anti-oxydantes (Rani 2003).

La chicorée industrielle est une plante biannuelle. Elle nécessite une phase de vernalisation
pour fleurir. Pour germer, les graines ont besoin d’un sol ayant une température supérieure a
10°C et une bonne humidité (Sorensen, Kiaer et al. 2007). La premiére année de culture, la
chicorée apparait durant les deux premiers mois comme une large racine produisant un grand
nombre de petites racines latérales, et présente une rosette de 6 a 8 feuilles. JUSgu'au 5
mois, la racine accumule de linuline dont la concentration peut atteindre 80% du poids sec
(Druart, De Roover et al. 2001). La production d’inuline était auparavant affectée par le
phénomeéne de montaison qui pouvait toucher jusqu'a 22,7% des plants en champs. Pour
monter a fleur, la plante avait recours aux nutriments stockés dans la racine et la teneur en
inuline de la racine baissait. Aujourd’hui, la sélection de nouvelles variétés a permis de
réduire ce probleme (Sorensen, Kiaer et al. 2007).

La chicorée est cultivée pour ses feuilles sous forme d’endive, aussi appelée chicon ou
chicorée witloof. Le chicon est obtenu aprés une induction florale et un développement floral
accéléré dans le noir (Quenon 2000).

1.2 Maladies foliaires de la chicorée industrielle

Les producteurs de chicorée industrielle sont confrontés a deux principales maladies affectant
le rendement des récoltes : I'oidium causé Exgsiphe cichoracearuret la rouille causée

par Puccinia cichorii Certains plants peuvent étre également touchés par la bactérie
Pseudomonas synringae et le champignon Alternaria (Cornelis 2003).



Le champignonErysiphe cichoracearunest le principal agent pathogene de la chicorée
industrielle. Il peut lourdement toucher la production en affectant I'activité photosynthétique
de la plante. L'infection de la plante par le pathogene est caractérisée premiérement par
I'apparition de taches blanches sur les feuilles qui vont croitre sur 'ensemble de la chicorée
jusqu’a la recouvrir d'un duvet blanchatre. La présence et le développement de ce
champignon sont favorisés par une humidité importante. Les premiers symptémes
apparaissent dans la seconde partie du mois d’aolt. La proportion de plants touchés et
I'impact sur les cultures varient chaque année. (Trdan, Valic et al. 2004). lllustration voir
figure 1.3.

La rouille visible sur les feuilles de la chicorée est causée par le champignon basidiomycéte
Puccinia cichorii. Cette maladie foliaire est trés peu décrite et peu de littérature scientifique
est disponible a son sujet. L'infection se caractérise par I'apparition de spores a la surface de
la feuille qui se présentent sous forme de taches brunéatres. L’augmentation de la surface de
ces taches entraine un flétrissement prématuré de la feuille. Le développement du
champignon est favorisé par un temps chaud et humide et se développe parallelement avec le
champignonErysiphe cichoracearumd’ou la difficulté de définir correctement son impact
propre sur la production (Hermann 2006). lllustration voir figure 1.4.

2 Interactions plantes- pathogenes

Il n'existe pas d'étude approfondie sur la résistance de la chicorée industrielle a ces
pathogenes. Vingt-et-une séquences de chicorée associées a des génes de résistance sont
disponibles dans la banque de données de NCBI et constituent les uniques informations dont
nous disposons actuellement sur le « systeme immunitaire » de la chicorée (Plocik, Layden et
al. 2004). Cependant, de nombreuses données sont disponibles chez des plantes modeéles
comme A. thaliana. Nous supposons qu& intybusprésente, au moins en partie, des
homologies avec le systeme de défengeabidopsis thaliana.

Les végétaux peuvent étre attaqués par une grande variété de pathogenes tels que des virus,
des bactéries, des champignons, des oomycetes, des insectes et des nématodes. Contrairement
aux animaux, les végétaux sont incapables de fuir leur agresseur et ne disposent pas de
cellules spécialisées dans la défense face aux pathogenes. Chaque cellule végétale doit des

lors étre capable de reconnaitre et de répondre a une attaque pathogéne (McDowell and
Simon 2008).

Pour se prémunir des pathogénes, la cellule végétale est protégée par une paroi cellulaire qui
lui assure une protection physique et chimique ainsi que par son systeme immunitaire qui se
divise en deux parties. D'une part, une résistance généralepaltegen associated
molecular patterns triggered immunitfPTIl); d’autre part, une réponse immunitaire
spécialisée nommeée effector-triggered immugtiyl).

Les PAMP sont des molécules conservées et vitales caractérisant les pathogenes. Ces
molécules peuvent difficilement étre modifiées et/ou supprimées sans affecter la survie du
pathogene. Le lipopolysacharide est une molécule intrinseque des bactéries gram négatives.
On y retrouve une partie extrémement conservée, le lipide A, qui est percu par la cellule
végétale comme un PAMP (Schwessinger and Zipfel 2008). Le flagelle bactérien est
€galement une structure indispensable a un grand nombre de bactéries. Le domaine conservé

2



et peu variable flg22 est reconnu parthaliana comme un PAMP (Zipfel and Felix 2005).

La terminologie PAMP est actuellement remplacée progressivement par d'autres
dénominations comme MAMPm(crobe associated molecular patteyr&ipfel 2008), ou

MIMPS (microbe induced molecular patternsar les réponses de défense peuvent étre
déclenchées par des molécules induites par la présence du pathogéne, pouvant ne pas
appartenir au pathogene lui méme (Mackey and McFall 2006). Certains pathogenes peuvent,
par exemple, sécréter des polygalacturonases ou des pectates lyases capables de dégrader la
pectine dans la paroi cellulaire végétale. Des récepteurs sont ensuite capables de reconnaitre
des fragments pectiques et les percoivent comme un signal d’activation du systeme de
défense (Humphrey, Bonetta et al. 2007).

Des récepteurs transmembranaires de type serine/thréonine kinase peuvent reconnaitre les
PAMP par leur domaine extracellulaire composé de structures riches en leucine (domaine
leucin rich repeatLRR). Ces récepteurs like kinase (RLK) sont capables, via I'activation de

la voie MAPK (nitogen activated protein kingseal’activer des défenses de la plante (Bittel

and Robatzek 2007) : la paroi est rigidifiée par la synthése de callose, il y a sécrétion de
phytoalexines, une série de protéines de défense sont sécrétées comme des chitinases,
protéases et glucanases qui peuvent sS’attaguer directement aux parois des
champignons/bactéries (de Wit 2007). La paroi est également renforcée par de la lignine - un
polymére de phénylpropanoide - et des protéines antimicrobiennes, comme les défensines,
peuvent étre sécrétées. La réponse la plus importante est la réponse hypersensible qui
correspond a une mort cellulaire dans la région ou le pathogéne a été détecté (Nurnberger,
Brunner et al. 2004).

La réponse générée par la détection de PAMP est généralement suffisante pour la
neutralisation du pathogene. Les pathogeénes ont toutefois évolué et des mécanismes ont été
sélectionnés pour échapper au systéme immunitaire de la cellule végétale. Bactéries,
champignons et oomycetes sont capables d’injecter dans le cytoplasme de la cellule végétale
des effecteurs qui vont inhiber les réponses de défense de la plante. Les bactéries gram-
négatives ont recours au systeme de sécrétion de type 3 (TTSS) pour injecter leurs effecteurs
dans le cytoplasme de la cellule végétale. Les champignons, ainsi que les oomyceétes,
injectent des effecteurs dans la cellule végétale a I'aide d’'une structure appelée haustorium,
illustrée par la figure 1.5 (McDowell and Simon 2008). Les effecteurs semblent agir comme
des « saboteurs » des réponses de défense de la plante (Dangl and McDowell 2006).

La cellule végétale a, a son tour, sélectionné des mécanismes permettant de détecter
spécifiguement la présence d’effecteurs et de déclencher des mécanismes de défense dont la
réponse hypersensible correspond a une mort cellulaire programmeée. La détection
d’effecteurs et la réponse spécifique a ces derniers est communément appelée : systéme de
défense ETI « effector triggered immunityGhisholm, Coaker et al. 2006). Les réponses de
défense PTI et ETI sont illustrées par la figure 1.6.

Une étape clef de la réponse hote pathogene est, comme montré ci-dessus, la reconnaissance
entre une protéine de défense et le pathogene ou un effecteur de celui-ci. En 1971, Flor
proposa un modele végétal de résistance aux pathogenes, le medeéldor genele
pathogene contient des genes d’aviruler®e)(qui causent la maladie chez la plante. La
plante contient un géne de résistariRegéne)qui reconnait directement le gene d’avirulence

du pathogene et confere ainsi une résistance au pathogéne. La pression de sélection favorise
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I’évolution du géne d’avirulence qui peut échapper a la reconnaissance des protéines de
résistance de la plante. Les protéines de résistance évoluent a leur tour pour reconnaitre les
nouveaux genes d’avirulence (Flor 1971).

Les génes de résistance sont des récepteurs aux pathogénes capables, suite a la
reconnaissance de ces derniers, de déclencher les voies de défense. En réalité, I'interaction
directe entre un récepteur et le pathogéne semble étre un cas de figure marginal. Les protéines
de résistance reconnaitraient indirectement le pathogéene via des molécules adaptatrices
détectant des perturbations cellulaires causées par le pathogéne et ses effecteurs (Jones and
Dangl 2006). Le modele actuel est appelé hypothese de garde, « guard hypotbDess
protéines jouent un réle de gardien et sont sensibles aux modifications induites par la
présence d’'un pathogene. La protéine de garde peut étre une protéine qui est directement
modifiée par le pathogene. Le gardien peut ensuite interagir avec une protéine de résistance
qui déclenchera les réponses appropriées au pathogéne détecté (lllustration voir figure 1.7)
(McDowell and Woffenden 2003).

2.1 Récepteurs et génes de resistance

Un grand nombre de récepteurs sont impliqués dans la détection de pathogenes. Les
principales familles de récepteurs impliquées dans la détection et linitiation du signal de
réponse au pathogéne seront décrites ci-dessous.

2.1.1 Les récepteurs a protéines kinases

Chez les animaux, les récepteurs a protéines kinases assurent le transfert d’'information du
milieu extracellulaire a l'intérieur de la cellule (Shiu and Bleecker 2001). Les récepteurs
protéines kinases sont divisés en trois classes principales : les récepteurs a tyrosine kinase qui
phosphorylent des résidus tyrosines, les récepteurs a sérine/thréonine kinase qui
phosphorylent les résidus sérines et thréonines et les récepteurs a histidine kinases qui
phosphorylent les résidus histidines. (Afzal, Wood et al. 2008). En général, les protéines
kinases sont présentes en membrane et sont inactives a I'état monomérique. La fixation d’'un
ligand induit la dimérisation du récepteur et la transduction d'un signal au niveau

intracellulaire via des cascades de phosphorylation (Becraft 2002).

Les plantes possédent dans leur génome un grand nombre récepteurs like kinase (RLK),
récepteurs ressemblant aux protéines kinases du monde animal (Becraft 2002). La famille des
RLK comprend environ 600 membres chez A. thaliana et 1000 membre@hezativa, le

riz. L’augmentation et la diversification des RLK se réalisent par réplication en tandem ou
lors de duplications complétes de génome (Afzal, Wood et al. 2008). Les RLK sont
caractérisés par un domaine extracellulaire, probablement impliqué dans la reconnaissance
d'un stimulus, un domaine transmembranaire et un domaine kinase intracellulaire
(Montesano, Brader et al. 2003). Alors que la majorité des récepteurs protéines kinases
animales sont des tyrosines kinases dans le monde animal, chez les plantes, les RLK sont des
serines thréonines kinases (Shiu and Bleecker 2001). Les récepteurs like kinases sont
principalement impliqués dans le développement et la croissance cellulaire ainsi que dans la
détection et la réponse aux pathogenes (Afzal, Wood et al. 2008). On observe une grande
variabilité au niveau du domaine extracellulaire. Celui-ci permet de classer les différents RLK
(Montesano, Brader et al. 2003). On dénombre ainsi plus de vingt-et-une classes de RLK chez
A. thaliana.Le motif extracellulaire le plus fréquent est celui constitué de répétitions de
leucine (eucin rich repeat LRR). Ce motif est présent dans plus de la moitié des RLK.
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(Becraft 2002).11 existe toutefois aussi quelques récepteurs like kinases cytoplasmiques
comme le récepteur Pto qui confere la résistand&seudomonas syringae (Montesano,
Brader et al. 2003)La figure 1.8 illustre la diversité des RLK chez les plantes.

2.1.2 Les récepteurs WAK : Wall Associated Kinase

Les WAK, wall associated kinasesppartiennent a la famille des récepteurs like kinases.
Tous les WAK contiennent un domaine cytoplasmique serine-threonine kinase, un domaine
transmembranaire et un domaine extracellulaire. Ce dernier contient deux domaines similaires
a 'EGF (epidermal growth factor) (Becraft 200Bositionnés dans la membrane plasmique,

il semblerait que les récepteurs WAK interagissent avec la paroi cellulaire végétale. Des
etudes suggerent que WAKL1 est capable de se fixer de maniere covalente a la pectine. On
dénombre 5 WAK che?. thaliana ainsi qu’'une vingtaine de génes WAK-like (WAKL)
découverts sur base d’homologies de séquences (Humphrey, Bonetta et al. 2007). Certains
WAKL ne codent que pour le domaine extracellulaire (Decreux, Thomas et al. 2006). Les 5
WAK sont localisés dans un méme cluster de 30kb dans le géndmbaliana. On retrouve

des WAK dans tous les types cellulairea.thaliana et dans d’autres plantes vasculaires (He,
Cheeseman et al. 1999). L'expression des WAK est induite &Ahlealiana quand la plante

est attaquée par un pathogéne ou lorsque celle-ci est stimulée par de I'acide salicylique ou un
analogue comme I' acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA).

WAKT1 est le récepteur WAK le plus étudié a I'heure actuelle. Ce récepteur de 78.8kDa pour
713 acides aminés n’est présent que dans les tissusdi&rtthaliana WAKL1 peut lier la
pectine. WAK1 est capable de lier des oligogalacturonides ayant un degré de polymérisation
supérieur ou égal a 9. Les oligosaccharides sont connus pour agir comme éliciteurs des
réponses de défense de la plante (Decreux, Thomas et al. 2006). L’expression de WAK1 est
positivement régulée par NPR1 (gene clef de la voie de défense dépendante de l'acide
salicylique). L'utilisation d’ARN anti sens montre également que I'expression de WAK1 est
nécessaire pour survivre a une stimulation a 'INA. Le déclenchement des réponses aux
pathogenes et les changements physiologiques induits par celles-ci obligent la plante a
surexprimer des protéines telles que WAK1 pour survivre (Anderson, Wagner et al. 2001).
WAK1 est requis che?. thalianapour résister a I'infection paPseudomonas syringae
L'expression de WAK1 est également surexprimée durant la réponse systémique acquise et
est induite par le champignon pathogéiternaria brassicicola ainsi que par I'éthylene et le
jasmonate.

Les WAK sont impliqgués dans d’autres fonctions que la pathogenese, dont la croissance
cellulaire (Humphrey, Bonetta et al. 2007).

2.1.3 Les genes de résistanarucleotide-binding site leucinerich repeat (NBS-
LRR)

La plus grande famille de génes de résistance rassemble les genes NB&udRitide

binding site-leucin rich repedohler, Rinaldi et al. 2008). Ces génes sont impliqués dans la
détection et la réponse a une grande diversité de pathogenes chez les végétaux : champignons,
bactéries, virus, nématodes et insectes (Ayliffe and Lagudah 2004). Le nombre de genes
NBS-LRR varie fortement en fonction des especes végétales. On dénombre actuellement 150
géenes NBS-LRR fonctionnels chAzthaliana, alors que 400 genes de ce type ont été trouvés
dans le génome deopulus trichocarpa et pres de 600 génes NBS-LRR ont pu étre mis en
évidence dans le génome du riz (Radwan, Gandhi et al. 2008). Aujourd’hui, vingt-et-une
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séquences de chicorée ont été associées a cette famille de génes et sont accessibles via la
banque de données NCBI. La grande majorité des genes de résistance NBS-LRR chez la
chicorée reste donc a découvrir.

Lorsqu’on a mis en évidence les premieres protéines NBS-LRR, on a tout d’abord pensé que
ces protéines de résistance étaient principalement localisées dans le cytoplasme de la cellule
végétale. Les derniéres recherches ont permis de mettre en évidence que les protéines NBS-
LRR sont principalement nucléaires. Via un pore nucléaire, des récepteurs peuvent étre
exportés vers le cytoplasme. Une fois activées suite a la reconnaissance d'un effecteur, des
séquences NLSn(clear localisation sequencg@ermettent une importation de la protéine
activée vers le noyau. Les réponses de défense peuvent étre alors activées par exemple en
inhibant des inhibiteurs des voies de défense de la plante (Caplan, Padmanabhan et al. 2008).
lllustration figure 1.9.

Les genes NBS-LRR sont caractérisés d’une part par le domaine de fixation a un nucléotide,
tres conservé chez les plantes, d’autre part par un domaine enrichi en léugire rich
repeat) Figure 1.10.

Le nucleotide binding sit§NBS) est capable de fixer une molécule d’ATP ou de GTP
(Ayliffe and Lagudah 2004). Ce domaine est repris sous I'appellation de NB-ARC. Celui-cCi
est partagé par les genes de résistance NBS-LRR chez les plantes ainsi que par des
régulateurs de mort cellulaire chez les animaux. Le domaine NB-ARC apparait conserveé entre
APAF-1 (@apoptotic protease-activating facto);les genes de résistance NBS-LRR chez les
plantes ainsi que dans CED-@aenorhabditis elegans death-4 protein) (van der Biezen and
Jones 1998). Le domaine NB-ARC est lié évolutivement aux protéines NACHT-LRR (NAIP,
CIITA, HET-E, TP1) qui sont associées a l'immunité innée des mammiféres (Takken,
Albrecht et al. 2006). Figure 1.10.

Aucune cristallisation de protéines NBS-LRR n’ayant encore été réalisée, les données
structurales actuelles sont donc extrapolées des résultats de la cristallisation de CED-4 et de
Apaf-1 (Figure 1.10). Le domaine NB-ARC est défini par 3 sous-domaines chez les plantes:
le domaine de fixation du nucléotide, suivi de deux domaines ARC1 et ARC2 (Rairdan and
Moffett 2006).

La cristallisation de CED-4 et de Apaf-1 a permis de montrer que le domaine de fixation du
nucléotide est une structure en forme de poche ou I'ATP ou I’ADP peuvent se localiser. Dans
le modéle Apaf-1, c’est la forme ADP qui semble présenter une stabilité thermodynamique
optimale. L'inverse est observé chez CED-4. Des mutations dans le site de fixation au
nucléotide peuvent altérer soit la fixation de I'ATP, soit I'hydrolyse de I'ATP. L'étape de
fixation de I'ATP par le site de liaison entraine l'activation de la protéine NBS-LRR
(DeYoung and Innes 2006). Le domaine de liaison au nucléotide contient une structure p-
loop formant le lien avec le troisieme phosphate de I'ATP ainsi qu’avec I'ion Mg2+. (Liu,
Liu et al. 2007).

Le r6le des domaines ARC a pu étre mis en évidence par des expériences de mutagenese
dirigée. Les mutations touchant le domaine ARC1 débouchent sur un phénotype d’auto-
activation. Au contraire, les mutations du domaine ARC2 ont tendance a inactiver la protéine.
Les mutations fonctionnelles du domaine ARC2 se localisent dans une zone conservée MHD
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(méthionine-histidine-aspartate). Le domaine ARC1 permet une interaction et une

stabilisation entre le domaine NB-ARC et le domaine LRR. ARC2 interagit également avec le

domaine LRR mais constitue la clé de I'activation du géne apres la reconnaissance du
pathogene par le domaine LRR (van Ooijen, Mayr et al. 2008). (Voir figure 1.11)

Le domaineleucine rich repea(LRR) constitue la partie carboxy terminale du géne NBS-
LRR. Ce motif peut étre associé a d'autres domaines que le domaine de fixation au
nucléotide. Le domainkeucine rich repeatconstitue ainsi le domaine extracellulaire d’'un
grand nombre de récepteurs protéines kinases. Il s’agit d'un domaine d’interaction proteine-
proteine. La cristallisation de ce domaine révele la formation d’'un grand nombre de feuillets
béta paralléles suivis d’'une hélice alpha (DeYoung and Innes 2006). La région contenant les
feuillets beta est impliqguée dans la reconnaissance directe ou indirecte du pathogéne. Des
variations dans la structure du domaine LRR permettent d’augmenter le nombre de
pathogenes reconnus (Rairdan and Moffett 2006). Une simple substitution dans ce domaine
peut ainsi conférer une résistance ou une sensibilité a un pathogéne donné (Liu, Liu et al.
2007). Contrairement au domaine NBS, le domaine LRR montre une tres grande variabilité
au sein méme de la famille des génes NBS-LRR. La sélection favorise la diversification de
cette région pour accroitre le spectre de reconnaissance de pathogenes (Radwan, Gandhi et al.
2008).

La famille des génes NBS-LRR se subdivise en deux grands groupes caractérisés par la partie
N terminale du gene. D’une part, les genes présentant un domaine homologue aux protéines
Toll chez la drosophile et aux récepteurs a l'interleukine 1 chez les mammiféres constituent la
famille des TIR-NBS-LRR. D’autre part, les génes NBS-LRR ne présentant pas de domaine
TIR sont classés dans le groupe des X-NBS-LRR ou le domaine X est souvent un domaine
coiled-coil (CC) (Ayliffe and Lagudah 2004). Une plus grande diversité dans la structure et

les séquences des genes X-NBS-LRR laisse supposer que cette famille de genes de résistance
est plus ancienne que celle des TIR-NBS-LRR (Chini and Loake 2005).

Aucune fonction fondamentalement différente entre les genes TIR-NBS-LRR et X-NBS-LRR
n'a pu étre mise en évidence. Les genes TIR-NBS-LRR semblent étre liés a la voie de
réponse EDSlefihanced disease susceptib)lipar opposition aux X-NBS-LRR qui seraient
associés a la voie NDRhdnrace-specific disease resistangar des mécanismes encore
inconnus aujourd’hui. Les voies EDS1 et NDR1 aboutissent chacune a la méme réponse de
défense (Glazebrook 2001). Aucun géne CC-NBS-LRR n'a été observé chez les
monocotylédones. Chez les dicotylédones, les TIR-NBS-LRR semblent étre prédominants par
rapport aux X-NBS-LRR (Meyers, Morgante et al. 2002).

Chez la drosophile le domaifi@ll-like receptor(TLR) permet I'activation des défenses dans

la lutte contre les champignons. Chez les mammiféres, dix membres de |la Taroilléke
receptoront pu étre identifi€s comme jouant un réle dans la détection d’effecteurs de réponse
de défense. Ce domaine Toll/Interleukin- receptor a une taille d’environ 200 acides aminés et
est caractérisé par trois motifs trés conservés. On a pu mettre en évidence que des variations
dans le domaine TIR étaient liées a la spécificité de la reconnaissance des pathogenes (Ellis,
Dodds et al. 2007).

Les genes de résistance NBS-LRR apparaissent localisés en cluster dans les génomes du riz et
d’A. thaliana(Figure 1.12). Ces clusters constitueraient des groupes de résistance. Un cluster
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contiendrait un ensemble de génes NBS-LRR qui évolueraient pour reconnaitre un pathogéne
donné. De nouveaux clusters se formeraient dans le génome a l'aide de crossing over et de
conversion génique donnant naissance a de nouveaux ilots de résistance (Meyers, Kozik et al.
2003). Les clusters évoluent en se spécialisant vers un motif donné, tandis que de nouveaux
clusters apparaissent dans le génome et sont éventuellement sélectionnés s'ils élargissent la
gamme de reconnaissance de la plante. Les genes NBS-LRR sont soumis a une forte
sélection positive qui favorise 'augmentation de la diversité chez ces derniers (Mondragon-
Palomino, Meyers et al. 2002). Des résultats suggérent aujourd’hui que la fréquence des
crossing over et des remaniements de la structure des genes NBS-LRR pourrait étre
augmentée suite a un stress causé par un pathogene. Il existe un mécanisme de diversification
qui serait activé lors des stress et qui repose principalement sur la recombinaison homologue
(McDowell and Simon 2008). La partieucin rich repeatest particulierement susceptible a

cette génération de diversité, par exemple avec une variation du nombre de domaines LRR ou
une variation de la structure de ces derniers (Mondragon-Palomino, Meyers et al. 2002).

Les récepteurs NBS-LRR peuvent reconnaitre un pathogene suivant trois modeles.
Premiérement, I'interaction entre I'effecteur pathogene et le récepteur NBS-LRR peut étre
directe et se produit généralement au niveau du domaine LRR. Deuxiemement, la
reconnaissance peut également se faire de maniere indirecte. La molécule élicitrice peut étre
reconnue par un adaptateur de la cellule végétale. Une fois I'éliciteur reconnu par la molécule
adaptatrice, celle-ci peut se lier au récepteur NBS-LRR au niveau de la région N terminale
ainsi qu’au niveau LRR et activer ce dernier. Troisiemement, un adaptateur peut également
venir se fixer sur le gene NBS-LRR au niveau du domaine N terminal et permet ainsi la
reconnaissance d’un éliciteur par le nouveau complexe formé (Caplan, Padmanabhan et al.
2008). Voir figure 1.13.

A [l'état inactif, les génes NBS-LRR sont liés a une molécule d’ADP. Une fois sa cible
reconnue, un changement de conformation permet la libération de I'ADP du site de fixation
au nucléotide et le remplacement de ce dernier par une molécule d’ATP. Ce dernier induit un
deuxieme changement de conformation notamment au niveau de la partie N-terminale.
L’activité ATP ase de la protéine permet le retour a I'état inactif du récepteur (Takken,
Albrecht et al. 2006). lllustration a la figure 1.11.

2.2 Réponse hypersensible et résistance systémique acquise

La détection d’'un pathogene par la plante se traduit d’'une part par un renforcement des tissus
au niveau de l'infection, la syntheése locale de métabolites anti-microbiens, I'expression de
genes de résistance, et d’autre part par une mort cellulaire appelée réponse hypersensible
(McDowell and Dangl 2000). La réponse hypersensible, HR, empéche le développement du
pathogene (Glazebrook 2001).

Apres avoir reconnu le pathogene, le premier événement détectable est un flux d’'ions a
travers la membrane et la production d’intermédiaires d’oxygene réactif (ROI) comme le
superoxyde @ et le peroxyde d’hydrogene,8,. Cette premiere étape, appelée aussi burst
oxydatif, est nécessaire pour l'activation des autres réponses de défense (McDowell and
Dangl 2000).

Parallelement, une réponse systémique chez la plante est activ@estdenic acquired
resistance(Castiglioni, Rizzi et al.). La plante développant une SAR montre une résistance
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accrue aux pathogenes. Cette réponse de défense comprend I'accumulation d’acide
salicylique et I'expression de génes de résistance (Glazebrook 2001).

2.3 Voies de réponses aux pathogenes

Trois voies de réponses principales sont activées par les genes de résistance suite a la
détection d’'un pathogéne. Nous détaillerons ci-dessous les voies de signalisation de I'acide
salicylique (SA), de I'éthylene (ET) et du jasmonate (JA). Nous montrerons enfin comment
ces trois voies de signalisation interagissent les unes avec les autres.

2.3.1 La voie de 'acide salicylique (SA)

L’acide salicylique est un meétabolite secondaire naturel des plantes connus pour ses
propriétés analgésiques. C’est avec l'acide salicylique que I'on synthétise la molécule de
I'aspirine, I'acide acétylsalicylique (Hopkins 2003).

Le role essentiel de I'acide salicylique dans la réponse aux pathogénes chez les plantes a pu
étre mis en évidence grace a l'expression de plantes transgéniques surexprimant le géne
bactérien NahG, salicylate hydroxylase, qui convertit I'acide salicylique en catéchol. L’acide
salicylique ne peut donc étre accumulé. Ces plantes transgéniques montrent une susceptibilité
accrue a tous types de pathogenes. D’autres mutants impliqués dans la voie de synthése de
I'acide salicylique présentent également le phénotype de sensibilité aux pathogenes (Pieterse
2001).

La premiere voie de synthése de l'acide salicyligue a avoir été décrite partait de la
phénylalanine. Cependant, cette voie apparut marginale lorsque I'on s’apercut qu’elle ne
pouvait fournir une quantité suffisante d’acide salicylique a la plante et qu’il devait exister
des voies paralleles (Shah 2003). La seconde voie implique I'enzyme isochorismate synthase
et Iisochorismate : pyruvate lyase qui permettent la synthése d’acide salicylique a partir de
chorismate, ce dernier provenant de la voie shikimate (Shah 2003). Cette seconde voie est
principalement utilisée lors de la réponse systémique aquise (Vasyukova and
Ozeretskovskaya 2007). La mutation du gene SID2, codant pour I'isochorismate synthase,
entraine une chute de la concentration en acide salicylique confirmant que la voie de synthese
principale de ce dernier est basée sur l'isochorismate plutét que sur la voie des phénylalanines
(Glazebrook 2005). L’'acide salicyligue est stocké sous une forme glycosylée dans les
vacuoles. L’acide salicylique 2-O-beta-D-glucoside est ensuite hydrolysé lors de l'activation
des défenses de la plante. L'acide salicylique peut aussi étre modifi€ en méthyle salicylate,
forme volatile qui joue un réle dans la transmission du signal de défense a travers la plante
(Loake and Grant 2007).

Les genes ci-dessous, impliqués dans la voie de défense dépendante de I'acide salicylique,
sont illustrés en figure 1.14.

Deux genes, PAD4phytoalexin deficient 4) et EDSEnhanced disease susceptibility 1)

sont requis pour l'activation de I'accumulation d’acide salicylique. Ces deux génes codent
pour des protéines interagissant entre elles. Malgré leurs homologies respectives avec des
triacyl-glycerol lipases, cette activité n’est pas requise pour le fonctionnement de ces
protéines (Glazebrook 2005). EDS1 est activé par les genes de défense TIR-NBS-LRR.
Quelques genes CC-NBS-LRR peuvent également intéragir avec EDS1. En plus d'étre activé
par PAD4, EDS1 est capable d’interagir avec SAG%$6hescence associated gene 101. Ces
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trois genes sont requis pour la réponse hypersensible (Liu and Coaker 2@@R)e
salicylique est capable d’induire I'expression de EDS1 et de PAD4 par une boucle rétro
activatrice (Wiermer, Feys et al. 2005).

EDS5 est également nécessaire a la production d’acide salicylique. Ce gene code pour un
transporteur MATE qui pourrait assurer le transport d’intermédiaires de la voie de synthése
de l'acide salicylique.

La protéine codée par le géne NPRapn expressor of pathogenesis- related proteinsl, agit

en aval de I'acide salicylique. Lorsque le taux d’acide salicylique est normal, NPR1 se trouve
a l'état oligomérique dans le cytoplasme de la cellule. L'augmentation du taux d’acide
salicylique entraine la dissociation du complexe NPR1 en monomere de NPR1 par la
réduction de ponts disulfures. Grace a son domaine NLS (Liu and Coaker 2008), NPR1 sous
sa forme monomérique peut rentrer dans le noyau ou il peut interagir avec les facteurs de
transcription de type TGA qui sont, entre autres, impliqués dans I'activation des genes de
résistance PR1 (Glazebrook 2005). NPR1 est également nécessaire a l'activation de facteurs
de transcription de type WRKY (Liu and Coaker 2008). L’existence de voies alternatives a
NPRL1 est suggérée par I'observation de réponses différentes bloquées par le mutant NPR1 ou
par I'observation d’'une plante incapable d’accumuler I'acide salicylique (Glazebrook 2001).

2.3.2 Lavoie de I'éthylene (ET) et du méthyl jasmonate (JA)

Des voies alternatives a celle de I'acide salicylique existent dans le cadre des réponses aux
pathogenes chez les végétaux. La voie de I'éthylene et du méthyl jasmonate sont deux voies
alternatives a celle de l'acide salicylique.

L'acide jasmonique (ou jasmonate), ainsi que son ester méthylé (ou méthyl jasmonate)
présent sous forme gazeuse, sont synthétisés a partir d'un composé fréquent dans les
membranes cellulaires, I'aciddinolénique. Ces deux molécules sont impliquées entre autres
dans la sénéscence folliaire et les réponses de défense aux herbivores et insectes. (Hopkins
2003). L’éthylene est un hydrocarbure simpleG@HCH,) synthétisé sur base de méthionine.

Outre son réle dans la réponse aux pathogénes, I'éthylene est également connu entre autres
pour : son effet inhibiteur de I'accroissement des cellules ; son role dans la maturation des
fruits ; il favorise I'abscission des feuilles (Raven 2007).

La voie du méthyl jasmonate est déclenchée par une blessure de la plante ou par les attaques
d’'insectes. Une partie de la voie de I'éthylene interagit avec celle du méthyl jasmonate dans

le cadre des réponses de défense. Ces deux voies menent a des réponses différentes de celles
déclenchées par I'acide salicylique comme la réponse systémique acquise (Dong 1998).

Le réle du méthyl jasmonate dans la réponse aux pathogénes a pu étre mis en évidence par
I'observation de phénotypes de mutants pour de la voie de synthése du jasmonate ainsi que
pour la perception a ce dernier. Les mutants montrent une sensibilité accrue aux pathogenes.

Le gene central de la voie du jasmonate est COI1. Dans toutes les especes végétales ou le
géne a été étudié, COI1 et est impliqué les réponses dépendantes du jasmonate. La protéine
codée par COllcpronatine insensitive l)est présente dans un complexe E-3 ubiquitine
ligase. Ce complexe cible des protéines a dégrader par exemple RPD3b, une histone
deacétylase. La dégradation de RPD3b par le protéasome via COI1 permet une activation des
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voies du jasmonate. Le complexe SGKip-cullin-F-box avec lequel COI1 interagit est
régulé par des protéines venant d’autre voies de signalisation que le jasmonate. AXR1 et JAI4
régule SCF étant respectivement liés a I'auxine et a I'éthyléne.

Les voies du jasmonate et de I'éthylene peuvent coopérer ou étre antagonistes pour agir de
maniere ciblée a un stress. Les mutants pour les voies de synthese du jasmonate et de
I'éthyléne ainsi que pour la perception de ceux-ci montrent une sensibilité accrue aux
pathogenes. Deux facteurs de transcription jouent un réle clef dans la régulation entre les
deux voies : ERFlethylene response factor &) JIN1 {fasmonate insensitive 1).

L'expression d’'ERF1 est induite par l'infection de pathogénes nécrothrophes et régule
I'expression de genes de défense comme PDRRI@nt( Defensin 1.2). L’expression
constitutive d’ERF1 permet l'augmentation de la résistance a une grande diversité de
champignons nécrotrophes.

JIN1 encode pour un facteur de transcription qui régule deux voies différentes du jasmonate.

Il régule ainsi négativement I'expression de génes de défense mais est capable d'activer
I'expression de génes de défense en réponse a une blessure mécanique ou biotique de la
plante (Lorenzo and Solano 2005).

2.3.3 Crosstalk entre SA, ET et JA

Les voies du jasmonate et de I'acide salicylique agissent de maniére antagoniste I'une envers
I'autre. De maniére générale, I'application simultanée d’acide salicylique ou d’'un homologue
ainsi que de jasmonate montre une inhibition globale des réponses de défense chez la plante
(Thaler 2002). Les différentes interactions entre les voies de I'acide salicylique, de I'éthylene
et du jasmonate décrites ci-dessous sont illustrées par la figure 1.15. Les interactions
principales entre des génes clefs des trois voies sont détaillées ci-dessous et ne constituent
gu’'un apercu de la diversité et de la complexité de la régulation entre les différentes voies.

NPRL1 est un acteur clef entre la voie de I'acide salicylique et les voies du méthyl jasmonate.
La voie de I'acide salicylique est incapable d’inhiber celle du méthyl jasmonate dans un
mutant NPR1. La localisation nucléaire de NPR1 n’est pas requise pour inhiber la voie du
meéthyl jasmonate. NPR1 est également capable de réguler négativement la voie de I'acide
salicylique. NPR1 inhibe ainsi la production d’acide salicylique durant I'attaque d’herbivores
et permet a la voie du méthyl jasmonate de s’exprimer pleinement contre les herbivores
(Koornneef and Pieterse 2008).

La MAP KINASE 4 (MPK4) est une protéine kinase régulant I'interaction entre les voies de
I'acide salicylique et du méthyl jasmonate. Elle est activée rapidement aprés la
reconnaissance du pathogéne (Turner, Ellis et al. 2002). Le mutant mpk4 est caractérisé par
une surexpression des génes PR, I'accumulation d’acide salicylique et I'inhibition de la voie
du méthyl jasmonate. La MPK4 inhibe les voies de l'acide salicylique et active celles du
meéthyl jasmonate. Un des substrats de la MPK4 est MK&IPK4 Substrate )1 dont la
phosphorylation réprime les voies de l'acide salicyligue (Koornneef and Pieterse 2008).
MKS1interagit avec deux facteurs de transcription de type WRKY (WRKY25 et 33) et peut
empécher leur activation par MPK4 (Andreasson, Jenkins et al. 2005). Les facteurs de
transcription WRKY constituent une famille de facteurs de transcription principalement
impligués dans la régulation de la réponse aux pathogenes, pouvant agir comme régulateurs
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positifs ou négatifs des réponses de défense. Les facteurs de transcription sonbt des cibles
d’effecteurs privilégiées permettant le contournement de la réponse de défense par les
pathogénes (Eulgem and Somssich 2007). La sur ou sous expression de MKS1 n’affecte pas
I'expression de PDF1.2 et indique que la MAPK4 a d’autres cibles que MKS1 permettant la
régulation entre autres du méthyl jasmonate (Koornneef and Pieterse 2008). Le mutant mapk4
empéche l'expression de genes impligués dans la voie du jasmonate comme PDF1.2 et
THI2.1 (Turner, Ellis et al. 2002).

Le facteur de transcription WRKY70 joue un role clef dans la régulation des voies de l'acide
salicylique et du jasmonate. La surexpression de WRKY70 est caractérisée par une
expression constitutive de la voie de l'acide salicylique et de I'expression de génes de
résistance. A l'inverse, I'inexpression de WRKY70 se traduit par I'activation de la voie du
jasmonate. WRKY régule positivement la voie de I'acide salicylique et négativement celle du
jasmonate (Lorenzo and Solano 2005).

3 Les marqueurs moléculaires

La différence entre individus d'une méme espéce réside dans le polymorphisme du génome,
certaines séquences étant conservées, d'autres présentant des variations de séquence. On
distingue ainsi trois types de polymorphismes: le polymorphisme de séquence, le
polymorphisme d'insertion- délétion et le polymorphisme de nombre d'unités de répétitions
dans les régions répétées.

Il est possible de mettre en évidence le polymorphisme de séquence directement par un
séquencage de fragments homologues. Le recours au séquencage dans une approche haut
débit n’est actuellement pas financierement envisageable. Les marqueurs moléculaires
apparaissent ainsi comme une solution alternative pour caractériser des génomes.

Un marqueur moléculaire est défini comme un locus polymorphe capable de renseigner sur
le génotype de l'individu qui le porte et d’informer sur le génotype d’'un ou de plusieurs locus
voisins. Le marqueur a une position définie dans le génome et doit idéalement présenter les
caractéristiques suivantes :

* Le marqueur doit étre polymorphe, c'est-a-dire qu’il doit posséder plus d’'un allele au
moins dans la population étudiée.

 Le marqueur idéal est codominant, ce qui signifie qu'un hétérozygote peut étre
différencié de ’'homozygote au locus en question.

* |l est non épistatique, c'est-a-dire que le génotype peut étre lu a partir de son
phénotype sans influence du génotype des autres locus. Il y a une absence
d’interactions intra et inter locus.

* Le marqueur est neutre, une modification des locus marqueurs n’a pas d’autres effets
phénotypiques que ceux qui permettent de déterminer son génotype.

* Le génotype peut étre inféré a partir du phénotype quel que soit le milieu, un « bon »
marqueur moléculaire est donc insensible au milieu (Vienne 1998).

Différents types de marqueurs moléculaires sont actuellement utilisés, dont les marqueurs
RFLP (Botstein D 1980), AFLP (Vos P 1995), SRR (Liu 2004), ... Dans le cadre de ce
travail, nous nous focaliserons uniquement sur les marqueurs moléculaires de type SNP.
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Les marqueurs moléculaires sont classés en deux catégories : les marqueurs moléculaires de
type | sont associés a un géene de fonction connue. Les marqueurs moléculaire de type Il sont
liés a des parties anonymes du génome. Les SNP font majoritairement partie des marqueurs
moléculaires de classe Il. Cependant les SNP mis en évidence sur base eXp®$sed
sequence tag) seront définis comme des marqueurs moléculaires de classe | (Liu 2004).

Les SNP (prononcés « snip ») 8ingle Nucléotide Polymorphisoonstituent la majorité du
polymorphisme du génome (90% du polymorphisme du génome humain (Brookes 1999)).
Les SNP sont des mutations qui ne concernent qu'un seul nucléotide. Remarquons avant tout
la différence entre polymorphisme et mutation : un SNP provient d'une mutation dans une
population. Mais lors de l'observation d’'un variant pour une séquence donnée dans une
population, le SNP observé n’est plus une mutation car il correspond a un évenement depuis
longtemps révolu, il n'est plus qu' « un variant de séquence » (Gibson 2004).

On observe un SNP lors du changement d'une base en une autre. Les insertions et délétions
d'une seule base sont également reconnues comme SNP. Le changement de base résultant
d'une mutation peut étre une transition soit d'une purine en puride &) ou d'une
pyrimidine en pyrimidine (&T). Les transversions sont la mutation d'une purine en
pyrimidine ou une pyrimidine en purine ¢AC, AT, G&C, G&T) (Vignal, Milan et al.

2002).

La classification la plus courante des SNP se référe a la nature de la base modifiée. Ainsi, les
SNP non codants se trouvent dans les régions 5' et 3' UTR et dans les introns. Les SNP
codants peuvent étre des polymorphismes de substitution - changement de I'acide aminé codé
- ou des polymorphismes synonymes - changement du codon mais l'acide aminé reste le
méme. Les fréquences des différentes combinaisons de SNP possibles dans le génome ne sont
pas les mémes. Ainsi deux tiers des SNP impliquent une transition de C en T (Brookes 1999).

Les SNP sont distribués de maniere réguliere a travers I'ensemble des génomes. Chez
'Homme, la fréquence moyenne des SNP est de un SNP/ 500 paires de bases (Christine
KEYSER 2006).

Ce nombre élevé de SNP permet la création de cartes génétiques de haute densité. Les SNP
permettent encore I'étude de recombinaisons et de réarrangements chromosomiques (Pflieger
2001; Gibson 2004). Avec leur faible taux de mutations par génératiSnlés0SNP peuvent

servir de marqueurs pour suivre I'évolution des especes (Crow et al., 1995; Li et al., 1996 ;
Morin 2004). Le faible taux de mutation par génération permet également l'utilisation des
SNP pour réaliser des tests de paternité (Sobrino, Brion et al. 2005; Wang 2006).

Actuellement, les SNP du génome humain sont étudiés principalement dans le cadre du projet
HapMap (voir www.hapmap.org). Ce projet HapMap définit des SNP comme étant des
marqueurs uniques d'un haplotype. Le but du projet HapMap est de pouvoir définir des
haplotypes, soit des régions conservées, pouvant par exemple étre retrouvées chez plusieurs
individus d’'une méme origine. Un haplotype peut étre défini comme une combinaison
d’alleles caractérisant un individu. Ainsi, dans une population tirée au hasard, on peut trouver
différents haplotypes en différentes proportions. Le projet HapMap identifie les haplotypes
courant dans quatre populations issues de divers endroits du monde. « C’est ainsi qu’en
détectant les SNP marqueurs d’'une personne (génotypage), les chercheurs seront en mesure
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de caractériser tous les haplotypes présents dans le génome de cette personne. On estime que
le nombre de SNP nécessaires pour contenir la plupart de l'information sur la variation
génétique se situe entre 300,000 et 600,000, soit beaucoup moins que les 10 millions de SNP
courants ». A long terme, on espere pouvoir faire le lien entre les haplotypes et un phénotype
donné. Ainsi par exemple, dans le domaine médical, un haplotype donné correspondrait a un
facteur tendant vers un certain type de pathologie.

Comme introduit ci-dessus le projet HAPMAP, les SNP s’inscrivent en génomique
fonctionnelle. lls peuvent également étre utilisés pour des études de génomique fonctionnelle
de génes candidats, ceux-ci étant des genes susceptibles d’étre impliqgués dans une fonction
d’intérét que I'on va pouvoir étudier grace aux SNP qui les caractérisent. Certains SNP, se
trouvant dans des régions codantes, affectent le phénotype en changeant un acide aminé en un
autre. On a pu ainsi montrer que la présence de certains SNP caractérisait une maladie ou une
propension a développer une maladie (maladie d’Alzheimer, Martin et al, 2000 ou le diabete
type Il Horikawa et all, 2002). La présence d’un SNP dans une région régulatrice, promotrice,
peut aussi affecter la transcription d'un géene. La majorité des SNP n’ont cependant pas
d’effet direct sur le phénotype !

3.1 Recherche de SNPs

La découverte de SNP peut étre réalisée a l'aide de difféerentes approches. La plus simple
nécessite le séquencgage d’'une région donnée chez différents individus et consiste a mettre en
evidence la présence de SNP par alignement de séquences. Le colt actuel du séquencage
empéche de pouvoir utiliser cette approche dans le cadre d'analyses a haut débit (Vignal,
Milan et al. 2002). Des méthodes alternatives ont été mises au point pour permettre la
détection de nouveaux SNP. Dans le cadre de ce travail, nous aborderons la technique de
I'EcoTilling.

3.1.1 L’EcoTILLING

L'ECOTILLING est une adaptation de la technique du TILLINI&rgeting Induced Local
Lesions in Genomegqui permet la mise en évidence du polymorphisme, dont des SNP, dans
une population.

Tout d’abord, le TILLING est une méthode combinant des mutations induites chimiquement

et le crible d’une séquence d’intérét par PCR. Une région d’ADN allant jusqu'a 1kpb est
amplifiée avec des amorces fluorescentes pour un ensemble de souches d’individus mutés.
Les parties mutées correspondent a des mauvais appariements entre bases. Ces mutations sont
reconnues par I'endonucléase CEL | ou ENDOI (Triqgues 2008) qui va cliver TADN aux
endroits de mutations. De cette maniéere, on génére des fragments fluorescents de tailles
différentes. La position de la mutation déterminera la distance de migration des fragments sur
un gel d'électrophorése (Colbert 2001). Le TILLING peut étre facilement automatisé pour
étre utilisé dans des approches a haut débit (McCallum 2000).

La technique de PEcoTILLING va se servir de la capacité du TILLING & détecter des
mutations et va étre adaptée a la mise en évidence du polymorphisme principalement de type
SNP. L’ECOTILLING peut étre appliqué a tout individu (du monde animal, végétal ou
bactérien). Si le TILLING permet la mise en évidence de mutations induites par
I'expérimentateur, 'ECOTILLING met en évidence le polymorphisme naturel de type SNP,
INDEL (insertion deletion), SSRsingle strand repeat L'ECOTILLING est une technique
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qui permet de mettre rapidement en évidence le polymorphisme et de dresser des haplotypes
dans une population. L’EcCOTILLING apparait comme une alternative au séquencage
systématique de différents individus pour permettre la mise en évidence du polymorphisme
dans une population (Barkley, Wang et al. 2008).

Un individu de référence est choisi et un pool constitué d’individus différents, nommeés
écotypes, est formé. L'écotype sera comparé a I'individu de référence (Comai, Young et al.
2004). Le principe de 'ECOTILLING est illustré par la figure 1.16

On amplifie une séquence d’ADN pouvant aller jusqu’a 1500 pb par PCR de lindividu de
référence ainsi que des différents individus de I'écotype (Gilchrist, Haughn et al. 2006). On
utilise des amorces fluorescentes qui permettent I'obtention d’'un produit marqué. Dans
chaque puits d’'une plaque multi-puits sont déposés des fragments amplifiés de I'individu de
référence, ainsi que d’'un écotype. Chaque puits de la plaque correspond a une comparaison
entre un individu de I'écotype et I'individu de référence. Aprés dénaturation, les brins d’ADN
sont réhybridés, formant des hétéroduplex entre 'ADN de l'individu de référence et ’ADN

de l'individu étudié.

Un SNP, soit une différence d’'un nucléotide dans la séquence d’un individu par rapport au
modele de référence, apparaitra dans cet héteroduplex comme un mauvais appariement de
bases. L'ajout d'une endonucléase (CEL |, ENDO1) comme dans le TILLING, qui coupe
I’ADN a chaque mésappariement entraine la création de fragments de tailles différentes. Les
différents fragments du produit de digestion sont passés dans un analyseur de taille.

Si l'individu testé ne présente aucune variation génétique par rapport a I'individu de référence
dans la séquence amplifiée, les deux fragments d’ADN s’hybrideront parfaitement, 'ADN ne
sera pas digéré et les fragments auront une taille égale a celle du fragment amplifié par PCR.
Si au contraire, l'individu étudié présente un SNP, un changement de base a un endroit donné
par rapport a l'individu de référence, il y aura hybridation des deux fragments d’ADN mais
avec mésappariement de base au niveau du SNP. Apres digestion de I’ADN par I'enzyme de
restriction, la taille du fragment résultant sera fonction de la position du SNP dans la
séquence amplifiee. La présence de plusieurs SNP dans la séquence se traduira par la
présence de fragments de plusieurs tailles détectés. La taille des fragments permet de localiser
les SNP sur la séquence.

L'ECcoTILLING permet la détection rapide de différents haplotypes ; les haplotypes d’intéréts
pouvant étre séquencés par la suite. L'ECOTILLING peut étre appliqué a la mise en évidence
non seulement de SNP, d’insertion/délétion mais également de microsatellites.
L’ECOTILLING permet une étude facile du polymorphisme avec un excellent taux de
détection. Il est possible de mettre en évidence plusieurs SNP dans une séquence définie en
une seule étape. Cette méthode est applicable a n'importe quel organisme, hétérozygote et
polyploide, soit présentant un ou plusieurs polymorphismes sur deux ou plusieurs alleles. Un
autre avantage de I'EcOTILLING est que cette méthode ne nécessite aucune connaissance
préalable de la séquence a analyser, excepté pour la création des amorces PCR (Comai,
Young et al. 2004).

Dans le cadre d'études a haut débit, 'ECOTILLING peut étre réalisé en pool. Huit individus
différents peuvent ainsi étre analysés simultanément. Dans une analyse sur pool, le taux de
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détection de SNP est toujours élevé mais avec un taux de faux positifs de 5% et 4% de faux
négatifs (Till, Zerr et al. 2006).

3.1.2 Typage de SNP : analyse microarray

L’ECOTILLING permet la mise en évidence de nouveaux SNP. Le typage de SSRPu

typing correspond aux méthodes utilisées pour mettre en évidence des SNP connus. Des
plateformes de typage de SNP permettent d’analyser et caractériser a haut débit une
population d’individus testés.

Les techniques actuelles a haut débit s’inspirent principalement de trois méthodes :
I’hybridation alléle spécifique, I'extension d’amorces et la ligation d’oligonucléotides. Nous
détaillerons d’'abord ces trois méthodes (illustration figure 1.17) et nous décrirons ensuite la
technique lllumina (voir figure 1.18) permettant le typage de SNP a haut débit sur support
microarray.

3.1.2.1 Typage de SNP : Allele spécifique hybridation

Cette méthode de typage de SNP se base sur la mise en évidence d'un SNP connu par
hybridation d’'une sonde spécifique au SNP et est également appelée hybridation spécifique
d’oligonucléotides (ASO) (Sobrino, Brion et al. 2005). Un SNP peut étre mis en évidence a
'aide d’'une sonde nucléotidique complémentaire a la séquence contenant le SNP par
hybridation spécifique. Un SNP étant par définition bi allélique, deux sondes sont suffisantes
pour discriminer la nature du SNP. La sonde et les conditions expérimentales sont optimisées
pour I'hybridation de la sonde spécifique (Gut 2001). (Figure 1.17 A.)

3.1.2.2 Typage de SNP : Extension d’amorces

Cette méthode se base sur I'extension d’'une sonde oligonucléotidique située en amont du
SNP a typer. Deux versions de cette méthode sont utilisées. La premiere utilise deux sondes
dont le dernier nucléotide en 3’ se trouve sur le SNP. Si le dernier nucléotide de la sonde est
complémentaire du SNP, il y a hybridation parfaite. L’extension de la sonde peut se réaliser
par I'ajout de nucléotides et de 'ADN polymérase comme lors d’'une réaction PCR. Si le
dernier nucléotide de la sonde n’est pas le complémentaire du SNP, il y a un mismatch et
I'ADN polymérase n’est pas capable d’ajouter les nucléotides aprés la sonde. La deuxieme
version du typage de SNP par extension de primer est appelée extension de base simple
(SBE). La sonde est construite pour aller s’hybrider juste avant la position du SNP a
caractériser. On utilise ensuite I'ADN polymérase pour incorporer un ddNTP marqué.
L'utilisation de ddNTP ne rend possible l'incorporation que d’'un seul nucléotide. Chaque
nucléotide ayant été marqué de maniere différente, il est possible de savoir la nature du
nucléotide complémentaire du SNP et par extension la nature du SNP typé (Vignal, Milan et
al. 2002). (Figure 1.17 B.)

3.1.2.3 Typage de SNP : Oligonucléotides ligation

L’enzyme ADN ligase est capable de réparer des coupures dans 'ADN en reformant un pont
diester. La méthode de ligation d’oligonucléotides nécessite trois sondes : deux sondes alléles
spécifiques et une sonde locus spécifique. Les deux sondes alléles spécifiques sont variables
pour le dernier nucléotide en position 3. La sonde locus spécifique est congcue pour
s’hybrider directement aprées la position du SNP a typer. L’enzyme ADN polymérase est
capable de lier la sonde allele spécifigue complémentaire du SNP testé a la sonde locus
spécifique. Si I'hybridation de la sonde allele spécifique n’est pas parfaite, le mismatch en
position 3’ de la sonde empéche toute ligation. En discriminant 'une et l'autre sonde alléle
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spécifique, il est possible de connaitre la nature du SNP typé (Sobrino, Brion et al. 2005).
(Figure 1.17 C.)

3.1.24 Typage de SNP sur support solide : lllumina GoldenGate assay
Les trois méthodes ci-dessus peuvent étre adaptées sur support liquide ou solide. La méthode
lllumina GoldenGate assayermet déja de typer simultanément 683,000 (info constructeur)
SNP chez 'Homme par microarray. Elle pourrait étre adaptée pour le typage de SNP mis en
évidence chez la chicorée. Nous détaillerons ci-dessous le principe général de cette technique.

La séquence d’ADN a typer pour un SNP défini est mise en présence de deux sondes
oligonucléotidiques allele spécifique, chacune étant spécifique d’'un allele différent du SNP a
son extrémité 3’, et d'une sonde locus spécifique. Cette derniere s’hybride spécifiguement
guelques nucléotides aprés le SNP a déterminer. Les deux sondes alléles spécifiques
contiennent respectivement un site d’amplification P1 ou P2. La sonde locus spécifique
contient elle aussi un site d’amplification P3. Une étape d’hybridation, extension et ligation
permet de lier la sonde allele spécifigue du SNP avec la sonde locus spécifique. En fonction
de l'allele du SNP, une combinaison sonde allele spécifique et locus spécifique est obtenue.
Le complexe est amplifié simultanément avec les amorces P1 et P2, marquées en fonction de
I'allele, et avec I'amorce P3 non marquée. Une séquence d’adressage (zip code) comprise
dans la sonde locus spécifique permet la fixation spécifigue de I'hybride sonde alléle
spécifique et locus spécifique sur une séquence complémentaire localisée a un point donné
sur un microarray. Le produit PCR est déposé sur la puce microarray et va s’hybrider
spécifiguement sur la séquence complémentaire du zip code. En observant la nature de la
fluorescence de ce point, il est possible de mettre en évidence la nature du SNP (allele 1 et/ou
allele 2). L’ensemble de la technique est illustrée dans la figure 1.18.

3.2 L’'approche géene candidat et I'utilisation de marqueurs moléculaires :
génetique d’association
L'amélioration d’un trait quantitatif d’'une plante peut étre abordée par différentes approches
comme par exemple des approches de mutagenése dirigée. La fonction d'un géne (par
exemple la résistance ou la sensibilité a un pathogene) est mise en évidence par l'inactivation
de celui-ci. Cependant, ce type d’approche est lourd a mettre en place pour I'analyse d'un
grand nombre de genes. Une approche alternative a la mise en évidence de génes d’'intéréts
est I'approche « gene candidat ». Cette approche est réalisable chez 'Homme, les animaux et
les plantes. Elle se base sur I'hypothése que le polymorphisme d’'un gene candidat est lié a
une variation phénotypique. En d’autres termes, le polymorphisme d’'un géene est associé a un
trait phénotypique comme par exemple la résistance ou la sensibilité a un pathogene. Un gene
candidat est défini comme tout géne polymorphe pouvant étre impliqué dans la variation d’'un
trait d’intérét.

Il existe des genes candidats fonctionnels, soit des génes dont la fonction est associée a la
problématique abordée, et des genes candidats positionnels mis en évidence sur base de
parties du génome qui co-ségrégent avec un phénotype donné (Pflieger 2001; Varshney,
Graner et al. 2005). Des génes candidats fonctionnels peuvent étre aisément mis en évidence
sur base d’homologies de ségquences. Un gene présentant une grande homologie avec un gene
déja décrit a une certaine probabilité d’étre associé a cette fonction. L'analyse BLAST est
actuellement une des méthodes utilisées pour la mise en évidence d’homologies de séquences
(Varshney, Graner et al. 2005). Dans le cas de génes candidats positionnels, il est nécessaire
de disposer préalablement d’analyses QTL. Un Qjuantitative trait locj est un locus
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pouvant contenir plusieurs genes associés a un caractére quantitatif. Un géne présent dans un
QTL peut étre un gene candidat positionnel car il est lié avec le phénotype méme si sa
fonction n’est a priori pas liée au phénotype (Morgante and Salamini 2003; Varshney, Graner
et al. 2005).

Le polymorphisme du gene candidat est caractérisé a l'aide de marqueurs moléculaires.
Comme introduit précédemment, les SNP apparaissent comme des marqueurs de choix pour
la caractérisation des genes candidats : grande densité de SNP a travers tout le génome ;
faible taux de mutation ; possibilité de détection a haut débit (Zhu 2008).

Les études d’'association permettent de relier le polymorphisme mis en évidence dans les
genes a un phénotype observé. Deux approches permettent de faire le lien entre
polymorphisme et phénotype : I'approche QTL présentée ci dessus et I'approche statistique.
L'approche statistique repose sur la mise en évidence de la corrélation entre le

polymorphisme caractérisé chez plusieurs individus et leurs phénotypes respectifs. Selon les
données disponibles on aura recours a des analyses de variance (ANOVA), de régression
linéaire, Chi carré, ... (Pflieger 2001; Dauchot 2007; Zhu 2008).

Les études d’association peuvent étre réalisées sur l'entiereté d’'un génome. Ces analyses
Whole-Genome Scan a tres haut débit reposent sur le séquencage de nombreuses régions du
génome de différents individus, permettant la mise en évidence de SNP en comparant ces
derniers. Les études d’associations sur base de genes candidats sont actuellement plus faciles
a mettre en application (d’'un point de vue pratique et financier) que 'appkblode-

Genome Scan limitée par le colt de séquencage et des plateformes de typage de SNP a tres
haut débit (Zhu 2008).

3.3 Objectifs du mémoire

Comme indiqué plus haut, la culture de la chicorée industri€lighorium intybus est
principalement affectée par deux maladies : I'oidium causé&nyaiphe cichoracearurat la
rouille causée par Puccinia cichorii

Notre premier objectif est de mettre en évidence et de caractériser le polymorphisme de genes
candidats associés a la résistance de la chicorée présents dans les cultivars a l'origine de la
sélection de la chicorée industrielle.

L’'approche gene candidat et des études d’association ont déja été réalisées avec succes dans
la mise en évidence d’alleles d'intéréts associés a la résistance de la plante a un pathogene
(Pflieger 2001).

La recherche de genes candidats fonctionnels de la résistance aux pathogénes chez la chicorée
s’articule en trois axes : la recherche de génes NBS-LRR (fréquemment désignés comme des
géenes candidats fonctionnels de choix (Michelmore 2000; McDowell and Woffenden 2003;
Liu, Liu et al. 2007; McDowell and Simon 2008)), la recherche de génes WAK et la mise en
évidence de genes impliqués dans les voies de réponse aux pathogenes. Nous avons
également recherché des orthologues de la laitue positionnés sur une carte génétique en
utilisant la méthode dreciprocal best BLAST hit
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Nous avons également souhaité annoter la banque d’unigénes de chicorée a 'aide du logiciel
Interproscan permettant la recherche de domaine protéique. L’annotation permettra une mise
en évidence et une recherche facile de séquences associées a un mot clef et ainsi de trouver de
nouveaux genes candidats associés a la résistance aux pathogenes chez la chicorée.

La mise en évidence du polymorphisme de génes candidats se fera sur base de la technique de
I'ECOTILLING. A partir des résultats obtenus, des clones seront séquencés afin de confirmer

la présence de SNP et de caractériser ces derniers. Une analyse ECOTILLING sur des
individus actuels sera réalisée afin de déterminer si du polymorphisme ancien est toujours
présent dans les variétés de chicorées actuelles.

Nous essayerons d’optimiser au maximum la caractérisation du polymorphisme dans une
approche haut débit et abordable.

A plus ou moins long terme, les résultats obtenus lors de ce mémoire serviront a la réalisation
d’'une puce microarray de type lllumina et serviront a la réalisation études d’associations
statistiques d’une population (d’'individus sensibles et résistants) phénotypée et génotypée a
I'aide du microarray qui devront permettre la mise en évidence de SNP associés a la
résistance aux pathogenes. L'objectif final est de pouvoir sélectionner ou réintroduire des
alleles de résistance perdus lors de la sélection classique de la chicorée dans les variétés
actuelles. Il est également possible de voir si les SNP caractérisés dans la core collection et
toujours présents actuellement peuvent étre associés a la sensibilité ou a la résistance de
variétés actuelles.
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1 Recherches Bioinformatiques

1.1. Séquences utilisées dans le cadre des recherches bioinformatiques.

Les séquences EST utilisées dans le cadre de la banque d’'unigenes de chicorée proviennent
du projet PHYTOMOL (FUNDP, Namur), de la banque de données de Lille
(http://www.lille.inra.fr) et du CGPDB (Compositae genome project database,
http://cgpdb.ucdavis.edu/Les séquences utilisées dans ce travail peuvent également avoir
pour origine la banque de données d’NCBittd://www.ncbi.nlm.nih.goy et la banque de
données ;. thaliana(http://www.arabido psis.orp/

1.2. Format des séquences

Les séquences nucléotidiqgues et protéigues utilisées sont manipulées en format FASTA
(extension .fasta). Ce format est défini un « headdébutant par le symbole « plus grand

gue », «>», suivi de la référence de la séquence ainsi qu'une bréve description de la
séquence. Le header est ensuite suivi a la ligne par la séquence nucléotidique ou protéique.
Les fichiers FASTA sont éditables facilement a l'aide d’éditeurs de texte (bloc-notes, Word,
...) et compatibles avec un grand nombre de logiciels bioinformatiques.

1.3. Logiciels installés en local
La liste des logiciels ci-dessous reprend ceux nécessitant une installation pour étre utilisés.
Systeme d’exploitation utilisé : Windows Vista Premium SP1

1.3.1. SeqTools 8.4

Disponible sur le site de son concepteur (S. W. Rasmusgsew)seqgtools.dk/le logiciel
SeqTools 8.4 a été utilisé pour la création de banques de données locales et I'analyse BLAST.
Ce programme permet I'exportation de séquences en format FASTA et I'exportation de
résultats BLAST en format Excel.

1.3.2. Vector NTI 10

Commercialisé par Invitrogen, Vector NTI10 est utilisé pour I'alignement de séquences
(AlignX), la formation de contigs (ContigExpressProject), I'édition de séquences
nucléotidiques, la visualisation des sites de restriction, 'analyse d’amorces (Oligo Testing),
I'exportation d’arbres phylogéniques, ...

1.3.3. TreeView 1.6.6
Freeware disponible sumwww.taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.htmlreeView
(auteur : D. M. Roderic) permet la visualisation et I'édition d’arbres phylogéniques.

1.3.4. Treelllustrator

Disponible sur le sitdttp://nexus.ugent.be/geerifreelllustrator permet la visualisation et
I'édition d’arbres phylogéniques de maniére plus compléte que TreeView. Nécessite Java
virtual machine.

1.3.5. Blast2Go

Nécessitant l'installation préalable de Java virtual machine, Blast2Go est disponible
gratuitement a I'adresse suivantettp://blast2go.bioinfo.cipf.esle logiciel est utilisé pour

la manipulation et I'extraction de séquences provenant de grandes bases de données.
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1.4. Logiciels Online
Les logiciels ci-dessous sont accessibles via le navigateur web et ne nécessitent aucune
installation.

1.4.1. Primer3
Disponible gratuitement a I'adresse suivaiigp://frodo.wi.mit.edu/ Primer3 est un logiciel
entierement paramétrable pour la création d’amorces PCR.

1.4.2. NCBI BLAST
NCBI BLAST permet différentes analyses BLAST (BLASTX, TBLASTX,...) contre de
multiples banques de données. Il est accessible sur http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

1.4.3. Pfam 23.0

Développé par linstitut Sanger, Pfam est un logiciel en ligne permettant la prédiction de
domaines sur base de séquences protéiques. Il est disponible a l'adresse suivante :
http://pfam.sanger.ac.uk/

1.4.4. Interproscan v4.1

Interproscan est un outil permettant la prédiction de domaines et est disponible sur
www.bioinformatics.nl/iprscan/iprscan Interproscan permet [I'analyse simultanée de
séquences suivant une sélection d’algorithmes de prédiction de domaines et se réfere a
différentes bases de données simultanément. Une interface graphique permet de visualiser les
domaines. Il est également possible d’exporter les résultats dans un fichier texte. Une version
locale du logiciel est disponible gratuitement mais requiert un systeme d’exploitation Unix et
perl ainsi qu’'un espace libre de minimum 20 Go pour les bases de données.

1.4.5. Spidey
Permet l'alignement entre la séquence ADNc et la séquence d’ADN génomique sur
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/ spideyweb.cgi

1.5. L’analysereciprocal best BLAST hit

Basée sur des analyses BLAST, la méthodeediprocal best BLAST hjtermet la mise en
évidence d’orthologues entre deux espéces. Pour rappel, deux séquences présentes dans deux
especes différentes sont orthologues si ces deux séquences sont apparues suite a un
événement de spéciation.

Deux séquences A et B sont orthologues si et seulement sielles remplissent toutes les
conditions ci dessous:

v' La séquence A appartient a la banque de données X (espéecel)
v' La séquence B appartient a la banque de données Y(espéce2)

v' La séquence A est le meilleur résultat de BLAST quand la séquence B est blastée
contre la banque de donnée X.

v' La séquence B est le meilleur résultat de BLAST quand la séquence B est blastée
contre la banque de donnée Y.
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Les analyses BLAST (TBLASTX, parametres par défaut) ont été réalisées avec SeqTools 8.4.

2. Recherches expérimentales

2.1. Matériel végétal

Le matériel de base se compose de jeunes pousses de chicorée de 4 semaines présentant le
cotylédon ainsi que de jeunes feuilles. Les échantillons proviennent de 29 cultivars de
chicorée utilisés a l'origine de la sélection de la chicorée industrielle. Pour chaque cultivar,
nous disposons de trois échantillons. Ceux-ci ont été fournis par SA Warcoing en eppendorf
stockés a -20°C.

2.2. Extraction de '’ADN de chicorée

Le protocole d’extraction de 'ADN des échantillons de chicorée est divisé en trois étapes
principales : destruction mécanique de la paroi cellulaire végétale, lyse de la membrane
cellulaire et extraction de I'ADN. Le protocole se base sur le kit d’extraction et de
purification Nucléon Phytopure Amersham Biosciences #RPN 8510.

Deuxiéme purification réalisée suivant le systeme Nucleospin Extrabtadherey-Nagel
#740 609.50)

Les ADN purifiés ont été stockés a -20°C.

2.3. Définition et validation des amorces PCR

» Taille du produit amplifié sur ADNc comprise entre 350 et 500 pb,

* 50% de GC

* GC clamp=2. (Si aucune amorce n’est trouvée suivant ces paramé&i@glamp est
descendu a 1)

» Tester les propriétés thermodynamiques des amorces avec VectorNTI10. Les amorces
ne sont pas validées lorsqu’elles forment des diméres ou lorsqu’il y a formation de
boucle(s) a I'intérieur du primer et que ces interactions présentent des valds de
inférieures a -8 kcal/mol.

» Ajouter un site de restriction Spel (ACTAGT) a chaque extrémité 5’ des amorces
forward. La séquence « GG » est également ajoutée pour améliorer la restriction.

» Ajouter un site de restriction Sall (GTCGAC) a l'extrémité 5 de chague amorce
reverse La séquence « GCG » est également ajoutée pour améliorer 'efficacité de la
restriction enzymatique (Moreira and Noren 1995).

* Re-suspendre les amorces dans de I'eau, du Tris 10mM ou du TE 10/0,1 pH8.0 afin
d’obtenir une solution stock a 100uM.

» Tester 'amplification avec le mix PCR suivant : 0,5 pL dNTP (10mM); 0,4 puL Taq (5
U/uL); 0,3 uL amorcéorward (100 uM); 0,3 pL amorce reverse (100puM); 1uL Pool
DNA (5 ng/ul); 10uL Buffer 5X; 38 uL H20. Les parametres PCR utilisés sont: 4
minutes a 94°C (étape de dénaturation longue), 45 secondes a 92° (étape de
dénaturation), 45 secondes a 55°C (étape d’hybridation des amorces), 45 secondes a
72°C (étape d'élongation), 10 minutes a 72°C (étape d’élongation longue), 4°C a
I'infini (conservation du produit PCR). Les étapes de dénaturation, d’hybridation et
d’élongation sont répétées 35 fois.
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» Dans le cas de non amplification ou d’amplifications non spécifiques, une PCR sur
gradient (températures étalées entre 55 et 68°C) est réalisée afin de déterminer les
parametres optimums pour les amorces testées.

2.4. Bactéries thermocompétentes TOP 10 F’

Le protocole suivant permet la fabrication et la transformation de bactéries
thermocompétentes TOP10RYitrogen #C303003). Le protocole utilisé a été adapté du
protocole disponible a I'adresse suivantgtp:// openwetware.org/wiki’TOP10_chemically
competent_cells

Le protocole nécessite l'utilisation de tampon CCMB80 dont la composition est: KOAc
10 mM pH 7,0; CaCl2.2H20 80 mMWWR#1226); MnCI2.2H20 20 mMMerck #5934);
MgCI2.6H20 10 mM Merck #1.05833.0250); 10% glycerdigma #G-7757). Le tampon est
ajusté a pH 6,4 et est stérilisé via I'utilisation d’un filtre 0,22 um avant d’étre stocké a 4°C.
Les bactéries TOP10F’ sont sensibles aux détergents. On veillera tout au long du protocole a
utiliser des récipients lavés a I'eau désionisée.

» Lancer une préculture overnight de bactéries TOP10F’ dans 10 mL de mili&DLB (
#240230) avec de la tétracycline (z@'ml; Sigma)

* Sur base de la préculture, lancer une culture de jour dans 400 mL de milieu LB avec
une concentration en tétracycline de 50 pg/mL.

* Incuber a 37°C et 180 rpm dans un incubateur thermostatisé (C24 Incubator Shaker
(New Brunswick Scientific jusqu'a obtenir une DO de 0,3 a 590 nm
(Sprectrophotométre UV-1601PShimadzu)

* Transférer les bactéries en solution dans 4 tubes Falcon de 50 mL.

» Centrifuger a 4500 rpm 10 minutes a 4°C

» Eliminer le surnageant et resuspendre les culots dans un volume total de 80 mL de
tampon CCMB80 stocké a 4°C

» Répartir les bactéries dans deux tubes contenant chacun 40mL et les conserver sur
glace pendant 20 minutes.

» Centrifuger a 4,500 rpm 10 minutes a 4°C

* Resuspendre dans 8 mL de tampon CCMB80

e Diluer 200 pL de bactéries TOP10F’ dans 800 pL de milieu LB.

* Diluer dans du tampon CCMB80 jusqu’a obtenir une DO comprise entre 1.0 et 1.5 a
590 nm.

* Incuber 20 minutes sur glace et aliquoter les bactéries en eppendorf par 50 pL

» Stocker a-80°C

Remarque : la capacité de transformation des bactéries TOP1OF est affectée par des
congélations décongeélations répétées.

2.5. Transformation des bactéries thermocompétentes TOP10F’

Ce protocole utilise du milieu SOC stérile a pH 7 contenant: 2% bacto-pef@@ne (
#211677); 0,5 % yeast extra®y #212750); KCI 2,5 mM {(WR#1591); MgC} 10 mM
(Merck#1.05833.0250); MgS0O4 10 mMW\VR#1433). Mise a volume d'1 L avec de I'eau et
mise a pH 7. Aprées autoclave ajouter 20 mM de glucéled¢l-deHaém16301) stérilisé
sur filtre 0,22 uM.

* Ajouter 1 pL de plasmide pBlueScript [l KS+ (500ng) a 50 uL de bactéries
thermocompétentes
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* Garder 30 minutes sur glace.

» Heat Shock 30 seconde a 42°C.

» Garder 2 minutes sur glace.

» Ajouter directement 250 pL de milieu SOC (T° ambiante).

* Incuber 1 h a 37°C pour permettre aux bactéries de récupérer.

» Etaler les bactéries sur des boites de LB Aglka #05038) avec ampicilline (60
ug/ml; Sigma #A0166), X-gal (87¢m/ml; Promega #V3941) et IPTG (41,9/ml)
et incuber overnight a 37°C

2.6. Preéparation du plasmide

Le plasmide utilisé pour le clonage des genes candidats amplifiés est le plasmide pBluescript
Il KS+. Ce plasmide est produit dans des bactéries TOP1LOHtrogen #C303003). Le
plasmide est extrait avec le kit « QIAGEN Plasmid Maxb kit

2.6.1. Maxiprep : QIAGEN Plasmid Maxi kit #12162

* Au départ d'une colonie isolée de bactéries TOP 10F' transformées préalablement
avec le vecteur pBlueScript Il KS+, lancer une préculture dans 20 mL de milieu LB
avec de I'ampiciline (60 ng/mL) sous hotte a flux laminaire vertical.

* Incubation overnight de la préculture a 37°C a 180 rpm dans un incubateur C24
Incubator ShakemMNew Brunswick Scientific

* Dans un Erlen stérile de 500 mL, ajouter les 20 mL de la préculture dans 400mL de
milieu LB (Amp 60 pg/mL). Incuber a 37°C et a 180 rpm jusqu’'a obtenir une DO
comprise entre 0,4 et 0,8 & 590 nm (Sprectrophotometre UV-1601PC, Shimadzu)

» Diviser la culture dans 2 biberons de 250 mL et centrifuger durant 15 minutes a 4°C
et 6000 g (Centrifugeuse J2-21, rotor JA-14, Beckman Chulter

» Eliminer le surnageant et resuspendre les culots dans 5 ml de tampon P1 (RNAse)
stocké a 4°C et ajouter 5 ml de tampon P2 (NaOH SDS) dans chaque biberon.

» Aprés 5 minutes d’incubation a température ambiante, le contenu de chaque biberon
est transféré dans un tube correx stérile de 30 mL

» Ajouter 10 ml de tampon P3 (acétate) stocké a 4°C et inverser plusieurs fois les tubes.
Uliliser un parafilm.

» Laisser reposer les échantillons sur glace durant 20 minutes.

* Culotter les protéines en centrifugeant 30 minutes a 4°C a plus de 20,000 g
(Centrifugeuse J2-21, rotor JS-13BEckman Coultgr

* Récolter le surnageant dans un nouveau tube

» Activer la colonne de fixation des plasmides QIAGEN-tips 500 en faisant passer
10 mL de tampon QBT a travers cette derniére. Laisser le tampon migrer par gravité.

» Passer le surnageant sur la colonne activée et rincer deux fois a l'aide de 30 mL de
tampon QC.

» Eluer 'ADN fixé sur la colonne avec 15 mL de tampon QF et récolter le tout dans un
tube correx stérile de 30 mL

* L’ADN est précipité en ajoutant 10,5 ml d’isopropanBigma) stocké a température
ambiante

e Centrifuger 30 minutes a 4°C a plus de 15,000 g (Centrifugeuse J2-21, rotor JS-13.1,
Beckman Coulter)

» Laver le culot avec 5 ml d’éthanol 70% a température ambiSigena)
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e Centrifuger 10 minutes a 4°C a plus de 15,000g (Centrifugeuse J2-21, rotor JS-13.1,
Beckman Coulter)

» Eliminer le surnageant en séchant au SpeedVac durant 5 a 10 minutes

» Suivant la DO initiale, resuspendre le culot dans 50 a 100 ul de Tris 20 mM pH 8 pour
diluer la solution jusqu'a obtenir une concentration finale d’l pg/ul. Le dosage
s’effectue a l'aide du spectrophotometre.

2.7. Restriction du plasmide

Le plasmide pBluescript ksll+ est linéarisé avec les enzymes de restriction XBBI (
#R0146S) et XbalNEB#R0145S). Le mix suivant est incubé 4h30 a 37°C dans un thermo
cycler : 4 ug (XuL) pBluescript Il ks+; 2 pL Buffer react2 10X ; 2 pL mix enzymes ratio
2/1 : Xhol (13,3 U)/ Xbal (6,67 U) ; 0,3uL BSA 100X ; Monter a 20pL avec de I'eau

Afin d’empécher le vecteur de se recirculariser, le plasmide restreint est traité a la
phosphatase alcaline (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase = CIAP;ull Brvomega
#M1821). Ce traitement a pour objectif de catalyser I'hydrolyse des groupements phosphates
en 5’ et de limiter la recircularisation du vecteur.

Composition du mix traitement phosphatase alcaline: 20 pL de produit de restriction (soit 4
Hg de vecteur) ; 5 uL tampon CIAP 10X ; 1 puL (+1 pL) CIAP ; 23 4O KVf= 50 pL)

e Incuber 30 minutes a 37°C avec 1 uL de CIAP
» Apres 30 minutes ajouter a nouveau 1 puL de CIAP
* Incuber 30 minutes

2.8. Purification du plasmide restreint et des produits PCR avant clonage
Les enzymes (Tag polymérase et enzymes de restrictions) sont inactivées par une extraction
PCI (phenol: chlorophorm: alcool isoamylique 25:28fgma #087K1890). Ce traitement est
appliqué au vecteur restreint ainsi qu’aux produits PCR avant clonage et évite aux enzymes
d’interférer avec I'étape de restriction-ligation.

» Ajouter 50 pL de PCI a I'eppendorf contenant I'échantillon a purifier

* Meélanger par inversion

» Centrifuger durant 5 minutes a 4°C et 13,000 rpm (Biofuge A, Heyaeus

» Récolter la phase agueuse supérieure contenant I’ADN

» Ajouter 10 pL de tampon de charge

» Faire migrer les échantillons sur un gel d’agarose 1% et 5 pL de Smart Ladder

La deuxieme étape de purification consiste a purifier 'ADN extrait sur agarose apreés
migration en utilisant le kit NucleoSpin Extract Il (#740 609.50 Macherey-Nagel
» Découper la bande correspondant au produit PCR ou au plasmide a purifier.

» Peser la bande de gel.

» Ajouter 200 pL de tampon NT par 100 mg de gel.

» Faire fondre le gel d’'agarose dans un bain préchauffé a 50°C durant 10 minutes.

» Fixer 'ADN sur la colonne Nucleospin en passant le gel liquide sur la colonne et

centrifuger 1 minute a 11,000 g (Biofuge 13, Heraeus
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» Eliminer le liquide dans le fond de I'eppendorf

* Laver la membrane en ajoutant 600 pL de tampon NT3 et centrifuger durant 1 minute
a 11,000 g (Biofuge 13, Heradus

* Eliminer le liquide

» Centrifuger a 11,000 g durant 2 minutes pour sécher la membrane

* Placer la colonne dans un nouvel eppendorf

* Eluer 'ADN en ajoutant entre 15 et 50 puL de tampon d’élution préchauffé (37°C) au
bain marie en fonction de la concentration finale souhaitée

* Incuber 1 minute a température ambiante

» Centrifuger 1 minute a 11,000 g et récolter 'ADN purifié dans le fond de I'eppendorf.

2.9. Restriction ligation simultanée
La restriction ligation simultanée des produits PCR non digérés et du vecteur digéré est
réalisée suivant le ratio 3 :1.
* Incuber le mix suivant dans un thermo cycler : 2 pL tampon T4 DNA ligase 10X
(NEB#B0202); 1 uL NaCl 1M; 0,3 pL BSA 100X; 0,5 pL SpBIEB#R0133S); 0,5
uL Sall-HF (NEB #R3138S); 0,3 uL T4 DNA ligase NEB 2000 U/uNEB
#M0202S); 150 ng de produit PCR non digéré; 50 ng de vecteur pBluescript Il ks+
linéarisé par Xhol, Xbal et déphosphorylé; 11,4 piOHpour un volume final de
20 pL.
» Utiliser le programme suivant : 2h30 a 37°C; 3h a 20°C; 16°C a l'infini

2.10. Screening

L'insertion du géne candidat (produit PCR) dans le vecteur disrupte le gene de la
B-galactosidase. Sur un milieu contenant du X-Gal (homologue chromogene du substrat de la
B-galactosidase), les bactéries ayant I'insert apparaissent blanches en opposition aux bactéries
contenant le vecteur sans insert qui sont bleues.

Un screening est effectué sur 64 clones transformés par un plasmide ayant le géne candidat
d’'intérét. Le screening est réalisé a l'aide d’amorces marquées T3 et T7, amplifiant les
régions bordant l'insert. L'utilisation d’amorces marquées D4 ou D3 (WellRed) est requise
pour I'étape d’EcoTilling suivante.
e Composition du master mix pour 64 PCR de 20uL : 28 ul amorce forward T7
10 uM ; 28 ul amorce reverse T3 10 uM ; 14ul dNTP 10rhbthentay;
11,2 pl Tagq Polymeras@(omega) ; 280 pl tampon Taq Skro6mega) ; 1038,8 pl
H.O
» Piquer dans une colonie blanche avec un tips
* Repiquer sur une boite de Pétri contenant du LB Agar + antibiotiques (Amp)
* Tremper le tips dans un puits de la plaque de screening
» Changer de tips et recommencer pour les autres clones
» Sur environ 80 clones étalés sur boite, les 64 premiers sont amplifiés par PCR
» Lancer une PCR avec les parametres suivants : 10’ a 94°C ; (45" a 92°C ; 45" a
58°C; 45” a 72°C) X35 ; 10’ a 72°C ; 4°C a l'infini.
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Le screening permet de verifier la présence de I'insert dans le clone amplifié et I'obtention de
produits PCR marqués utilisables pour I'analyse EcoTilling.

2.11. EcoTilling
Le protocole d’EcoTilling est divisé en trois parties : I'étape de dénaturation- hybridation,
I'étape de digestion et une étape de purification de 'ADN.

2.11.1. Etape de dénaturation hybridation
* Mettre la méme quantité (en ng) d’ADN a analyser que de références dans un volume
final de 10 pL
» Chauffer a 95°C puis refroidir graduellement jusqu’a 4°C

2.11.2. Etape de digestion
* Prendre 4 pL de produit d’hybridation et monter & un volume de 10 pL avec de 'eau
miliQ.
e La quantité d’ADN ne peut pas dépasser 7 pL
* Pour chaque tube ajouter 5 pL du mix suivant : 1.5 pl d’enzyme endol diluée 50x (a
I'aide du tampon de dilution) ; 1.5 pl de tampon de réaction 10x ; 2 pl d’eau milliQ
* Incuber 2h a 37°C

2.11.3. Etape de précipitation de 'ADN
Stop solution : 2 ul d’acétate de sodium (3 M pH 5.2) ; 1.6 ul d’eau miliQ ; 1 pl de glycogen
(20 mg/ml); 0.4 pul ’EDTA (0.5 M pH 8)

» Stopper la réaction en ajoutant 5 pL de Stop solution et 60 pL d’éthanol absolu stocké
a-20°C.

» Centrifuger 1h a 3.500 rpm a 4°C

« Eliminer le surnageant

» Ajouter 200 pl d’éthanol 70% stocké a -20°C

» Centrifuger 10 min & 3500 rpm et éliminer le surnageant

» Répéter un second lavage a I'éthanol 70%

« Eliminer le surnageant

e Sécher 'ADN au Speedvac pendant 30 minutes

* Resuspendre dans 40 pl de Sample Loading SoluBeck(man Coulter #608082)
contenant un standard de taille (Standard de taille 1000, dilution 170X)

* Pipeter 25 X pour resuspendre le culot

» Transférer le contenu de la plague PCR dans une plague « échantillons » prévue pour
le séquenceur

2.12. Préparation séquencage

Le séquencage des genes candidats peut se faire sur plasmide ou directement sur produit
PCR.

2.12.1. Miniprep

Suite aux résultats EcoTilling, des clones sont sélectionnés pour étre séquenceés afin de
valider les résultats EcoTilling. La réaction de séquencage peut étre réalisée sur plasmides
extraits suivant le protocole ci-dessous :
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La composition des tampons P1, P2 et P3 nécessaires au protocole est décrite ci-dessous :
= Tampon P1: 100g/ml Rnase A (Sigma); 50 mM Tris HCI pH 8 (Sigma); 10 mM
EDTA (Sigma)
= Tampon P2 : 200 mM NaOH; SDS 1%
= Tampon P3:3 M KAc pH 5,5

e Dans un falcon de 15 mL, inoculer 4 mL de milieu LB contenant de I'ampicilline (60
png/mL) avec un échantillon du clone a séquencer ayant été repiqué préalablement.

* Incuber overnight a 37°C a 180 rpm (C24 Incubator Shaker, New Brunswick
Scientifig

» Prélever 150 pL de culture et ajouter 150 pL de glycérol 40% stérile. Les clones
peuvent ainsi étre stockés dans des cryotubes a -80°C (Stock glycerol).

» Centrifuger les falcons de 15 mL durant 4 minutes a 4°C et 3,500 rpm (Allegra X-
22R, Beckman Coulter)

» Eliminer le surnageant et resuspendre dans 300 pL de tampon P1 stocké a 4°C.

e Incuber 10 minutes a température ambiante

» Ajouter 300 pL de tampon P2 stocké a température ambiante pour lyser les bactéries

* Incuber 5 minutes a température ambiante

» Précipiter les protéines en ajoutant 300 pL de tampon P3 stocké a 4°C

* Incuber durant 30 minutes a 4°C

» Centrifuger 10 minutes a 4°C et 13,000 rpm (Biofuge A, Henaeus

» Transférer le surnageant dans un nouveau tube et précipiter ’'ADN en ajoutant 0,7
volume d’isopropanol stocké a -20°C

* Homogeénéiser par inversion et incuber durant 30 minutes a température ambiante

» Centrifuger 15 minutes a température ambiante a 13,000 rpm (Biofuge 13, Heraeus

* Eliminer le surnageant

* Laver 'ADN en ajoutant 500 pL d’éthanol 70%

» Centrifuger a 4°C durant 5 minutes (Biofuge 13, Heraeus

» Eliminer le surnageant d’éthanol avec une pipette Pasteur

» Sécher les échantillons 30 minutes au Speedvac

* Resuspendre I'ADN dans 25 pL de Tris 10 mM pEBR)(ha)

» Placer sur agitateur rotatif et laisser resuspendre a 4°C overnight.

* Le dosage de 'ADN est réalisé par électrophorése.

2.12.2. Agarose Low Melting
La miniprep est une méthode lourde lorsqu’il faut manipuler un grand nombre de clones
simultanément. Pour pallier a ce probleme, nous avons adapté le protocole de « Hao Ma and
Stephen DiFazio, 2008 » permettant la purification de produit PCR apres électrophorese sur
gel d’agarose. L’agarose low melting reste liquide a des températures inférieures a celle de
I'agarose normal. Des mises au point ont montré qu’il était possible de prélever le produit
PCR a la pipette dans un gel d’agarose low melting 0,2% (BP136Bi4l0ér Scientifiy et
de le séquencer directement (Ceq8000 Beckman Coulter). Le protocole a été mis au point
pour étre utilisé sans bromure d’éthidium. La durée totale du protocole est approximativement
3h.

* Un gel classique d'agarose 1% est coulé (1:75000 SyberSafe S33102 Invitrogen

10000X). Chaque puits peut étre chargé avec 15 pL de produit PCR.
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e Découper une fenétre dans le gel d’agarose a l'aide d'un scalpel. La bande est
découpée 3 centimétres sous les puits et la hauteur n'excéde pas 2 cm.

» Lafenétre est remplie d’agarose low melting 0,2% a la pipette pasteur en veillant & ne
pas boucher les puits.

» Laisser solidifier I'agarose low melting en refroidissant le gel pendant 1,5 h a 4°C

» Charger les puits et lancer I'électrophorése du gel sur glace

» Prélever directement sous UV la bande (volume = 25 uL) avec les produits PCR
lorsque ceux-ci se trouvent dans la fenétre d’agarose low melting. Stocker les
échantillons dans des tubes PCR

» Centrifuger les échantillons a 17,000 g et 16°C durant 5 minutes

» 17 pL de supernageant peuvent étre prélevés par échantillon et directement utilisés
pour la réaction de séquencage.

2.13. Séquencage

Le séquencage des genes candidats suit le protocole du kit Ceq DTCS quick start, Beckman
Coulter. Le protocole est divisé en trois étapes principales : la réaction de séquencage, le
lavage et la précipitation de I'’ADN et la préparation des échantillons pour le séquenceur.

2.13.1. Réaction de séquencage

» Préparer un mélange contenant 1 pl d’'amorces (10 pmoles /ul) et 100 ng d’ADN. Ajuster
le volume a 10 pl avec de I'eau milliQ.

* Dénaturer le mélange a 95 °C pendant 15 minutes. Mettre immédiatement sur glace
pendant 3 minutes.

* Pendant ce temps, faire une solution contenant 32 pl de CEQ DTCS quik start kit et 50 pl
d’eau milliQ (quantité pour 8 réactions de séquencage)

» Ajouter 9.5 ul de cette solution dans chaque tube

» Lancer une réaction de séquencage avec le programme suivant :
92°C pendant 1'30”; 40 cycles définis comme suit : 20” a 96°C ; 20” a 50°C ; 4’ a 60°C
Ensuite, 4°C a l'infini.

2.13.2. Lavage et précipitation de 'ADN

La solution Stop utilisée dans le protocole ci-dessous a la composition suivante: 2 pl
d’acétate de sodium (3 M pH 5.2) ; 1.6 ul d’eau milliQ ; 1 pl de glycogene (20 mg/ml); 0.4 ul
d’EDTA (0.5 M pH8)

» Stopper la réaction, en ajoutant 5 pl de Stop solution + 60 pul d’éthanol absolu. Stocké a -
20°C

» Centrifuger 1h a 3,500 rpm a 4°C

« Eliminer le surnageant

» Ajouter 200 ul d’éthanol 70% stocké a -20°C

» Centrifuger 10 min a 3,500 rpm et éliminer le surnageant

» Répéter un second lavage a I'éthanol 70%

 Eliminer le surnageant en secouant une seule fois de maniére ferme la plaque multi-puits

+ Eliminer I'éthanol restant en plagant les échantillons 30 minutes au Speedvac

2.13.3. Préparation des échantillons pour le séquenceur
* Resuspendre dans 40 pl de SLS. Placer dans un puits d'une plague de séquencage et
couvrir avec une goutte d’huile minérale.
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Prendre une nouvelle plaque, et ajouter dans chaque puits 8 gouttes de SEQ sequencing
separation buffer. Placer cette plaque et celle contenant les échantillons a I'endroit prévu
dans l'appareil de séquencage.

Lancer la méthode de séparation LFR-a (CEQ 8000 Genetic analysis system) dont les
paramétres sont repris ci-dessous :

- température des capillaires lors de la migration : 50°C

- température de dénaturation : 90°C durée : 120 secondes

- injection : voltage : 2 kV, durée : 15 secondes

- séparation voltage : 4 kV, durée : 110 minutes

Analyser les séquences avec les parametres d’analyse par défaut.
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Résultats et discussions

1 Recherche de genes candidats : approche

bioinformatique

La recherche de génes candidats associés a la pathogenese est divisée en quatre approches.
Premierement, la recherche d’orthologues entre la laitue et la chicorée sur base des banques
d’unigenes disponibles pour les deux especes. Deuxiémement, la recherche de génes NBS-
LRR, ceux-ci jouant un réle majeur dans la détection des pathogenes et I'activation de
réponses spécifiques a ces derniers. Troisiemement, la recherche de génes clefs dans les voies
de défense de la plante. Finalement, nous avons recherché des homologues des genes WAK
chez la chicorée. Ces derniers sont nécessaires aux voies de défense chez A. thaliana.

1.1 Recherche d’orthologues entre la laitue et la chicorée

La laitue est la plante modéle chezAesderaceaet est phylogénétiquement trés proche de la
chicorée. Contrairement a la chicorée industrielle qui reste trés peu étudiée, de nombreuses
données sont disponibles pour la laitue. Plusieurs cartes génétiques de laitue sont publiées
dans la banque de données dbofhpositae Genome Project Data Ba&GPDB ».

Plusieurs séquences EST associées a la résistance de la laitue ont été cartographiées sur
I'ensemble des 9 chromosomes de la laitue. Notre but est de trouver des orthologues de ces
géenes chez la chicorée. Aprés une caractérisation du polymorphisme de ces orthologues,
ceux-ci pourront étre positionnés sur une carte génétique de chicorée et permettront de futures
études comparatives entre le génome de la laitue et de la chicorée industrielle. La
cartographie comparée permet de réaliser entre autres des études de synténie. Nous espérons
pouvoir transposer des données intéressantes de la laitue vers la chicorée et vice versa.

Nous avons utilisé I'approche deciprocal best BLAST hipour mettre en évidence des
orthologues de la laitue dans notre banque d’unigenes de chicorée. Cette méthode est basée
sur l'algorithme BLAST et permet la détection d’orthologues tout en limitant les faux
positifs. Cependant, la technique mciprocal best BLAST hihontre certaines difficultés a
discriminer les orthologues des paralogues. Cette méthode présente I'avantage principal
d’étre basée sur une approche relativement simple a appliquer au départ des analyses BLAST.
Contrairement aux méthodes alternatives de mise en évidence d’orthologrezspriecal

best BLAST hihe nécessite pas le recours au séquencage complet du génome et peut étre
appliqué sur base de séquences EST.

142 séquences EST associées a la résistance aux pathogénes chez la laitue ont été
positionnées sur une carte inter-spécifique (MAP2JMR3) obtenue par croisemerit. entre
serriolaet L. sativa. La premiére étape consiste a rapatrier manuellement les séquénces de
serriola correspondant aux 142 EST positionnés sur la carte de la laitue. Les séquences
proviennent d’'un croisement inter spécifique et nous ne savons pas si les séquences de la
carte proviennent de. serriola ou del. sativa. Les séquences associéés serriola sur la

carte seront retrouvées en blastant les séquences EST de la carte contre une banque d’'EST de
L. serriola.
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Une banque locale d’EST contenant 15,057 unigénekad&uca serriola provenant du
CGPDB est construite dans SeqTools 8.4.

Les 142 séquences ont été blastées contre la banque de donbéssrdela en TBLASTX.
Les séquences montrant un minimum de 95% d’identité sur une longueur minimale de 100 pb
avec une e-valuproche de 0 ont été sélectionnées.

Une banque de données locale contenant 23,135 unigenes de chicorée provenant de trois
banques EST est créée. Ces trois banques proviennent du projet PHYTOMOL, de Lille et de

Davis et constituent un total de 54,000 séquences. Celles-ci ont été converties en 23,135
unigenes en utilisant le logiciel EGassembler.

Les 142 séquences de serriola sont blastées contre la banque d’unigénes de chicorée. 60
séquences présentent un résultat de BLAST significatif. Pour I'analgipeocal best BLAST

hit, les 60 séquences de chicorée sont blastées a leur tour contre la banque de dannées de
serriola. Vingt-et-une séquences présentant une homologie sur un minimum de 100 pb
répondent aux critéres du reciprocal best BLAST @éts vingt-et-une séquences sont des
orthologues potentiels entre la laitue et la chicorée et sont associées a la résistance de la
plante face aux pathogenes.

Les vingt-et-une séquences sont localisées a travers I'ensemble des 9 chromosomes de la
laitue (voir table 2.1). La figure 2.1 est une représentation graphique de la position des
orthologues trouvés sur la carte de la laitue MAP2JMR3

1.2 Recherche de genes candidats de type NBS-LRR et mise en évidence
de génes associés a la pathogenese.

1.2.1 Genes de résistance contenant un domaine NBS chez la chicorée

Les génes NBS-LRR constituent la plus grande famille des genes de résistance chez les
végeétaux. Ces genes sont caractérisés par un domaine Bpptdétide Binding SiteNBS

ou NB-ARC. La recherche de genes contenant un domaine NBS a permis de mettre en
évidence un grand nombre de genes candidats pour la résistance de la plante aux pathogénes
et des études comparatives entre les genes NBS de différentes espéces sont régulierement
réalisées.

En utilisant des amorces dégénérées pour le domaine NBS, RPibatlamplifia en 2003
vingt-et-un génes contenant un domaine NBS. Ces vingt-et-une séquences constituent
actuellement les seuls génes de résistance chez la chicorée présents dans les banques de
données publiques. A I'exception de neuf séquences trouvées avec des paires d’amorces
ciblant les génes CC-NBS-LRR, les 12 autres séquences ne sont a priori associées a aucun
domaine N- terminal.

Les vingt-et-une séquences partielles de chicorée associées aux genes NBS-LRR ont été
rapatriées de la banque de données NCBI. Plusieurs de ces séquences présentaient une grande
homologie entre elles. Pour diminuer le risque d’amplification non spécifique, nous avons
choisi de garder seulement les séquences divergentes. Nous souhaitons éviter au maximum
les familles multigéniques. L’alignement des séquences montre que sept séquences ne
forment pas de contig.
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La présence du site NBS fut confirmée par des analyses Pfam. Six séquences montrent la
présence d’'un domaine NB-ARC caractéristique des genes NBS-LRR chez les plantes. Ces
six séguences sont donc sélectionnées comme genes candidats pour notre travalil.

Aucun domaine NB-ARC n’est trouvé pour la séquence AY153812.1. Cette séquence est
annotée dans NCBI comme un géne candidat dans la résistance aux pathogenes. L’'alignement
des sept séquences ne montre pas que AY153812.1 est fondamentalement divergente des
autres séquences associées au domaine NB-ARC (voir table 2.2). Suivant son homologie avec
des séquences NB-ARC, nous avons décidé de l'intégrer a notre liste de genes candidats.

La séquence partielle AY153810.1 présente un score élevé d’homologie avec la séquence
36078385.VIS provenant de la banque de données du CGPDB. Ces deux séquences sont
fortement homologues (e-value = e-148; identité = 284/291 (97%)) et pourraient en fait
correspondre a une seule et méme séquence. La séquence 36078385.VIS est longue de 740
paires de bases (291pb pour AY153810.1) et montre un domaine NBS et TIR apres
recherche de domaines avec Pfam. Cette séquence est donc sélectionnée dans notre liste de
genes candidats a la place de la séquence AY153810.1.

1.2.2 Recherche de génes NBS-LRR au départ de la banque d’A. thaliana

La plante modeld\. thaliana est totalement séquencée et un grand nombre de banques de
données contenant des séquences annotées sont disponibles. Nous avons rapatrié toutes les
séquences associées aux genes NBS-LRR de la banque de données TAIR en évitant le plus
possible de sélectionner des séquences annotées comme pseudogenes. 173 séquences furent
ainsi sélectionnées.

Toutes les séquencesAdabidopsisont été blastées (TBLASTX) contre la banque locale de
chicorée contenant 54,000 EST. L’algorithme TBLASTX compare des séquences
nucléotidiques traduites en protéines contre une banque de séquences de nucléotides elle aussi
traduite. Ce type de BLAST est la méthode la plus appropriée aux recherches d’homologies
entre deux espéeces différentes au départ de séquences nucléotidiques.

27 séquences de chicorée apparaissent de fagon récurrente dans les résultats de BLAST pour
les 173 séquences analysées. Pour ces 27 séquences, une recherche de domaines associés aux
genes NBS-LRR a été réalisée sur base d’analyse Pfam. La présence de motifs NBS-LRR a
été confirmée dans 19 des 27 séquences de chicorée.

Comme illustré dans le tableau 2.3, les 19 séquences EST ont une taille comprise entre 503 et
867 pb. Sachant que la taille compléte d’'un géne TIR-NBS-LRR est proche de 4000 pb
(exemple 4140 pb pour at5g41750 ADNCc) les séquences EST trouvées ne peuvent contenir
gue des parties des génes NBS-LRR. Les séquences contenant 2 domaines (TIR-NBS et
NBS-LRR) présentent une haute probabilité d’appartenir aux géenes de résistance NBS-LRR.
Les séquences EST contenant uniquement un domaine NB-ARC sont également de bons
candidats. Les séquences présentant seulement des domaines TIR ou LRR ont une probabilité
plus faible d’appartenir a la famille des génes NBS-LRR.

Malgré le fait qu’elles puissent contenir des domaines identiques, aucune séquence ne
présente un taux d’homologie élevé avec d’autres a I'exception de la séquence 31299385.VIS
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présentant une homologie avec la séquence 22885385.VIS ainsi que la séquence
2880385.VIS présentant des homologies avec la séquence 30861385.VIS. Le taux de
mutations dans les régions homologues est de 1 mutation toute les 12pb. Il s'agit
vraisemblablement de paralogues. En effet, la banque de données Davis ne contient que des
séquences d'un unigue individu d’ou proviennent les séquences ci-dessus. Les études de
caractérisation du polymorphisme pour ces séquences pourront peut-étre nous aider a
confirmer g’il s’agit du polymorphisme d'une seule séquence ou s'il s'agit bien de
paralogues.

1.2.3 Recherche de génes candidats a partir de séquences de tournesol associées
aux genes NBS-LRR

La laitue, la chicorée et le tournesol sont des membres de la famillastiraceaeles

espéeces phylogénétiguement proches présentent une homologie plus importante au niveau de
leurs génes. La banque de données NCBI contient 426 séquences d’ADN associées aux genes
de résistance NBS-LRR pour le tournedéélanthius annuusCertaines d’entre elles sont
décrites comme des pseudogenes.

Nous avons décidé d'utiliser toutes ces séquences pour rechercher des génes présentant des
homologies avec les génes NBS-LRR chez la chicorée. Nous supposons qu’un pseudogene
chez le tournesol ne 'est pas forcément chez la chicorée. Des pseudogenes récents chez le
tournesol peuvent présenter une homologie avec la structure NBS-LRR. Un pseudogene peut
ainsi étre utilisé pour mettre en évidence des géenes fonctionnels dans notre banque de
chicorée. Les génes NBS-LRR sont annotés comme pseudogenes lorsqu’ils présentent des
codons stop ou un décalage du cadre de lecture.

Une recherche TBLASTX entre les 426 séquences de tournesol et la banque d’unigénes de
chicorée a été realisée. Pour chaque séquence de tournesol testée, les séquences de chicorée
avec la meilleure-value cut off de minimum 195, ont été sélectionnées. Nous observons

une redondance dans nos résultats de BLAST. 97 séquences de chicorée associées aux genes
NBS-LRR ont pu étre détectées.

Les séquences de chicorée ont été analysées avec le logiciel Interproscan. Seize séguences ont
eté associées avec des domaines de résistance aux pathogénes. Huit séquences montrent un
domaine NB-ARC.

Pour améliorer la probabilité d’étre bien en présence d’'un gene de résistance, ces séquences
ont été blastées (TBLASTX) contre la banque de NCBI. Seulement 3 séquences ne présentent
pas dhomologies avec des génes NBS-LRR: CIC.EH690542; CONTIG4309;
CONTIG6761. Cependant, les résultats de BLAST indiquent que ces séguences présentent
des homologies avec des protéines de résistance.

L’'analyse Interproscan apparait comme une méthode efficace pour mettre en évidence des
genes associés a la pathogenése. Des séquences associées a la pathogenése ne présentant pas
de domaine NBS lors de I'analyse Interproscan peuvent lors d’analyses BLAST présenter une
homologie élevée avec des genes NBS-LRR. Cette observation confirme limportance
d’utiliser des outils variés dans le cadre de I'annotation de séquences.
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Les séquences trouvées ont été comparées avec la liste de génes candidats déja constituée
pour éviter la redondance dans notre liste. Les résultats d’alignements de séquences révelent
six nouvelles séquences: EH690542, CIC.EH693729, CIC.EH678163, CONTIG4952,
CONTIG6761, CIC.EH672777. Elles sont ajoutées dans la liste de génes candidats sous le
nom de référence CHICOSUNX soit respectivement de CHICOSUN1 a CHICOSUNSG.
Quatre des six séquences présentent une homologie élevée avec des genes NBS-LRR dans la
banque de données NCBI (TBLASTX, paramétre par défaut) voir table 2.4.

Suite a la mise en évidence de ces nouvelles séquences, nous avons pu observer, dans
'ensemble des séquences trouvées, que 4 séquences (CONTIG1413; 26173385.VIS;
CIC.EH694833 ; 1586035.VIS) pouvaient étre alignées pour former un contig de 1786 pb.
Cette grande séquence contient un domaine NB-ARC suivit d’'un domaine LRR (voir figure
2.2). Les 4 séquences assemblées pourraient provenir d'un méme gene. La création d’amorces
de part et d'autre de la séquence pourrait montrer s’il s'agit bien d’'une seule et méme
séquence.

1.2.4 Data mining : recherche de genes associés a la pathogenése dans la banque
d’unigénes de chicorée a I'aide d’Interproscan

Comme détaillé dans lintroduction, une grande partie des protéines impliquées dans la
reconnaissance des pathogénes sont les protéines NBS-LRR. Le domaine NB-ARC est un
marqueur de la présence d’'un gene NBS-LRR. Ce domaine peut étre mis en évidence par des
logiciels de prédiction de domaines protéiqgues comme le logiciel Pfam (Sonnhammer, Eddy
et al. 1997; Finn, Tate et al. 2008). La banque d’unigenes de chicorée est susceptible de
contenir une collection de genes associés a la résistance aux pathogenes incluant les génes
NBS-LRR. En analysant la banque de données par un logiciel de prédiction de domaines, il
devrait étre possible de mettre en évidence des genes de résistance chez la chicorée.

De nombreuses méthodes d’analyse et de prédiction de domaines sont disponibles. Il existe
un grand nombre de banques de domaines : Pfam, Prodom, TIGRsfam, ... Chacune de ces
méthodes et bases de données utilisent des paramétres d’entrées et de sorties différents et
présentent chacune de plus ou moins grandes capacités a discriminer certains domaines.
Interproscan permet de tester en une étape les banques de données suivantes : PROSITE,
PRINTS, Pfam, ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIR superfamily, SUPERFAMILY, Gene3D

et PANTHER. En une unigue opération, il est donc possible d’analyser une séquence d’acide
nucléique par un grand nombre de méthodes différentes et par rapport a différentes bases de
données. En plus des résultats obtenus par chaque méthode, Interproscan est capable de
standardiser les résultats, de visualiser les domaines de maniere graphique et de les exporter
en fichier texte (Quevillon, Silventoinen et al. 2005).

Interproscan integre un outil qui traduit la séquence nucléotidique dans les 6 cadres de
lecture. Chacune de ces séquences est ensuite analysée suivant les parametres choisis.
Interproscan est capable d’analyser simultanément 50 séquences nucléotidiques. Une version
locale d’Interproscan fonctionnant sous systeme Perl/Unix permet I'analyse simultanée de
100,000 séquences nucléotidiques. Nous n’avons pas réussi a utiliser ce logiciel sous une
machine tournant sous Ubuntu 8.04.1. En attendant de pouvoir analyser les séquences en
local, les 5,000 premieres séquences de la banque d’'unigénes de chicorées ont été analysées
manuellement en utilisant I'interface web d’Interproscan (autorisant I'analyse simultanée de

50 séquences). Nous avons utilisé la version d’Interproscan 18.0 reprenant 16,549 domaines
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standardisés (dont le domaine NB-ARC). Actuellement, 27.432 publications dans PUBMED
font référence a Interproscan.

En analysant la banque d’'unigénes de chicorée avec Interproscan, nous avions pour objectif
de construire une banque de données annotées. Celle-ci devrait permettre la mise en évidence
rapide de protéines associées a la pathogenese chez la chicorée. Cette banque de données
permettra la recherche d’EST et de leur description sur base de mots-clefs et permettra la
mise en évidence de séquences dans des objectifs de recherche variés (métabolisme,
floraison, récepteurs, ...).

Les 5.000 premieres séquences de la banque d'unigénes de la chicorée ont été analysées avec
succes. 3.361 ORFs ont ainsi été annotées. Une ORF peut contenir plusieurs descriptions : des
domaines de fonctions différentes ou le méme domaine trouvé dans plusieurs banques de
données différentes. L’'analyse complete des 5,000 séquences a donné 12,792 descriptions de
domaines. La taille moyenne des ORF annotées est de 166 acides aminés. (table 2.5)

La mise en évidence et I'annotation des domaines s’est faite sur 13 banques de données
différentes : HMMPanther, HMMPfam, superfamily, Gene3D, FPrintScan, ProfileScan, Seg,
HMMSmart, ScanRegExp, BlastProDom, Coil, HMMTigr and HMMPIR. Un nombre
variable de domaines a été trouvé par I'analyse de ces banques de données. Le plus grand
nombre de descriptions a été apporté par les analyses HMMPanther, et les analyse HMMPIR
ont donné le moins de résultats. La variation du nombre d’annotations obtenues devrait étre
normalisée en fonction du nombre de domaines disponibles dans chaque banque de données.
(Table 2.5)

6,549 domaines ont été annotés par Interproscan. Le domaine Inteproscan le plus fréquent est
“Calcium-binding EF-hand” qui apparait 236 fois. Toutes annotations confondues, 406
séquences ont été associées a un domaine protéine kinase. 121 ORFs ont été associées avec
des domaines LRR. 55 séquences sont associées avec un domaine “Pathogenesis-related
transcriptional factor and ERF, DNA-binding”. Les domaines interproscans les plus fréquents
sont repris dans la table 2.6.

102 descriptions associées a la résistance ont été associées a 37 séquences EST. 31 séquences
étaient annotées par des domaines caractéristiques de protéines impliquées dans la défense
aux pathogenes. Pour augmenter la probabilité que ces genes soient bien effectivement
impliqgués dans la défense de la plante, les séquences ont été blastées (TBLASTX) contre la
banque de données NCBI. Nous n'avons conservé que les séquences dont le résultat de
BLAST était directement associé a la pathogenése ; parmi ces séquences, 3 séquences
associées aux genes NBS-LRR avaient déja été trouvées précédemment.

Finalement, 18 séquences associées a la pathogenése (suivant les résultats Interproscan et
BLAST NCBI) ne se trouvant pas dans nos listes ont pu étre mises en évidence et sont
ajoutées a notre liste de géenes candidats. Les nouvelles séquences sont référencées sous le
nom de code « CHICOSCAN » dans notre set de génes candidats. Table 2.7

CHICOSCAN13 est un gene associé a la famille NBS-LRR. CHICOSCAN 1 et 15 sont
associés aux facteurs de transcription WRKY. CHICOSCAN 3, 4, 9 et 16 sont homologues a
des protéines impliqguées dans la résistance au mildiou. CHICOSCAN1 montre une grande
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homologie avec PRhathogenesis related protein classl. Cette protéine est activee dans les
réponses de défense et notamment en réponse a I'activation de la voie de l'acide salicylique.
Le criblage de la banque de données de chicorée par Interproscan est une méthode permettant
la mise en évidence de séquences impliquées dans la réponse aux pathogénes et permet entre
autres la détection des génes NBS-LRR. (voir table 2.7)

1.2.5 Data mining : mise en évidence de genes candidats a partir de la banque
CGPDB

Comme nous l'avons mis en évidence dans le point précédent, I'annotation compléte de
banques de données peut s’avérer utile pour la mise en évidence de géenes associés a une
fonction donnée. Le CGPDB a rendu public une banque d’unigéenes de chicorée industrielle.
Celle-ci contenant 22,038 unigénes est construite sur base de 41,704 séquences EST. Une
version annotée de la banque est disponible.

L’annotation de chaque séquence consiste en la description du meilleur résultat de BLAST
(BLASTX) contre la banque de donnéeAd'thaliana. 75,8% des séquences unigénes de
chicorée ont un résultat de BLAST.

Nous sommes partis de cette base de données annotée pour mettre en évidence de nouveaux
genes candidats associés a la réponse aux pathogénes chez la chicorée industrielle.

Sur base de mots-clefs, 78 séquences dont le résultat de BLAST était associé a la pathogenése
ont été rapatriées. De nombreuses séquences présentent une homologie avec des genes NBS-
LRR chez A. thaliana.

Pour diminuer le risque d’amplification non spécifique, les genes paralogues, présentant un
taux trop important d’homologie entre eux, ont été supprimeés. Nous avons également éliminé
les séquences identiques ou trés proches de celles précédemment trouvées.

44 séquences ont ainsi été sélectionnées. Nous avons analysé ces séguences avec
Interproscan. Seulement trois séquences présentaient un domaine associé aux genes de
résistance (CI.EH684821, CI.EH672557, CI.CSA1.5614). CI.EH672557 est une séquence
présentant une forte homologie avec les genes NBS-LRR.

Les 44 séquences de chicorée ont été ensuite blastées (TBLASTX) contre la banque de
données NCBI pour des recherches supplémentaires d’homologies de séquences. 37
séquences montrent une homologie avec des genes de résistance (voir score de BLAST et e-
value Table 2.8).

15 séquences présentent une forte homologie avec des genes de résistance avec des résultats
de BLAST ayant une e-value comprise enfré&2 et £-105 et des scores compris entre 100
et 232.

1.3 Recherche de génes clefs dans les vois de défense de la plante : acide

salicylique, jasmonate et éthylene

Nous avons sélectionné une liste de genes ayant un role clef dans la réponse aux pathogenes
chezA. thaliana. Les séquences ADNc des genes suivants ont été rapatriées de la banque de
données dA. thaliana: NPR1 (AT1G64280), PDF1.2(AT5G44420) ; THI2.1(AT1G72260),

37



JARL(AT2G46370), WRKY70 (AT3G56400), MAPK4 (AT4G01370), COI1(AT2G39940),
ERF1(AT3G23240), JIN1(AT1G32640).

Les neuf séquences ont été blastées (TBLASTX) contre la banque d’unigenes de chicorée a
I'aide du logiciel SeqTools 8.4 (parameétres par défaut).

Des résultats de BLAST significatifs (cut ofé:value>E-50) ont été obtenus pour NPR1,

JAR1, MAPK4, COI1 et JIN1 (voir table 2.9). Pour confirmer la mise en évidence de genes
homologues, les cing séquences de chicorée ont été blastées contre la banque de données
NCBI (voir table 2.10).

CONTIG5419 présente une homologie presque parfaite avec la séquence MARK4 d’
thalianaet présente une homologie encore meilleure avec la MAPKN tibacum Suivant

les résultats de Blast, voir table 2.9, nous pouvons dire que nous avons trouvé des
homologues sérieux des génes NPR1, JAR1, MAPK4, COI1 et JIN1 chez la chicorée.

1.4 Recherche de genes WAKWall Associated Kinase) chez la chicorée

1.4.1 Recherche de genes WAK sur base de séquengeshaliana

Il a été montré cheA. thaliana que les récepteurs de la famille WAK (sérine-thréonine
kinase) pouvaient fixer la pectine. Ces récepteurs sont suspectés de jouer un réle dans le
systéme de défense de la plante. L'inhibition de WAK1 dhethaliana donne naissance a

une plante naine, affaiblie et tres sensible aux stress. Nous avons pour objectif de trouver des
genes homologues des WAK chez la chicorée industrielle. Une caractérisation du
polymorphisme des WAK chez la chicorée pourra étre utilisée lors d’études d’associations
avec I'espoir de pouvoir augmenter nos connaissances sur cette famille de récepteurs.

Les séquences codantes des 5 WAK. dhalianaont été rapatriées de la banque de données

de NCBI. Les 5 séquences ont été blastées contre la banque d’'unigénes de chicorée. Pour les
5 analyses BLAST, la séquence de chicorée présentant la plus grande homologie avec les
récepteurs WAK était la séquence CONTIG5881. L’e-value est comprise Eritt® &t £-

116 et les scores de BLAST sont compris entre 259 et 273. Cette séquence a été sélectionnée
comme un homologue de WAK.

Les autres séquences de chicorée présentant une homologie avec lesAViRiélidinaavec

une e-value de minimum ¥49 ont été analysées dans Interproscan. La séquence
CONTIG7645 est la seule ségquence présentant un domaine WAK (figure 2.3). Cette séquence
a été blastée contre la banque d’'unigenes de chicorée. Parmi les résultats de BLAST, la
séquence CIC.EH691923 est caractérisée par un domaine WAK dans Interproscan. La
séquence CONTIG4966 est également sélectionnée car elle présente des structures
homologues aux deux autres séquences.

Les recherches d’homologies entre les séquences WAKtlthliana et la banque d'unigénes

de chicorée ainsi que les analyses Interproscan ont permis de mettre en évidence 4 séquences
de chicorée homologues des WAK. Ces 4 séquences ont été ajoutées a la liste des génes
candidats sous la réféerence CWHRi¢ory wall associated kinase relajed
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1.4.2 Recherche de WAK par data mining

La banque de données précédemment annotée pour les 5,000 premiers EST unigénes de
chicorée a été utlisée pour mettre en évidence des domaines WAK. La séquence
CIl.EH691923, trouvée précédemment a pu étre mise en évidence. L’annotation des 15,000
seéquences EST restant devrait permettre la mise en évidence d’autres séquences présentant un
domaine associé aux WAK.

Le criblage de la banque de données annotées de Davis par les résultats de BLASY. contre
thaliana a permis la mise en évidence de 4 séquences. L’analyse Interproscan de ces 4
séquences ne montre pas de domaine WAK bien qu’'un domaine serine-thréonine kinase soit
présent dans chacune des 4 séquences.

Les 4 séquences ont été blastées (TBLASTX, parametres par défaut) contre la banque de
données de NCBI. La séquence CI.EH691833 montre des résultats de BLAST
particulierement intéressants. Cette séquence présente une homologie avec WAK1 de
aestivumavec un score de BLAST de 320 et erealuede -84 (résultats table 2.11). Cette
séquence est ajoutée a la liste des génes candidats comme un homologue de WAK.

1.5 Synthése de la recherche de genes candidats impliqués dans les

réponses de défenses.

Un géne candidat est un gene supposé étre impliqué dans une fonction d’intérét. Pour
améliorer la résistance de la chicorée aux pathogénes, nous avons décidé d’analyser le
polymorphisme de genes candidats associés a la réponse aux pathogenes (Récepteurs,
protéines clefs dans les voies de réponses, ...). La premiére étape de ce travail a été de dresser
une liste de genes candidats sur base des séquences EST de chicorée disponibles.

Notre recherche s’est principalement focalisée sur la recherche de génes NBS-LRR. Sur base
de recherches BLAST, 27 séquences de chicorée ont été associées aux genes NBS-LRR. Cing
séquences de genes homologues aux WAK ont également été trouvées. Une analyse
reciprocal best BLAST hia permis la mise en évidence de 21 génes impliqués dans la
résistance aux pathogenes potentiellement orthologues entre la laitue et la chicorée. 44 autres
séquences ont été mises en évidence comme étant associées aux réponses de défense, comme
par exemple des facteurs de transcriptions WRKY ou des genes clefs des voies de défense
chez la plante. 76 paires d’amorces ont été définies et 27 paires d’amorces ont déja été testées
positivement (apres PCR, observation d’'une seule bande sur gel de taille compatible avec les
analyses EcoTILLING ainsi qu'avec le séquencage soit max 900 pb). (Table 2.12)

2 Caractérisation du polymorphisme chez C. intybus

L'objectif de ce mémoire est de caractériser le polymorphisme de genes candidats
précédemment sélectionnés. Les applications de la mise en évidence du polymorphisme sont
nombreuses. Des plantes peuvent étre typées sur base de marqueurs SNP. A long terme, nous
espérons pouvoir associer la présence de certains marqueurs avec un phénotype de sensibilité
ou de résistance a un pathogéne. Les marqueurs peuvent étre bien sur aussi positionnés sur
une carte génétique de la chicorée.

La chicorée industrielle a été constituée en partie sur base de 29 cultivars de chicorée a café.
Aujourd’hui, du polymorphisme présent a 'origine de la chicorée a sirement disparu sous la
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pression de sélection appliquée par les sélectionneurs de chicorée a inuline suivant des
critéres définis par ces derniers. Nous postulons que du polymorphisme associé a la défense
des plantes a pu étre perdu durant la sélection de la chicorée industrielle. Notre objectif est de
retrouver le polymorphisme présent a l'origine de la sélection de la chicorée industrielle, de
voir le polymorphisme qui a été sélectionné et celui qui a été perdu. De plus, a l'aide d’études
d’association, nous espérons trouver des marqueurs moléculaires associés a la résistance de
la chicorée. Ces marqueurs de résistance pourraient étre ensuite réintroduits dans les plants
actuels. Dans le cadre de ce mémoire, le polymorphisme ancien a été mis en évidence dans
différents génes candidats. Une comparaison entre le polymorphisme ancien et actuel a
également été réalisée pour un gene.

2.1 Constitution de la « Core Collection »

Un pool d’ADN représentatif de la diversité présente a I'origine de la sélection de la chicorée
industrielle a été constitué. Ce pool est formé de 64 extractions d’ADN réalisées avec le kit
Nucleon phytopure au laboratoire. Une purification supplémentaire de ces ADNg a été
réalisée avec le systeme Nucleospin Extradvihgherey-Nage#740 609.50). Les ADN de

21 autres échantillons dont I'extraction avait échoué ont été fournis par SA Warcoing.

Un superpool d’ADN a été constitué a partir de 'ADN extrait de ces 85 échantillons. Chaque
echantillon y est représenté en concentration équivalente. La concentration finale du
superpool primaire obtenu était de 5 ng d’ADN/uL. Des tests d’amplification PCR (50 pL
mix PCR et 1 uL ADNg superpool) ont montré que I'amplification était réalisable jusqu’a
une dilution 20X du superpool.

2.2 Etape de clonage des genes candidats

Le polymorphisme de lacore collection a été mis en évidence par la méthode de
'EcOTILLING. Pour permettre l'analyse automatisée sur séquenceur, les produits
d’amplification doivent étre marqués a leurs extrémités par un fluorochrome. Afin d’accélérer

la procédure et de limiter le colt gqu’engendrerait 'achat d’amorces spécifiques marquées
pour chaque géene candidat, nous passerons par une étape de clonage. Tout géne candidat
inséré de maniere orientée dans le vecteur pBluescript KS +II peut ainsi étre amplifié par la
paire d’amorces universelles T3-T7 marquée.

Chaque gene candidat est amplifi¢ par PCR sur 'ADN de la core collection avec des
amorces spécifiqgues non marquées contenant a leurs extrémités des sites de restriction Sall
HF et Spel.

Les séquences amplifiées sont insérées de maniére orientée dans le plasmide pBluescript Il
KS+ préalablement restreint par les enzymes Xhol et Xbal dans une étape de clonage par
restriction-ligation simultanée. Aprés transformation de bactéries TOP10OF par choc
thermique, I'étalement sur un milieu contenant de la tétracycline permet de sélectionner les
bactéries transformées par le vecteur. Un test blanc/bleu permet la discrimination des clones
ayant le vecteur avec insert des clones ayant le vecteur sans insert. Une PCR sur colonies
avec les amorces marquées T3-T7 permet de confirmer la présence du gene candidat dans le
vecteur et de préparer le matériel nécessaire pour I'étape d’ECOTILLING. Apres mise au
point du protocole, le taux de clones ayant été transformés par le plasmide et contenant
I'insert est proche de 100%.
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Au terme de ce mémoire, le clonage et le criblage des 15 genes candidats suivant ont déja été
réalisés : CS58; CS60; CS62; CS76; CS78; CS90; CS92; CS94; CS112; CS126;
CS160 ; CS230; CS242 ; CS284 ; CS286.

2.3 EcCOTILLING

La technique de 'EcoTILLING permet la découverte rapide de SNP. Tout au long de ce
mémoire, nous avons cherché a optimiser la mise en évidence de polymorphisme de type SNP
dans une approche haut débit.

2.3.1 Approche en POOL

L’EcOTILLING permet la détection de SNP sur base de la comparaison entre deux séquences.
L’'analyse classique consiste a analyser le polymorphisme de différents individus contre une
séquence de référence. Afin de réduire le nombre de manipulations et le colt d’'analyse
EcoTILLING sur séparateur de taille, nous avons développé une approche en pool.

Pour chaque gene candidat analysé, nous disposons de 64 clones différents. Les produits PCR
marqués peuvent étre organisés sur huit lignes et huit colonnes. Les séquences a analyser
sont poolées par huit en ligne et en colonne. En croisant les résultats des lignes et des

colonnes, nous espérons pouvoir déterminer le polymorphisme présent dans chaque clone,

I'analyse en pool nous permettant de réduire considérablement le nombre d’analyses (16 en

pool contre 64 en individuel).

2.3.2 Résultats des analyses EcCOTILLING sur pool

Le polymorphisme de sept génes candidats a été analysé sur POOL. L’ensemble des résultats
est résumeé dans le tableau 2.16.

La taille moyenne des séquences analysées est de 637 pb. La taille des séquences comprend la
séquence du gene candidat amplifié bordée de part et d’autre d'une partie du vecteur
contenant les sites T3 et T7 universels. CS76 est la séquence la plus grande analysée (965pb)
et CS58 est la plus courte (467 pb). La fréquence moyenne de SNP sur I'ensemble des
séquences analysées en pool est de un SNP toutes les 41 pb. La séquence CS230 présente un
taux particulierement élevé de polymorphisme avec un SNP prédit toutes les 18 pb. La
séquence CS60 a une fréquence d’1SNP toutes les 57 pb pour une taille de 962 pb.

Sur base des résultats d’EcCOTILLING obtenus durant ce mémoire, nous observons que le
polymorphisme de type SNP entre les individus de la core collection est trés important. La
fréequence élevée des SNP s’explique par la diversité des individus utilisés pour la sélection
de la chicorée industrielle. Cependant, cette seule explication ne justifie pas a nos yeux la
présence de telles fréequences de SNP.

Les sorties ECOTILLING d’analyses sur pool ont, a plusieurs reprises, présentées un bruit de
fond élevé rendant difficile la discrimination entre les signaux de SNP réels et le bruit de

fond. L’analyse en pool sur la core collection est affectée par deux phénomenes :

I'amplification soit non spécifique de génes dont des familles multigéniques, et la présence de
faux positifs.

Malgré l'attention portée a la sélection des genes candidats et a la conception d’amorces
spécifiques pour amplifier ces derniers, il est possible d’amplifier des genes de familles
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multigéniques ou de paralogues. Ces séquences sont homologues mais présentent plus de
divergences que celles générées par le polymorphisme d’'un méme géne entre différents
individus. Comme les séquences paralogues sont homologues, elles peuvent dans certaines
situations étre amplifiées par une méme paire d’amorces. La présence d'une seule séquence
paralogue dans un pool de huit suffit a générer un bruit important masquant le
polymorphisme de la séquence d’intérét.

Nous souhaitions extrapoler les résultats de polymorphismes pour chaque individu en croisant
les résultats obtenus par lignes avec ceux obtenus par colonnes. La méthode donne
potentiellement des faux positifs dans la mise en évidence de SNP fréquents dans les clones
analysés. Pour illustrer le probleme des faux positifs lors de l'analyse en pool, nous
présentons ci-dessous une analyse fictive de SNP en pool de quatre. (illustration figure 2.4)

Seize clones positionnés sur une grille de quatre lignes et quatre colonnes sont analysés en
pool par EcoTILLING (voir figure 2.4). Les clones 2, 4, 9 et 13 (fond vert) contiennent un
SNP par rapport aux autres séquences. Si on poole les clones par ligne et par colonne,
I'analyse ECOTILLING révéle : la présence d’'un SNP dans les lignes A, B et D ainsi que la
présence d'un SNP dans les colonnes a, ¢ et d. En croisant les résultats EcCOTILLING obtenus,
on trouve que les clones 1, 2, 4, 9 et 13 ont un SNP. Le clone 1 apparait étre un faux positif
par I'analyse en pool.

En résumé, I'analyse EcoTILLING en pool permet de montrer que la core collection contient
beaucoup de polymorphisme. L’analyse en pool est sensible a la génération de bruit causé par
I'amplification de paralogues et de familles multigéniques. L'analyse en pool donne des faux
positifs pour les SNP fréquents mais permet la sélection de clones contenant des SNP rares.

2.3.3 Comparaison analyse individuelle et en pool : CS230 géne NBS-LRR

Suite aux problémes rencontrés lors de I'analyse en pool, nous avons décidé de comparer les
résultats obtenus sur pool et avec référence. La séquence CS230 a été analysée en
EcOTILLING par pool de huit. Parmi les 64 clones analysés, il y avait 30 SNP détectés pour
une fréquence d’un SNP toutes les 18 pb. Sur base des résultats ECoTILLING, les clones 8,
19, 27, 30, 49, 56 et 62 ont été sélectionnés pour étre séquencés sur base de leur
représentation du polymorphisme dans la core collection (Table 2.17).

Le clone 1 a été choisi arbitrairement comme référence dans le cadre des analyses un a un
pour la séquence CS230. Six positions de SNP potentiels sont mises en évidence par cette
analyse. Les 2 SNP les plus fréquents sont en position 100 pb et 189 pb (a partir de Table
2.18). Les résultats sont beaucoup plus nets et contrastés que lors de I'analyse en pool.

Sur base des résultats ECOTILLING avec référence, nous avons séquenceé les clones 1, 6, et
42. Apres édition des séquences, nous avons pu mettre en évidence sept SNP. La position de
chaque SNP est reprise dans le tableau 2.19.

Trois SNP sont tres proches les uns des autres en position 46, 48 et 51 pb. Leur proximité les
rend difficiles a discriminer dans les résultats obtenus. Deux SNP sur trois avaient été trouves

par chacune des deux analyses ECOTILLING. Le SNP en position 79 n’a été mis en évidence

gue dans I'analyse en pool. Les SNP en position 121 et 140 ont été détectés dans les deux
analyses. Le SNP en position 344 n’a été détecté par aucune des deux analyses.
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La méthode d’ECoTILLING en pool a permis de mettre en évidence la majorité des SNP
présents dans les clones séquencés. Cependant, les résultats apparaissent noyés dans le bruit
de fond (cing SNP réels sur trente SNP mis en évidence). L'analyse EcoTILLING avec
référence n'a pas su mettre en évidence deux SNP qui ont été révélés par le séquencage de
clones. Le bruit de fond est cependant beaucoup plus faible et le taux de faux positifs est de
33% (deux SNP prédits sur six se sont révélés étre des faux positifs). Voir table 2.20.

Sur base de ces résultats, les analyses ECOTILLING suivantes ont été réalisées avec
références. Cette approche permet une estimation plus fiable de la fréquence des alleles dans
la population étudiée et est moins sujette au probléme de bruit.

2.3.4 Analyse EcoTILLING avec référence

Les analyses sur pool ont mis en évidence la grande quantité de polymorphisme présent dans
la core collection. L’analyse avec référence a pour objectif, outre de mettre en évidence de

nouveaux SNP, de pouvoir estimer la fréquence de ces derniers dans la population. Nous
testerons plus tard dans ce travail si le polymorphisme présent fréquent ou rare dans la core
collection se retrouve dans les populations actuelles de chicorée.

L'analyse EcoTILLING avec référence a été réalisée sur trois autres géenes candidats : CS242,
CS284 et CS286. (table 2.16)

2.4 Reésultats de séquencage

Sur base des résultats ECOTILLING, nous avons sélectionné des clones a séquencer pour
chaque gene candidat. Nous détaillerons ci-dessous les résultats obtenus pour chacun de ces
derniers.

2.4.1 CS58,p 1,3 glucanase

Le gene CS58 est un orthologue potentiel entre la laitue et la chicorée pour un gene codant
pour uneB-1,3 glucanase. Lgs1,3 glucanases forment une famille de genes étudiée dans de
nombreuses plantes. Ce sont des protéines PR et elles jouent donc un role de défense contre
les pathogenes. Elles sont impliquées dans les réarrangements de la paroi végétale et dans les
processus de développement (Helleboid, Hendriks et al. 2000).

La taille totale de la séquence amplifiée et séquencée est de 358 pb. Des séguences
exploitables ont été obtenues pour cing clones différents et ont permis la mise en évidence de
18 nucléotides différents entre les cing clones. On observe en moyenne une mutation toutes
les 20 pb. Ce taux anormalement élevé de polymorphisme ne peut s’expliquer uniquement

par la présence d’alleles différents. Le tableau 2.21 note la position des mutations dans les

cing clones. Ceux-ci peuvent étre classés dans trois groupes différents. Il est probable que
nous soyons en présence de 3 paralogues.

La séquence consensus (séquence obtenue sur base des cing clones séquencés) de CS58 a éte
comparée a la séquence codante qui avait servi au design des amorces. Sur les 358 pb
séquenceée sur ADNg, il y a 87,5% d’identité avec la séquence EST ayant servi au design des
amorces. Aucun intron n’est observé.
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Le meilleur résultat de BLAST (TBLASTX) de la séquence consensus de CS058 contre la
banque de données de NCBI est une glucanaSamucus nigra avec un score de blast de
176 et une e-value d&-42. Le deuxiéme résultat de BLAST a pour résultat une séquence
EST de beta-1,3 glucanase chez un croisement @mierium intybuset Cichorium endivia

(score de 160 et e-value d&-3F). La séquence de laitue (1362 pb) orthologue au géne
CS058 a pour premier résultat de BLAST la méme séquence de chicorée codant pour une
beta-1,3 glucanase (Score de 194, e-valué-d®8).

Quatre variations de nucléotides sont non silencieuses et induisent un changement fonctionnel
de l'acide aminé. L’ensemble des mutations silencieuses et non silencieuses est repris dans le
tableau 2.21.

En 2000, Helleboid et al ont montré que les beta-1,3 glucanases étaient encodées par une
petite famille de 3 génes ch€z intybus Hybride 474) (Helleboid, Chapman et al. 2000).

Nous pouvons émettre I'hypothése suivante : la paire d’amorces dessinée pour CS058 a pu
amplifier les 3 génes dk1,3 glucanase différents car ceux-ci présentent une forte homologie

de séquences.

Pour tester cette hypothese, nous avons aligné les trois séquenfeg,8leglucanase
disponibles sur NCBI avec la séquence EST de la database de chicorée assocjgé,d une
glucanase sur base des résultats rdeiprocal best BLASThit et trois séquences
représentatives des trois « paralogues » mis en évidence lors de ce travail. Nos trois
paralogues apparaissent appartenir a un autre groupe que les séquences de NCBI. Elles sont
caractérisées entre autres par une insertion de deux motifs TAA par rapport aux autres
séquences voir illustration figure 2.5.

Lesp 1,3 glucanases découvertes par Hellelevidl. ont été mises en évidence sur base de
séquences cDNA exprimées dans des conditions spécifiques d’embryogenese somatique.
D’autres genes codants pour desl,3 glucanases peuvent étre exprimés dans d’autres
situations. Nous avons potentiellement mis en évidence de nouvelles séqueficés3de
glucanases non apparentées a celles décrites précédemment par Hellelofd fegade 2.6)

2.4.2 CS60, homologue NBS-LRR

Le gene CS60 est un orthologue potentiel entre la laitue et la chicorée pour un gene CC-NBS-
LRR. Le gene CS60 a été partiellement séquencé pour huit clones. La séquence amplifiée et
séquencée est de 883pb. La taille élevée de la séquence rend difficile un recouvrement fiable
des séquences obtenues par séquencage en T3 et T7.

Sur base des séquences disponibles, 29 mutations ont été mises en évidence. La fréquence de
mutations est d’'une mutation toutes les 30 pb.

L'alignement entre la séquence consensus génomique et la séquence EST, ayant servi a
designer les amorces, montre trois exons. Huit mutations sont dans I'exon 1 (Sur base des
résultats de séquencage ; I' « exon 1 » n'est pas forcément le premier exon du géne). Les 21
autres mutations sont localisées dans les introns. Les mutations introniques n’ont bien sOr pas
d’'impact direct sur la modification d’'un acide aminé. Néanmoins, elles peuvent toucher des
sites cryptiques et modifier entre autres I'épissage de I’ARN.
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La traduction de I'exon 1 des séquences obtenues dans les six phases de lecture, n'a généré
aucune séquence exempte de codon stop. La séquence EST ayant servi au design des amorces
ne présente également aucune phase ouverte de lecture.

L’'analyse BLAST de la séquence consensus de CS060 ne révele pas d’homologie avec un
gene CC-NBS-LRR attendu. La séquence EST ayant servi au design des amorces montre une
homologie avec un gene CC-NBS-LRR chez le tournesol avec une faible valeur de BLAST
de 43 et une e-value d&-866.

Nous sommes vraisemblablement en présence d'un pseudogene. L’amplification d'un
pseudogéne, soit un gene ayant perdu sa fonction, explique d’'une part le grand nombre de
mutations présentes dans le gene a travers les différents clones et explique également le
résultat médiocre de BLAST. Un pseudogene n’est plus soumis a la pression de sélection, il
accumule donc plus de mutations et sa séquence n’est donc pas conservée.

2.4.3 CS62, homologue dévr9/Cf-9 rapidly elicited protein 75

Le géne CS62 de la chicorée est un orthologue potentiel de la laitue. Ces deux genes
orthologues présentent une homologie avec le gene Avrorgpifly elicited protein 75
(ACRE75) du tabac. CS62 a été séquencé chez huit clones et a une taille de 363 pb.
L’alignement des séquences des huit clones montre la présence de 6 SNP soit une fréquence
d’'un SNP toutes les 60 pb et décrit 6 alleles différents.

La taille de la séquence amplifiee sur ADNg étant celle prédite par amplification sur ADNg, il

n'y a pas d’intron dans la séquence du géne amplifiée. Sur les 363 pb de base séquencées sur
ADNg, il y a 99,2% d’homologie avec la séquence d’ADNc ayant été utilisée pour le design
des amorces. Deux SNP sont des mutations silencieuses. Les 4 autres SNP induisent un
changement d’acides aminés mais deux d’entre eux seulement changent les propriétés de la
chaine latérale (cfr table 2.22).

L'analyse BLAST de la séquence consensus de CS62 montre que celle-ci présente une
homologie avec un géene de résistance ACRE75 (Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein 75) du
tabac avec une e-value de” et un score de BLAST (TBLASTX) de 57,6.

Nous sommes potentiellement en présence d’'un gene orthologue de la laitue codant pour un
géne homologue de Avr9/Cf-gapidly elicited protein 75(ACRE75) du tabac. Chez la
tomate, le géne Cf-9 confere la résistance au champignéuivum Le mode d’action de la
protéine Cf-9 n’est pas encore connu a I'heure actuelle, mais elle semble étre nécessaire a
I'activation des mécanismes de défense chez les plantes et une augmentation de la
transcription du gene Cf-9 est observée dans plusieurs interactions hote/pathogéne. Certains
genes peuvent étre dépendants de I'expression Cf-9 comme des beta-1,3-glucanases et des
chitinases (Durrant, Rowland et al. 2000).

2.4.4 CS76, homologueCt-5 disease resistance protein

Le géne CS76 est un orthologue potentiel de la laitue pour un gene présentant une forte
homologie avec le géne de résistance Cf-5 disease resistance protdidliteliana . Nous

avons séquencé huit clones du géne CS76. Les anforeesd et reversecontiennent par

erreur chacune un méme site de restriction Spel. L'insertion d’'un produit PCR, contenant de
part et d’autre un site de restriction Spel, dans un vecteur restreint Xbal et Xhol montre que
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cette étape d’insertion ligation est trés robuste. Cependant, le clonage n’est pas orienté. Les
amorces ont été dessinées sur une séquence EST de 431 pb. La séquence correspondante sur
ADN génomique est d’environ 930 pb. La séquence analysée doit contenir au moins un
intron. La taille élevée de la séquence a amplifier rend délicat le recouvrement des séquences
obtenues par séquencage par les deux extrémités du gene. A partir de [famaod 457

pb ont pu étre séquencées proprement. 401 pb ont été séquenceées a partir de 'amorce reverse
Ces séquences s'arrétent chacune sur de longues séquences de nucléotides répétés qui
détériorent I'efficacité de la réaction de séquencage.

La comparaison entre la séquence ADNg et la séquence EST ayant servi au design des
amorces révele la présence de deux introns dans la partie séquerioésaddl et deux

introns dans la partie séquencésverse Sur 11 SNP trouvés et une délétion d'un
trinucléotide C, cing SNP sont localisés dans les exons. Deux d’entre eux induisent des
mutations non synonymes (voir Table 2.23 et figure 2.7 et 2.8).

Sur un total de 858 pb séquencées il y a un SNP chaque 71pb en moyenne. Sur les huit clones
seéquencés, nous observons 6 alleles. L'analyse TBLASTX des séquences obtenues pour
CS076 montre un résultat contre une protéine de résistance @fthatianaavec une e-

value de 5-23 et un score de BLAST de 60. La séquence de laitue (971 pb), orthologue du
gene CS76, présente une forte homologie avec le génediSé&se resistance protein-like

d'A. thaliana(score de 462 et e-value d&-I28). L'analyse des séquences avec le logiciel
Interproscan met en évidence un domaine LRR caractéristique des génes type Cf-5 (Dixon,
Hatzixanthis et al. 1998). Le géne Cf-5 chez la tomate confére la résistance au cha@pignon
fulvum La séquence de laitue positionnée sur la carte génétique MAP2JMR3 est annotée
comme similaire a HcrVf2, une protéine homologue des protéines de résistance au
champignorC. fulvum HcrVf2 confere la résistance a 'ascomyceéenturia inaequalishez

la pomme (Belfanti, Silfverberg-Dilworth et al. 2004). Ces familles de génes sont
caractérisées par un nombre variable de répétition LRR (Dixon, Hatzixanthis et al. 1998). Un
homologue de ce géne chez la laitue et la chicorée peut étre impliqué dans d’autres types de
résistance via une reconnaissance spécifique de pathogénes a la laitue et a la chicorée.

2.4.5 CS78, homologuéslycine max putative Hslpro-1-like receptor

Le géne CS78 est un orthologue potentiel d’'un gene de laitue codant pour une séquence
homologueGlycine max putative Hs1lpro-1-like récepthr soja. Neuf clones du gene CS78

ont été séquenceés. La taille totale du fragment amplifié est de 450pb. Il n'y a pas d’intron et la
séquence consensus des neuf clones présente 98,9% d’homologie avec la séquence EST ayant
servi a la conception des amorces. Sur base des clones séquencés, nous observons cing alleles
pour un total de cing SNP sur 'ensemble de la séquence, soit une fréquence de un SNP toutes
les 90 pb. (table 2.23)

Quel que soit I'allele séquencé, la phase de lecture la plus probable contient un stop contre
plusieurs dans le cas des cinq autres phases. Ce codon stop peut étre le signe que nous
sommes en présence d’'un pseudogene. Ce codon stop peut également marquer la fin de la
séquence codante et I'entrée dans la partie 3'UTR. Le séquencage d'une plus grande partie du
géne devrait permettre de confirmer ou d’infirmer cette hypothése. L’'analyse de la séquence
avec le logiciel Interproscan met en évidence un domaine Hslpro-1 C-term (score 323, e-
value 3,7-94) caractéristique de la partie C-terminale de protéines de résistance aux
nématodes. Le domaine C-terminal correspondant a la fin de la protéine, la présence d'un
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codon stop est normale. Trois SNP induisent un changement d’acides aminés. Deux d’entre
eux donnent un acide aminé non polaire a la place d’'un acide aminé polaire. (table 2.23)

L'analyse TBLASTX contre la banque de données de NCBI montre une homologie de la
seéquence consensus des neuf clones avec la protéine de résistance Glgcsmamax
putative Hs1pro-1-like receptavec un score de 217 et une e-value @644 La séquence
orthologue de laitue (1440pb) « BLAST » contre une protéine de résistance aux nématodes
avec un score de 270 et une e-value d&2®. Elle présente également des résultat de blast
pour la séquence de sd@ycine max putative Hslpro-1-like receptarec un score de 169 et
unee-valuede £4-120. L’homologie de séquence entre CS78 et son orthologue chez la laitue
avec une protéine de résistance aux nématodes Hslpro est différente de I'annotation donnée
sur la carte de la laitue (TIR-NBS-LRR). L’annotation de la carte n’est pas optimale et doit
étre abordée avec précaution.

2.4.6 CS160, homologuethylene responsive element binding factor 4

Le géne CS160 est un orthologue potentiel entre la laitue et la chicorée pour un gene
homologue d’une protéinethylene responsive element binding factof&ZRF) d’A. thaliana
(résultat de BLAST de la séquence EST de laitue cartographiée (915pb), score= 114 et e-
value=7%-22).

Sur base des résultats ECOTILLING, nous avons séquence six clones. Apres séquencage, il est
apparu que deux génes différents avaient été amplifiés. Les amorces utilisées ne sont pas
spécifiques.

Une séquence de 361 pb a été amplifiée pour trois clones (Table 2.24). Cette séquence
s’aligne parfaitement (100% d’identité) avec la séquence EST ayant servi au design des
amorces. Il s’agit donc de la séquence potentiellement orthologue de la laitue codant pour une
protéine ERF. Les résultats TBLASTX contre la banque de données de NCBI montrent une
faible homologie de la séquence avec une protéine ERF du riz (score de 40 et e-value de
0,47). Deux SNP sont trouvés pour trois clones séquencés et trois alléles sont mis en
évidence. Aucune phase de lecture n'est exempte de codon stop. Une phase de lecture ne
contient qu’'un unique codon stop. Il s'agit peut étre du codon stop de la protéine. Seul un
séquencage d’'une plus grande partie du géne pourrait permettre de confirmer s'il s’agit bien
du codon stop de la protéine ou si la séquence en contient d’autres et serait en fait un
pseudogéene. Aucun des deux SNP présents n’a d’effet sur ce codon stop.

Une séquence de 382 pb a été séquencée chez trois autres clones. La séquence s’aligne avec
la séquence EST de chicorée uniquement au niveau des amorces (Bonwacd 91%

d’identité et 100% d’identité sur I'amorceversg. La région comprise entre les amorces est
totalement différente. Cette séquence montre une forte homologie avec des séquences de la
sous unité ribosomique 26S de différentes especes végétales avec un score de minimum de
304 et une e-value dé-80. Il pourrait étre intéressant d'utiliser cette séquence pour des
études de phylogénie en réalisant un arbre sur base des 100 séquences homologues d’espéces
différentes trouvées dans NCBI homologues.

2.4.7 CS230, géne NBS-LRR

Le géne CS230 code potentiellement pour un gene NBS-LRR et a été trouvé dans la banque
de données de NCBI. Nous disposons de la séquence CS230 pour dix clones sélectionnés lors
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de l'analyse ECOTILLING en pool et individuellement (voir résultats précédents). La
longueur du fragment analysé est de 424 pb. Sept SNP sont présents entre les dix clones pour
une fréquence finale d’'un SNP toutes les 42 pb. Nous observons cing alleles (cfr table2.25).

La séquence consensus des dix clones présente une homologie de 99,3% avec la séquence
EST ayant servi au design des amorces. Aucun intron n’est observe.

Une analyse BLAST (TBLASTX) contre la banque de données de NCBI montre que la
séquence consensus CS230 est homologue a la séquence de chicorée AY153825.1 (score de
327 et e-value det387). C'est précisément cette séquence de géne NBS-LRR qui avait servi

au design des amorces. Les autres résultats de BLAST confirment I'homologie de la
séquence avec les géenes NBS-LRR et ce domaine est également confirmé par une analyse
Interproscan.

Trois SNP n’ont aucun impact sur la traduction. Trois SNP modifient les acides aminés
correspondants sans induire un changement radical des propriétés de ces derniers. Un SNP
induit un codon stop. Ce SNP présente donc un intérét particulier : en fonction de l'allele
porté par la plante, la protéine sera tronquée ou non. L'impact d’'une telle mutation sur un
gene de résistance pourrait générer une sensibilité si le géene NBS-LRR CS230 est important
dans la résistance a un pathogene. Cfr table 2.25.

2.4.8 CS242, gene NBS-LRR

Le gene CS242 est associé a la famille des genes NBS-LRR et a été trouvé sur base
d’homologie avec des séquences NBS-LRR. dhaliana. Huit clones ont été séquencés sur

base des résultats ECOTILLING précédents. Aprés édition des séquences (vérification de la
séquence en T3 et en T7, vérification des mutations a l'aide du chromatogramme, retrait des
séquences du vecteur), les séquences des différents clones avaient des tailles comprises entre
415 et 422 nucléotides. Nous avons amplifié des paralogues. Ces séquences se sont alignées
en trois groupes différents. (table 2.26)

Le premier groupe reprend les clones 30, 52, 27 et 60. La séquence consensus de ces quatre
séquences a une taille de 422 pb. Le clone 27 est caractérisé par une délétion de six
nucléotides successifs et le clone 52 par une délétion de trois nucléotides et d’'une autre
délétion d’'un seul nucléotide. Ces délétions n'ont aucun impact sur le cadre de lecture sauf
dans le cas du clone 52 ou la délétion d'un T entraine la génération de codons stop. Les
séquences 30, 27 et 60 sont codantes. L'analyse BLAST (TBLASTX) de la séquence
consensus du premier groupe contre la banque de données NCBI montre une forte homologie
avec un géne candidat de résistance chez L. sativa (BLAST score = 203 ; evalljesidsi

gue des homologies significatives avec des génes CC-NBS-LRR chez le tournesol (BLAST
score = 140 ; e-value= mif-82).

Le second groupe contient les clones 1, 28 et 35. Les clones 1 et 28 sont caractérisés par une
délétion d'un T générant des codons stop. Seul le clone 35 contient une phase ouverte de
lecture sans codon stop. L'analyse BLAST (TBLASTX) de la séquence du clone 35 montre
une homologie avec un géne candidat de résistancelclsativa (BLAST score = 200 ; e-
value=4-49).

Le dernier groupe est composé de la séquence du clone 64. Aucune phase de lecture n’est
trouvée dans cette séquence qui apparait donc comme non codante.
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Les résultats de séquencage des clones de CS242 montrent 'amplification d’'une grande
diversité de paralogues codants ou non. La paire d’amorces pour le gene CS242 ne semble
pas étre assez spécifique. L’alignement entre les séquences génomiques et la séquence
d’ADNc n’a pas mis en évidence de présence d’intron.

2.4.9 CS284, gen&VAK-related

Le géne CS284 est un gene candidat homologue des génes WAHK .chieddiana. Huit

clones de CS284 ont été séquencés sur base des résultats ECOTILLING obtenus

précédemment. 494 pb ont été séquencées et 26 mutations ont été mises en évidence. La
fréequence de mutation est d’'une mutation toutes les 19 pb. Suivant les mutations de chaque

clone, ceux-ci peuvent étre classés en trois groupes distincts. D'apres la fréquence élevée de
mutation, nous sommes vraisemblablement en présence de trois « paralogues ». (voir table

2.27)

L'alignement de la séquence consensus des huit clones avec la séquence d’ADNc montre une
homologie de 98,4% entre les deux séquences. Il n’y a pas d’intron.

L'analyse BLAST (TBLASTX) contre la banque de données de NCBI montre que la
séquence consensus CS284 est homologue d’'une pri¥diKelike suivant une e-value de

35-19 et un score de 87,2. D’autre part une analyse Interproscan confirme la présence d’'un
domaine associé aux WAK avec une e-value 263

La traduction dans les six phases de lecture n’a pas révélé de séquence sans codon stop. Une
des phases de lecture contient seulement deux codons stop. La figure 2.9 montre I'alignement
des séquences protéiques de huit clones ainsi que la position des deux codons stop. A droite
de ces deux codons stop, on observe une séquence de 147 acides aminés sans interruption.
L’analyse BLASTP de cette séquence dans NCBI révele une homologie avec une séquence de
WAK d’'A. thalianaavec un score de 129 et une e-value 8% Une analyse BLASTX,

moins sensible aux codons stop de la séquence CS284 n'a montré aucun alignement
significatif. Suivant les résultats obtenus dans Spidey, les codons stop ne se trouvent pas dans
un exon. Nous sommes vraisemblablement en présence d'un pseudogéne. L’analyse de
I'impact des mutations sur la séquence « codante » de CS284 n’a pas d'utilité si I'on venait a
confirmer que nous sommes bien en présence d’une séquence non codante.

2.4.10CS286, gen&VAK-related

Le gene CS286 est un gene homologue des WAK. Sept clones ont été séquencés sur base de
résultats d’'ECOTILLING obtenus précédemment. La longueur du fragment amplifié est de
507 pb et huit SNP ont été mis en évidence apres alignement des séquences. Sept des huit
SNP se trouvent dans un individu qui parait différent des autres clones. La fréquence de SNP
est de 1 SNP toutes les 63 pb et on observe trois alleles sur les huit clones séquencés. (table
2.28)

L'alignement entre la séquence consensus de CS286 et la séquence EST ayant servi au design

des amorces ne montre pas d’intron. Sur les 507 pb séquenceées, I'ADNc et 'ADNg
présentent 98,4% d’homologie.
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L’'analyse TBLASTX de la séquence consensus contre la banque de données de NCBI montre
gue la séquence présente une forte homologie avec une séyulKekke chezA. thalina

suivant un score de blast de 280 et enaluede &-73. Une analyse interproscan a confirmé

la présence d’'un domaine WAK- related.

Six SNP sur huit ne causent aucun changement d’acide aminé. Un des alleles, défini par un

SNP, est caractérisé par le passage d'un acide aminé polaire en acide aminé avec chaine
latérale ionisée basique (voir table 2.28). L’absence de codon stop dans la phase de lecture
nous laisse espérer que nous sommes en présence d’'un gene fonctionnel.

2.5 Etude du polymorphisme actuel chez la chicorée industrielle,

comparaison avec les résultats obtenus sur la core collection.

Les analyses EcOTILLING ont permis de montrer qu’il existait une grande diversité de
polymorphisme dans la core collection représentant la diversité allélique a l'origine de la
sélection de la chicorée industrielle.

Des graines des individus de départ ont été conservees et il est possible de ré-obtenir les
plants a l'origine de la sélection. La caractérisation phénotypique de ces individus ainsi que
des études d’association complémentaires utilisant le polymorphisme, mis en évidence lors de
ce mémoire, pourraient servir a mettre en évidence des alleles de résistance perdus lors de la
sélection.

Peut-on retrouver dans les populations actuelles du polymorphisme mis en évidence sur la
core collection ? Certains marqueurs ont-ils été sélectionnés ? En utilisant un clone de
référence de la core collection, I'ECOTILLING peut étre utilisé pour mettre rapidement en
évidence le polymorphisme présent dans des cultivars actuels et le comparer au
polymorphisme précédemment mis en évidence.

Nous avons a notre disposition I'’ADN extrait de plus de 200 cultivars actuels. Ceux-ci on été
phénotypés et décrits comme présentant une sensibilité ou une résistance a la rouille, I'oidium
et aPseudomonas syringae. La comparaison entre le polymorphisme des génes candidats
d’individus sensibles et résistants devrait mettre en évidence des marqueurs de résistance ou
de sensibilité.

Une analyse EcOTILLING du géne candidat CS230 a été réalisée sur 24 cultivars actuels
présentant un phénotype de résistance ou de sensibilité. Le clone CS230-1, ayant
préalablement servi a I'analyse EcoTILLING individuelle de la core collection, a été utilisé
comme référence.

Les cultivars actuels ont été analysés premiérement contre eux méme afin de mettre en
evidence des individus homozygotes et hétérozygotes pour un ou plusieurs SNP. Quatre
individus sur 25 présentent un profil hétérozygote pour le SNP en position 228 pb.

L’analyse EcoTILLING contre référence a mis en évidence trois positions de SNP localisées

a 228 pb, 285 pb et 379 pb. L’intensité des pics observeés est faible. L'étape de digestion ne
s’'est peut étre pas déroulée correctement. Sur base de ces résultats, a considérer avec
précaution, il y a potentiellement trois positions de SNP possible entre la séquence de
référence et les cultivars actuels pour le gene CS230.
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Le SNP en positionné a 228 pb a partir de 'amdoceard n’avait pas été mis en évidence

lors de la caractérisation du polymorphisme de la core collection. Les SNP situés a 285 pb et
379 pb de 'amorcéorward avaient déja été mis en évidence. Le SNP a 285pb n’induisait pas
de changement d’acide aminé. Le clone CS230-1 contient un SNP a une position de 376 pb
induisant la création d’un codon stop. C’est peut-étre ce méme SNP qui pourrait étre présent
dans les variétés actuelles.

L’'analyse EcoTILLING devra étre recommencée pour le géne CS230. Le séquencage

ultérieur d’individus actuels pourra permettre de confirmer ou non gu'une partie du
polymorphisme trouvé dans la core collection est toujours présent aujourd’hui.
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Conclusions et perspectives

La culture de la chicorée industrielle peut étre affectée principalement par deux maladies, la
rouille et I'oidium, causées respectivement par les champidghuenia cichoriiet Erysiphe
cichoracearum Plusieurs approches sont envisageables dans la lutte contre les pathogénes.
L’approche la plus utilisée a I'heure actuelle consiste a recourir aux fongicides. L'utilisation

de ces derniers est cependant controversée, a cause de leur impact sur I'environnement et
pour la sécurité du consommateur. La sélection conventionnelle ou assistée par marqueurs
moléculaires permet de sélectionner les individus naturellement résistants aux maladies et par
la méme occasion de diminuer le recours aux fongicides.

Ce mémoire s’inscrit dans une démarche de sélection assistée par marqueurs moléculaires.

Nous avons opté pour l'approche «gene candidat». Une liste de genes associés a la
résistance de la chicorée a été constituée sur base de recherches bioinformatiques. La
recherche a été principalement focalisée sur la mise en évidence de génes de résistance NBS-
LRR. On retrouve également parmi nos genes candidats : des homologues de genes clefs dans
les voies de défense Al’ thaliana ; des séquences associées aux genes WAK ; diverses
séquences présentant des homologies avec des génes de résistance de la banque de données
de NCBI. Vingt-et-un orthologues potentiels entre la laitue et la chicorée ont été proposés en
utilisant la méthode dweciprocal best BLAST hitCette méthode, basée sur des analyses
BLAST, permet la mise en évidence d’orthologues entre deux especes a partir d’EST. Des
amorces ont été concues pour la majorité des géenes candidats mis en évidence, et 27 paires
d’amorces ont déja été testées avec succes par PCR.

La mise en évidence de génes candidats a été réalisée sur une banque d’EST de chicorée. Des
genes de résistance peuvent ne pas étre exprimés en conditions non pathologiques et ne se
trouvent donc pas dans nos banques d’EST.

La recherche d’orthologues entre la laitue et la chicorée s’est basée sur des banques d’'EST de
ces deux especes. Il est probable que les résultats obtenus auraient été différents si nous
avions eu a notre disposition les génomes complets de la laitue et de la chicorée. Une banque
EST ne contient pas I'ensemble des génes présents dans le génome concerne, mais seulement
ceux exprimé au moment de I'échantillonnage. D’autre part, seules des études fonctionnelles
et la cartographie des génes candidats pourront confirmer que nous sommes bien en présence
d’orthologues.

Excepté pour les séquences de chicorée associées a la résistance et déja disponibles dans la
banque de données de NCBI, tous les genes candidats ont été mis en évidence a l'aide
d’homologies de séquences ou de recherche de domaines. La recherche d’homologies a été
principalement réalisée suivant I'algorithme TBLASTX. Celui-ci apparait adapté a la mise en
évidence d’homologies inter-spécifiques. Il est important de préciser qu’il ne s’agit que de
prédictions auxquelles nous avons attribué un degré de confiance (score de BLAST et e-
value). Seule I'analyse fonctionnelle des genes candidats proposés durant ce travail pourra
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valider ou infirmer la fonction attribuée aux génes. En absence de cette analyse, il nous parait
indispensable de diversifier les approches utilisées afin de maximiser la détection de genes
candidats et d’évaluer au mieux la confiance accordée a ces derniers.

L’annotation des bases de données permet la mise en évidence facile et rapide de séquences
potentiellement impliquées dans une fonction recherchée. C’est dans ce but que nous avons
annoté les 5,000 premieres séquences de la banque d'unigénes de chicorée a l'aide du
logiciel Interproscan. L’annotation du quart de la banque d’unigenes a permis de mettre en
évidence des genes associés a la résistance aux pathogenes et de nombreuses autres fonctions,
facilement accessibles sur base de mots-clefs. L'analyse manuelle, basée sur une version en
ligne du logiciel, est contraignante en temps et en manipulation. L’installation du logiciel en
local sur une machine UNIX/Perl adaptée (voir matériel et méthodes) devra permettre
I'analyse rapide et automatisée des 17,200 dernieres séquences non encore annotées.
L’automatisation de I'analyse Interproscan pourrait également étre utilisée pour I'annotation
de la banque de chicorée contenant 54,000 EST ayant servi a la création de la banque
d’unigenes.

Des méthodes alternatives a I'approahsilico pourraient permettre de découvrir des genes
candidats. L'approche de mutagenese dirigée, bien que théoriquement réalisable, nécessite un
investissement beaucoup trop lourd pour étre appliquée a I'étude de la chicorée industrielle.

Une approche alternative a la mise en évidence de genes potentiellement impliqués dans la
résistance aux pathogeénes est basée sur des études de transcriptomique comparative. En
comparant le profil d’expression d’individus résistants et sensibles soumis a I'attaque d’un
pathogene, il devrait étre possible de trouver les genes spécifiqguement impliqués dans la
résistance ou la sensibilité au pathogene donné. L’'analyse du polymorphisme de ces
séquences devrait tres certainement mener a la mise en évidence de marqueurs de résistance
et de sensibilité.

Au terme de ce mémoire, nous avons développé une approche robuste permettant le clonage
orienté de nos génes candidats dans des bactéries thermocompétentes TOP10F’, permettant
ainsi I'amplification de chaque geéne candidat a l'aide d’amorces universelles T3-T7
marquées. L'analyse ECOTILLING avec référence a permis la mise en évidence du
polymorphisme de nos genes candidats et la sélection de clones représentatifs de la diversité
allélique qui seront sélectionnés pour confirmer et caractériser la nature du polymorphisme.
L’'analyse en pool s’est montrée tres sensible a la présence de paralogues. Elle génere des
faux positifs lorsqu’il y a trop de polymorphisme présent dans une population. Néanmoins,
cette approche devrait pouvoir étre utilisée pour la mise en évidence de mutations rares dans
une population peu polymorphe comme par exemple la comparaison d’individus sensibles et
résistants ayant un background génétique tres proche.

L'analyse EcoTILLING avec référence génere des résultats plus propres que I'approche en
pool. Elle est cependant plus lourde a mettre en place pour I'analyse d’'une population
d’ADN. Son utilisation a été validée pour permettre une évaluation de la frequence des SNP

dans une population testée.

L’étape d’EcoTILLING doit étre optimisée. Nous avons encore une trop grande variabilité
dans les résultats et un taux de faux positifs/négatifs trop important. L’amplification de
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chaque gene candidat avec la méme paire d’amorces (T3-T7) peut, suite a des contaminations
de pipettes et du matériel utilisé, générer un bruit de fond et altérer les résultats.

Le colt en baisse des réactions de séquencage pourrait étre une alternative a la technique de
I'EcOTILLING. Il est aujourd’hui possible d’obtenir d’excellents résultats de séquencage sur
une longueur de 800 pb pour environs 4€ (séquencage Macrogen). Il serait intéressant de
quantifier le colt d’'une analyse EcoTILLING (telle que réalisée dans ce mémoire) et de le
comparer au colt du séquencage d’un nombre de clones sélectionnés au hasard, représentatifs
de la diversité du polymorphisme.

Si cette solution apparaissait financierement réalisable, elle présenterait de nombreux
avantages dont la simplicité d’utilisation et la caractérisation immédiate du polymorphisme.
Durant ce travail, nous avons étudié le polymorphisme de 10 genes candidats associés a la
pathogenese. La mise en évidence d’'un grand nombre de codons stop trouvés dans certains
génes candidats peut étre due a la présence de pseudogenes. Un pseudogeéne n’est plus
fonctionnel et est a priori inutile pour la résistance aux pathogenes. Pour maximiser la mise
en évidence de genes codants, chaque séquence EST de géne candidat doit étre préalablement
traduite dans les six phases de lecture. Ce test permettrait d’éviter I'analyse compléte de
séguences non codantes.

L'étude du polymorphisme des genes candidats a mis en évidence la présence de paralogues
dans un certain nombre de genes étudiés. L’amplification de genes paralogues est dde
généralement a des amorces non spécifiques ou a une grande conservation entre les
paralogues. Afin d’éviter ces amplifications, il serait utile de tester préalablement les
amorces, a défaut d'un génome completsilico sur la banque de données d’EST. A cette

fin, le logiciel FastPCR multiplateforme de l'université d’Helsinki pourrait étre utilisé. Les
amorces devraient étre optimalisées pour une séquence spécifique.

Au cours de ce mémoire, nous avons choisi de rechercher les génes NBS-LRR. Le choix de
cette famille de genes augmente la probabilité d’amplification non spécifique car ces genes

contiennent un domaine conservé NBS. Le domaine LRR est également trés fréquent. Les
genes NBS-LRR apparaissent sous forme de clusters et se diversifient sur base de
recombinaisons homologues : un gene NBS-LRR récemment apparu est donc trés proche de
son ancétre. La probabilité d’amplifier ces deux genes avec une seule paire d’amorces est
alors élevée. Des tests P@Rsilico pourraient réduire également ce risque d’amplification

non spécifique.

Les analyses du polymorphisme faites par ECOTILLING et confirmées par les résultats de
séquengage, ont mis en évidence une grande diversité de SNP dans la population de chicorées
présente a l'origine de la sélection.

Le polymorphisme trouvé dans la core collection pourra étre utilisé dans des études
d’associations. Pour cela, une étape de phénotypage de la core collection devra étre réalisée.
Des alleles de résistance perdus lors de la sélection de la chicorée pourraient alors étre ré-
introduits dans les variétés actuelles par croisement, et ainsi permettre la création de
nouvelles variétés naturellement résistantes.
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Comme nous l'avons vu précédemment, les études d’association nécessitent le phénotypage
des individus génotypés pour les SNP mis en évidence. Cette étape de phénotypage de la core
collection est lourde & mettre en place. Cependant, nous disposons depuis peu de '’ADN
extrait de plus de 200 individus actuels phénotypés pour leur résistance ou leur sensibilité a
un pathogéne. Il sera intéressant de vérifier si du polymorphisme présent dans la core
collection est encore présent dans les variétés actuelles. Ce polymorphisme pourra alors étre
utilisé pour des études d’associations sur les individus actuels.

Dans ce travail, nous avons confirmé I'existence d’'une grande diversité allélique a I'origine
de la sélection de la chicorée industrielle. Il serait intéressant d’étudier le polymorphisme des
populations de chicorées actuelles. La diversité allélique est-elle toujours aussi importante
aujourd’hui ? S’est-elle réduite avec la sélection effectuée durant les trente derniéres années ?
Le polymorphisme actuel devra également étre caractérisé et, aprés des études d’association,
pourrait permettre une sélection assistée par marqueurs moléculaires chez les cultivars
actuels.

Les études d’association se réalisant sur base d’analyses statistiques, le génotypage d'un
grand nombre d’individus sera nécessaire. Le typage d’'une population entiere d’individus
sensibles et résistants doit étre abordé par une approche a haut débit. La création d'un
microarray de type lllumina Golden Gate assay, défini sur base des SNP caractérisés, pourrait
permettre le typage d’'une population & haut débit. Afin de réduire le colt d’'une telle
technique, il serait utile d’envisager I'adaptation du principe de la technique lllumina a un
microarray mis au point et congu au laboratoire ou d’envisager une autre technique de typage.
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Figure 1.3: Plant de chicorée industrielle attaqué par le champignoBrysiphe cichoracearum. La feuille de
chicorée illustrée ci dessus est recouverte d’'un duvet blanchatre caractéristique d’'une plante atteinte d’oidium.
Photo (Cornelis 2003)

Figure 1.4: Plant de chicorée industrielle attaqué par le champignoBuccinia cichorii. La feuille de
chicorée illustrée ci dessus est recouverte de taches brunatres caractéristiques d’une plante atteinte de rouille.
Photo (Cornelis 2003)



Figure 1.5 : L’haustorium, structure d’'injection d’effecteurs dans la cellule végétale chez les champignons

et les oomyceétes.L’haustorium est une structure du champignon qui dégrade la paroi cellulaire végétale et
s'invagine dans la cellule végétale. La cellule végétale sécréte des protéases pour lutter contre I'haustorium.
Celui-ci dispose d’inhibiteurs de protéases qu'il sécréete a l'interface haustorium/ membrane cytoplasmique. Par
des mécanismes encore inconnus, des effecteurs vont dans le cytoplasme de la cellule végétale ou dans le noyau
de cette derniére si ils contiennent une séquence de localisation nucléaire. lllustration de I'haustorium de
Phytophtora infestand’'une cellule de pomme de terre. (Birch, Rehmany et al. 2006)

Figure 1.6: Interaction hote- pathogene, co evolution hote- pathogen@d) Défense de type PTIPAMP

Triggered Immunity de la cellule végétale.La cellule végétale percoit la présence d’'un pathogene en détectant
des PAMP Pathogens Associated Molecular Pattgrrsu des MAMP licrobes Associated Molecular
Patterng via des récepteurs de type sérine thréonine kinase. La détection du pathogéne entraine 'activation de
voies de défense. (B) Evolution du pathogene et suppression du systéme PTI grace a l'injection d’effecteurs dans
la cellule végétale a I'aide du systeme de sécrétion de type 3(TTSS) (chez les bactéries). Des effecteurs peuvent
d’'une part inhiber les réponses de défense (Etoile a 4 branches rouge illustrée) et peuvent d’autre part affecter
d’autres voies de la cellule végétale (Etoile a 6 branches rouges illustrée). (C) Détection directe ou indirecte des
effecteurs bactériens. Ici, la plante dispose d'une protéine (nuage vert illustré) qui détecte la modification d’'une
protéine due a un effecteur bactérien (Etoile a 6 branches rouges illustrée). La reconnaissance directe ou
indirecte (cas illustré) induit une réponse de défense spécifique contre le pathogéne appdigtedids (
Triggered Immunity (D) Adaptation de la bactérie. Suppression de la réponse ETI grace a l'injection via le
TTSS d'un effecteur inhibant la réponse ETI. lllustrations inspirées de (McCann and Guttman 2008)



Figure 1.7: L'hypothése de garde Guard Hypothesis). Contrairement au modele antériegene for genele

FLOR, dans la grande majorité des cas, la détection de I'effecteur est indirecte. (A) Un complexe de protéines,
cible potentielle d'un effecteur pathogéne, est surveillé par une molécule de garde a laquelle vient se fixer un
géene de défense NBS-LRR (inactif). (B) La fixation de I'effecteur est détectée par la molécule de garde. La
détection de celui-ci induit la libération du gene NBS-LRR et l'activation de celui-ci (symbolisé par
I'encadrement jaune) qui va activer des réponses spécifiques au pathogénes. (C) Autre fonctionnement possible :
I'éliciteur interagit avec sa cible (complexe bleu) qui contient une protéine de garde. (D)La présence de
I'éliciteur sur sa cible contenant une protéine de garde induit la reconnaissance de ce nouveau complexe par un
géne de défense NBS-LRR qui est activé et active a son tour les défenses spécifiques contre le pathogéne.
Adaptation de (Dangl and Jones 2001)



Figure 1.8 : Diversité des récepteurs like kinase chez les plantéses récepteurs contenant un domaine
extracellulaire sont définis comme des récepteurs like kinase (RLK). Les récepteurs like kinase sans domaine
extracellulaire sont appelés RKCK (récepteurs like kinase cytoplasmique. La ligne verticale grise représente la
membrane cellulaire. Le signal peptide est présent chez les RLK mais n’est normalement pas présent dans les
protéines matures. Un nom de gene modéle est donné a chaque sous famille de géne RLK. Les domaines ont été
attribués a l'aide des banques de données SMART et Pidf.domain of unknown function; EGF, epidermal

growth factor; C lectin, C-type lectin; L-lectin, legume lectin; PAN, plasminogen/apple/nematode protein
domain; TM, transmembrane region; TNFR, tumor necrosis factor receptor.(Shiu and Bleecker 2001)



Figure 1.9: Modeéle d'induction de défense par les protéines NBS-LRHR. Reconnaissance de I'effecteur
pathogéne (rose) par le gene NBS-LRR (vert). 2. La reconnaissance d'un effecteur induit un changement de
conformation et la fixation d’'une molécule d’ATP (jaune). La protéine NBS-LRR est activée. 3. L’activation de

la protéine de défense est suivie de sa localisation du cytoplasme vers le noyau via des importines permettant le
passage de pores nucléaires spécifiques. Dans lillustration ci-dessus, la protéine NBS-LRR léve l'inhibition de
génes de défense causée par les protéines TIP49a et WRKY1/2 (mauve clair). L’hydrolyse de 'ATP marque
l'inactivation de la protéine qui est ensuite exportée vers le cytoplasme (fixation d’exportine (bleu clair)) par un
pore nucléaire. Des génes NBS-LRR sont exclusivement localisés dans le noyau ou ils peuvent étre directement
activés pour activer a leur tour I'expression de génes de défense. L'activation dans le noyau peut étre due a la
présence dun effecteur ou a d'autres facteurs (illustration ci-dessus d'un facteur inconnu en mauve).
(lllustration : Caplan, Padmanabhan et al. 2008)

Figure 1.10: Conservation du domaine NBS entre protéines de défense végétales NBS-LRR (A et B) et
effeteurs de mort cellulaire animale (C et D)A., CC-NBS-LRR (coiled coil — nucleotide binding site- leucin
rich repeat); B., TIR-NBS-LRR (Toll/like interleukin receptor — nucleotide binding site- leucin rich repeat); C.,
Apaf-1; D., Ced4. (adapté de Dangl et Jones 2001)



Figure 1.11: Modéle d'activation des génes NBS-LRR suite a la détection d'un élicited. A I'état inactif,

la protéine de défense NBS-LRR fixe une molécule d’ADP. B. Un éliciteur est reconnu de maniere directe ou
indirecte et induit un changement de conformation dans le domaine LRR (en vert). C. Libération de la molécule
d’ADP. D. Fixation d’'une molécule d’ATP. E. La fixation de la molécule d’ATP induit un changement de
conformation au niveau du domaine N-terminal. La protéine est activée et va induire des réponses de défense
spécifique au pathogéne. Aprés hydrolyse de la molécule d’ATP en ADP, la protéine NBS-LRR retourne a son

état inactif. (Takken, Albrecht et al. 2006)

Figure 1.12: localisation majoritairement en clusters des genes NBS-LRR et associés sur une carte
génétique dA. thaliana. Les 5 chromosomesAl! thaliana(chrm | & V) apparaissent en gris. L'échelle située au
dessus du schéma donne la position des génes NBS-LRR et associés sur les différents chromosomes (en
mégabases). Légende des codes couleurs directement sur le schéma. (Meyers, Kozik et al. 2003)



Figure 1.13: 3 modes de reconnaissance de I'effecteur pathogéne par les protéines de défense NBS-LRR.

A. Reconnaissance directe d’'un effecteur du pathogene le plus souvent par le domaine LRR de la protéine. B.
Reconnaissance indirecte d'un effecteur du pathogéne, une protéine adaptatrice (Host factor) se lie au domaine
N-terminal de la protéine (X, CC ou TIR) et permet la reconnaissance indirecte de I'effecteur (Pathogen
effector). C. Reconnaissance d'un effecteur du pathogene sur lequel une protéine adaptatrice de la cellule
végétale s’est fixée. (Caplan, Padmanabhan et al. 2008)
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Figure 1.14 : lllustration des principaux acteurs de la voie de réponse aux pathogénes impliquant I'acide
salicylique. Cette illustration ne reprend en aucun cas tous les acteurs de la réponse de défense impliquant
I'acide salicylique. Les protéines encadrées sont explicitement citées dans le paragraphe relatif a la réponse a
I'acide salicylique. En pointillé, la membrane nucléaire. Le « + » indique la boucle de rétro activation de 'acide
salicylique sur I'expression des genes PAD4 et EDS1. Par voies alternatives, nous entendons voies de réponses a
'acide salicyligue NPR1 indépendantes. La reconnaissance du pathogéne peut se faire au niveau extra et

intracellulaire.



Reconnaissance directe ou indirecte d'un pathogéne
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Figure 1.15 : Figure représentant les interactions entre les voies de 'acide salicylique (SA), de I'éthyléne

(ET) et du jasmonate (JA) suite a la détection d’'un pathogeneCette figure n'est pas représentative de
'ensemble des régulations entre les différents acteurs des différentes voies. Elle permet la visualisation
graphique des interactions définies dans l'introduction. Une fleche simple = active positivement. Fleche avec
barre : inhibe la voie ou la protéine ciblée. Les liens reliant entre eux les voies de l'acide salicylique (SA), de
I'éthylene (ET) et du jasmonate (JA) doivent étre interprétés de la maniére suivante : les voies de I'éthyléne et du
jasmonate peuvent se stimuler mutuellement. Une des deux voies peut également inhiber I'autre. Les interactions
entre la voie du jasmonate et de I'acide salicylique sont majoritairement antagonistes. Lorsqu’une voie est
activée, elle inhibe l'autre.



Figure 1.16: Principe de 'EcOTILLING illustré en 5 étapes. A. Amplification PCR d’'un individu de

référence et d'un individu a tester avec une paire d’'amorces marquées (Vert et Bleu). B. Dénaturation du
mélange des produits PCR marqués de l'individu de référence et de I'individu a tester puis re- hybridation.
Création d’hybrides. Les SNP apparaissent sous la forme de mismatch (Eclairs). C. Ajout d’endol, une
endonucléassingle strand specific (SSS nucleagei) coupe a chaque mismatch soit a chaque position de SNP.

D. Aprés digestion, nous avons plusieurs fragments de tailles différentes marqués en fonction de la position des
SNP. Chaque mismatch est détecté par deux fragments de couleur différente et de taille complémentaire. E.
Séparation des fragments en fonction de la taille de ces derniers a I'aide du séquenceur CEQ8000 (Beckman
Coulter) en mode séparateur de fragments.
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Figure 1.17 : Méthodes de base de typage de SNP : Allele spécifique hybridation (A.) ; Extension de
primers (B) ; Oligonucléotides ligations (C.).A. La sonde spécifique portant I'alléle C s’hybride parfaitement

avec I'ADN cible ou le SNP a typer est un G. La sonde portant l'autre allele (T) ne s’hybride pas avec la
séquence d’ADN cible. B. A gauche, I'ajout d’un nucléotide C est possible car il est complémentaire du SNP G a
typer. A droite, il n'y a pas d’extension d’amorce avec I'ajout d’'un nucléotide T qui n’est pas complémentaire du
SNP G a typer. C. A gauche, la sonde allele spécifique et la sonde locus spécifique s’hybride cbte a cbte sans
mismatch. Les deux sondes sont liguées entre elles par une ligase. A droite, la sonde alléle spécifique et la sonde
locus spécifique s’hybride cote a cote avec un mismatch au niveau du SNP a typer. Il n'y a pas de ligation des
deux sondes. (Sobrino, Brion et al. 2005)
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Figure 1.18: Principe technique lllumina GoldenGate AssayA. Mix contenant la séquence a typer pour un

SNP, 2 sondes alléles spécifiques (ASO) (spécifique de l'allele T ou C) contenant a leur extrémité 5’ un site
d'amplification P1 ou P2, une sonde locus spécifique (LSO) contenant une séquence d’'adressage pour se fixer a
un endroit donné du microarray et un site d’'amplification P3. B. La sonde alléle spécifique du SNP T s’hybride.

Il y a extension d’amorces sur quelques nucléotides et ligation avec la sonde locus spécifique hybridée quelques
nucléotides aprés la position du SNP a typer. C. En utilisant des amorces marquées spécifiques P1 ou P2
(marquées différemment) et I'amorce P3 non marquée, on amplifie le ou les couples de sondes amplifiées
précédemment. D. Gréace a la séquence d'adressage (ZIP code) de la sonde locus spécifique, les produits PCR de
chaque SNP vont se localiser a un endroit défini du microarray. La nature du SNP typé peut étre observée
suivant le signal. Il est possible de déterminer si nous sommes en présence d’'un individu homo ou hétérozygote
pour le SNP typé. lllustrations Illlumina.



Original Sequence master_id__[Chr n° Position Cm___[Name [Accession unigene G [Expect Pet dnt_|Ratio ldnt [Name unigene Ci [Accession Ls Expect Pctiont_[Ratioldnt R
QGF3e10.yg.abl LE0239 1 4,571|QGF3E10.YG.AB1 CONTIG595 8,00E-90 89| 259/290 CONTIG595 QGF3E10.YG.AB1 4,00E-90 89 259/290 | Y.
CLX_S3_Contig2780 LE0093 il 46,499|QGF11F18.YG.AB1 [CONTIG9036 1,00E-146 84| 572/676 CONTIG9036 QGF11F18.YG.AB1 1,00E-146 84| 572/676 | Y.
QGF20G21.yg.abl LE0200 il 86,868|QGF20G21.YG.AB1 [CONTIG8191 6,00E-63 88| 213/240 CONTIG8191 QGF20G21.YG.ABL 3,00E-63| 88| 213/240 | Y
QG_CA_Contig8085 LE0090 2 75,617|XLR1_CONTIG4677 [CONTIG9396 0| 90| 778/863 CONTIG9396 XLR1_CONTIG4677 0| 90| 778/863 | Y.
AF017751.1 LR0010 2] 15,381|QGJ8I16.YG.AB1 CONTIG154 1,00E-169 89| 461/515 CONTIG154 QGJ8I16.YG.AB1 1,00E-169 89 461/515 | Y
CLX_S3_Contig4550 LE0393 2] 69,959|QGF17F10.YG.AB1 |CONTIG6268 0 93| 606/649 ICONTIG6268 QGF17F10.YG.AB1 0 93| 606/649 | Y.
CLX_S3_Contig7847 LE0064 2, 23,674|QGF22M18.YG.AB1 |RSL006_F01.GB 1,00E-110 90] 316/351 RSLO06_F01.GB |QGF22M18.YG.AB1 | 1,00E-110; 90| 316/351 | Y
CLX_S3_Contig535 LE0317 3 82,449[XLR1_CONTIG1428 |CONTIG9692 1,00E-132| 93| 321/345 CONTIG9692 XLR1_CONTIG1428 | 1,00E-132 93| 321/345 | Y.
CLX_S3_Contig15048 LE0092 3 106,647[XLR1_CONTIG3056 |CONTIG8136 2,00E-99| 91| 254/278 CONTIG8136 XLR1_CONTIG3056 2,00E-99| 91| 254/278 | Y.
QG_CA_Contig5295 LE0149 3| 28,919|XLR1_CONTIG2508 |CONTIG5419 0 86| 784/907 CONTIG5419 XLR1_CONTIG2508 0 86[ 784/907 | Y.
CLX_S3_Contig7798 LE0362 3] 90,096/ QGE13005.YG.AB1 |CONTIG9190 1,00E-130, 93| 299/321 CONTIG9190 QGE13005.YG.AB1 [ 1,00E-130 93 299/321 | Y.
CLX_S3_Contig12210 LE0402 4 130,391|XLR1_CONTIG3010 [CONTIG6761 5,00E-42 87| 156/178 CONTIG6761 XLR1_CONTIG3010 5,00E-42| 87| 156/178 | Y
QG_CA_Contig6979 LE0279 4 58,109|XLR1_CONTIG1452 [CONTIG4582 6,00E-26| 82| 161/195 CONTIG4582 XLR1_CONTIG1452 8,00E-26| 82| 161/195 | Y.
QG_CA_Contig5752 M5752 5| 12,231|XLR1_CONTIG2908 |CONTIG4366 1,00E-137| 89| 368/410 CONTIG4366 XLR1 _CONTIG2908 | 1,00E-137 89| 368/410 | Y
QG_CA_Contig2949 LE0091 5| 66,845|QGG26K09.YG.AB1 |CONTIG3680 4,00E-05 80| 93/116 CONTIG3680 QGG26K09.YG.AB1 3,00E-05 80[ 93/116 Y
QGF5E16.yg.abl LE0114 5| 105,959|QGF5E16.YG.AB1 CONTIG5089 7,00E-53 87| 186/212 CONTIG5089 QGF5E16.YG.AB1 7,00E-53 87| 186/212 | Y
QG_CA_Contig6982 M6982 7 107,249[XLR1_CONTIG4058 |CONTIG7246 8,00E-66| 88| 213/242 CONTIG7246 XLR1_CONTIG4058 2,00E-66| 88| 213/242 | Y.
CLX_S3_Contig6420 LE0310 9| 68,730|XLR1_CONTIG2156 |CONTIG7494 1,00E-72| 91| 191/209 CONTIG7494 XLR1_CONTIG2156 1,00E-72] 91 191/209 | Y.
CLX_S3_Contig8436 M4990 9| 55,464|XLR1_CONTIG2213 |CONTIG6958 1,00E-147, 88| 433/487 CONTIG6958 XLR1 _CONTIG2213 | 1,00E-148 88| 433/487 | Y.
QGG19L12.yg.abl LE0456 9| 1,789|QGG19L12.YG.AB1 |CONTIG5759 1,00E-180, 92| 423/457 CONTIG5759 QGG19L12.YG.AB1 | 1,00E-180 92| 423/457 | Y
CLX_S3_Contig790 LE0329 8 68,876|XLR1_CONTIG3097 [CONTIG2630 1,00E-110 94| 240/253 CONTIG2630 XLR1_CONTIG3097 | 1,00E-110 94| 240/253 | Y.

Table 2.1: 21 orthologues potentiels entre la laitue et la chicorée associés a la pathogenese, données
complétes des analyses reciprocal best BLAST hi€olonnes 1 a 4: Séquences d'origine de la carte de laitue
MAP2JMR3. Contenu des colonnes : original Sequence, nom d’'accession de la séquence EST dans la carte de la
laitue ; master_Id, nom de référence du marqueur sur la carte MAP2JMRS3 ; Chr n°, numéro du chromosome ou
est positionné le marqueur sur la carte de laitue ; Position Cm, localisation du marqueur sur le chromosome en
centimorgan ; Expecg-value; Pct idnt, pourcentage d'identité entre la séquence de laitue et la séquence de
chicorée ; Ratio idnt, ratio d'identité. Colonnes 5 a 9 : BLAST séquences EST de la carte MAP2JMR3 contre
banque de données unigénes chicorée. Contenu des colonnes : Name, nom de la sédueseeiala;
Accession unigéne€.l, meilleur résultat de BLAST dans la banque de données d’unigén€s ide/bus,
Expect,e-value; Pct idnt, pourcentage d'identité entre la séquence de laitue et la séquence de chicorée ; Ratio
idnt, ratio d’identité. Colonnes 10 a 14 : BLAST séquences EST chicorée contre banque dIESErdela

Contenu des colonnes : Name unigéfiels nom de la séquence dans la banque d'unigénds. dietybus;
AccessionL.s, meilleur résultat de BLAST dans la banque de données EST serriola Colonne 15,
confirmation du RBH, Y= oui

Figure 2.1 : Localisation des orthologues potentiels entre la laitue et la chicorée sur la carte MAP2JMR3
Chaque orthologue est défini par un rectangle rouge. Les 21 orthologues potentiels sont positionnés sur
I'ensemble des chromosomes de la laitue a I'exception du chromosome 8.



NBS identity |AY153825.1 |AY153822.1 [AY153817.1 |[AY153815.1 |AY153812.1 |AY153810.1 [AY153807.1
AY153825.1 49 48 49 47 49
AY153822.1 71 48 50 46 47
AY153817.1 49 48 49 48 47
AY153815.1 48 48 58 56 57
AY153812.1 49 50 49 82
AY153810.1 46 48
AY153807.1 49 47 47

Table 2.2: Identité des 7 séquences de chicorée associées a un domaine NBS aprés aligndtnerert,
identité maximale observée entre 2 séquences différentes ; En rouge, identité minimale entre 2 séquences ; en
vert clair, identité supérieure a 50% entre 2 séquences ; en rosé, identité inférieure a 50% entre 2 séquences.

Arabidopsis |eVal Pct Idnt |Ratio Idnt |Chicory Best Hit TIR NB ARC LRR Lenght
AT3G14460.1 | 2,00E-29 50 37/73 08467385.VIS yes yes 596
AT1G27170.1 | 2,00E-33 55| 30/54 13096385.VIS yes yes 823
AT5G17680.1 | 2,00E-44 61| 27/44 15860385.VIS 819
AT5G17970.1 | 1,00E-33 54| 44/81 17666385.VIS 791
AT4G04110.1 | 3,00E-18 41| 28/67 22885385.VIS 805
AT1G58400.1 | 5,00E-19 39| 20/51 25510385.VIS 832
AT4G16880.1 | 5,00E-06 36| 27/74 26173385.VIS yes 819
AT4G14370.1 | 8,00E-45 48| 50/104 |28440385.VIS yes yes 768
AT1G63350.1 | 4,00E-05 35| 20/56 28763385.VIS yes 842
AT1G33560.1 | 3,00E-39 34| 55/160 |28802385.VIS yes 867
AT5G45230.1 | 8,00E-19 36| 35/96 30486385.VIS yes yes 765
AT5G66910.1 | 7,00E-60 47| 61/128 |30861385.VIS yes 765
AT5G36930.1 | 3,00E-47 53| 37/69 31129385.VIS yes 775
AT4G16900.1 | 5,00E-29 46| 43/92 31299385.VIS 766
AT3G46530.1 | 1,00E-13 30| 18/59 31352385.VIS 677
AT1G62630.1 | 2,00E-05 41| 26/63 32538385.VIS yes 751
AT5G41750.1 | 2,00E-32 47| 32/68 36078385.VIS yes yes 740
AT3G46710.1 | 1,00E-15 42| 26/61 |FCLOO7E03.GB lves ] 691
AT1G61310.1 | 8,00E-07 42| 25/59 RLNOO6AO1.FASTA yes 503
AT5G41750 ref yes yes yes 4140

Table 2.3 : 19 EST de chicorée présentant un domaine associé aux protéines TIR-NBS-LRR. Contenu des
colonnes : Arabidopsis, numéro d’accession TAIR; eVal, e-value du BLAST séquehcdsaliana contre

banque unigénes de chicorée; Pct ldnt, pourcentage d'identité entre la ségAeatmeapsis et la séquence de
chicorée ; Ratio idnt, ratio d’identité; Chicory Best Hit, référence de la séquence de chicorée ayant donné les
meilleurs résultats de BLAST; TIR/NB ARC/LRR, présence (yes) ou absence du domaine spécifié, le domaine
NB ARC est équivalent au domaine NBS (nucleotide binding site) ; Length, taille de la séquence EST de
chicorée. Codes couleurs : Vert, EST contenant un domaine NB-ARC et un domaine LRR; Jaune, EST contenant
un domaine TIR et un domaine NB-ARC ; Rouge, EST contenant uniquement un domaine NB-ARC ; Bleu, EST
contenant un domaine TIR uniquement ; Gris, EST contenant seulement un domaine LRR ; Orange, séquence
TIR-NB-ARC-LRR d’A. thalianautilisée comme référence (NCBI référence: AT5G41750).



Name Chicory accession ORF lenght  |Analyze modgRef database |Description IPRSCAN eval§Patho Blast Related  |NBS Blast result

CHICOSUN1 |CIC.EH690542_6_ORF1 238[Gene3D G3D.3.80.10.1no description 1.1e-22 oK Null
CIC.EH690542_6_ORF1 238|superfamily |SSF52047 RNI-like 3.2e-26 oK
CIC.EH690542_6_ORF1 238|HMMPanther|PTHR11017:SIDISEASE RESISTANCE PROTEIN 8.3e-16 oK
CIC.EH690542_6_ORF1 238|HMMPanther|PTHR11017 |LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN 8.3e-16 oK

CHICOSUN2 |CIC.EH693729_3 ORF1 222|superfamily [SSF52058 L domain-like 2.2e-09 OK NBS
CIC.EH693729_3_ORF1 222t anther|PTHR11017:S|DISEASE RESISTANCE PROTEIN 7.8e-05 oK
CIC.EH693729_3_ORF1 t anther|PTHR11017 |LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN 7.8e-05 oK

CHICOSUN3 |CIC.EH678163_3_ORF2 249|superfamily |SSF46785 Winged helix DNA-binding domain 8.4e-26 oK NBS
CIC.EH678163_3_ORF2 249(FPrintScan _ [PRO0364 DISEASERSIST 1.1e-05 oK
CIC.EH678163_3_ORF2 249(FPrintScan _ [PRO0364 DISEASERSIST 1.1e-05 oK

CHICOSUN4 |CONTIG4952_1_ORF2 368|superfamily [SSF52058 L domain-like 1.8e-27 OK NBS
CONTIG4952_1_ORF2 anther|PTHR11017:S|DISEASE RESISTANCE PROTEIN 4.9e-06 oK
CONTIG4952_1_ORF2 t anther|PTHR11017 |LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN 4.9e-06 oK

CHICOSUNS |CONTIG6761_2_ORF1 337[Gene3D G3D.3.80.10.1no description 1.6e-31 oK Null
CONTIG6761_2_ORF1 337|HMMPanther|PTHR11017:SIDISEASE RESISTANCE PROTEIN 5.5e-30 oK
CONTIG6761_2_ORF1 337[HMMPanther|PTHR11017 |LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN 5.5e-30 oK

CHICOSUNG6 |CIC.EH672777_1_ORF1 276|HMMPfam  |PFO0931 NB-ARC 4.8e-09 oK NBS
CIC.EH672777_1_ORF1 276(FPrintScan  [PRO0364 DISEASERSIST 6.6e-09 oK
CIC.EH672777_1_ORF1 276(FPrintScan  [PRO0364 DISEASERSIST 6.6e-09 oK

Table 2.4: 6 génes de résistance mis en évidence sur base de séquences NBS-LRR du tournesol, résultat
Interproscan et BLAST NCBI. Contenu des colonnes : Name, nom de référence du gene candidat dans la liste

de génes candidats ; Chicory accession, référence de la séquence de chicorée associé au géne de résistance.
L'ORF ou se trouve le domaine trouvé par I'analyse interproscan est ajoutée a la fin de la référence ; ORF
lenght, taille de 'ORF ou se trouve le domaine de résistance ; Analyze mode, base de données ou un domaine a
été mis en évidence ; Ref database, référence du domaine trouvé dans la séquence de chicorée ; Description,
description détaillée du domaine de résistance trouvé ; IPRscan eerahlaepour le domaine trouvé dans la
séquence de chicorée ; Patho Blast related, confirmation de la présence d’'une homologie avec une protéine de
résistance lorsque la séquence de chicorée est blastée (TBLASTX) contre la banque de données de NCBI ; NBS
BLAST result, montre si un domaine NBS est trouvé parmi les meilleurs résultats de BLAST.

Figure 2.2: Résultats de I'analyse Interproscan du contig de 1786 pb formé par I'alignement des séquences
CONTIG1413, 26173385.VIS, CIC.EH694833 et 1586035.VIgise en évidence du domaine NB-ARC (ou
NBS-LRR) suivit du domaine LRR ainsi que la présence de domaines associés a des résistances.



Global view: Results of EST chicory unigenes database datamining

Analyzed sequences Databases Databases results
5000|HMMPanther 2938
ORF total with description HMMPfam 2062
3361|superfamily 1746
Total descriptions Gene3D 1415
12792|FPrintScan 1150
Average lengh of analyzed ORF (aa) ProfileScan 781
166(Seg 683
Candidate genes path is founded HMMSmart 604
37|ScanRegExp 574
BlastProDom 410
Coil 294
HMMTigr 110
HMMPIR 25

Number of databases Total descriptions
13 12792

Table 2.5 : Résultats globaux de I'analyse Interproscan des 5000 premiéeres séquences EST de la banque d'unigénes de

C. intybus. Contenu des colonnes : Colonne n°1 : total des séquences analysées, nombre d’'ORF ayant été décrites, nombre
total de descriptions obtenues, longeur moyenne des ORF annotés, nombre total de nouveaux génes candidats trouvés par
data mining. Colonne n° 2: Banques de données analysées. Colonne n°3 : nombre de descriptions obtenues par banques de
données intérogées.

Most frequent Interproscan descriptions

IPS descriptions Fréquence

Calcium-binding EF-hand 236
WD40 repeat 163
Cytochrome P450 129
Protein kinase-like 112
Pentatricopeptide repeat 103
Leucine-rich repeat 101
Protein kinase, core 86
Tyrosine protein kinase 80
Transcription factor, MADS-box 63
Zinc finger, RING-type 53
Cytochrome P450, E-class, group | 53
Haem peroxidase, plant/fungal/bacterial 49
Heat shock protein DnalJ, N-terminal 49
Ras GTPase 47
RNA recognition motif, RNP-1 46
Major intrinsic protein 46
Serine/threonine protein kinase-related 45
Aldo/keto reductase 44,
Ankyrin 44
Zinc finger, CCHC-type 43
Plant peroxidase 42
Serine/threonine protein kinase 42
Serine/threonine protein kinase, active site 41
Histone H3 40
Zinc finger, C2H2-type 39
Ubiquitin 38
NAD(P)-binding 37
Homeodomain-like 37
Mitochondrial substrate carrier 35
Short-chain dehydrogenase/reductase SDR 34
C2 calcium-dependent membrane targeting 34
Cyclin-like F-box 33
Glucose/ribitol dehydrogenase 29
Myb, DNA-binding 28
Nucleoside diphosphate kinase, core 28
Basic helix-loop-helix dimerisation region bHLH 27
Pectate lyase/Amb allergen 27
Thioredoxin-like fold 26
Peptidase S10, serine carboxypeptidase 26
Plant lipid transfer protein/Par allergen 24
Armadillo-type fold 24
Tetratricopeptide region 24,
Thioredoxin-like subdomain 23
Mitochodrial transcription termination factor-related 22
Plant lipid transfer protein/seed storage/trypsin-alpha amylase inhibitor 21
Cytochrome b5 21
Armadillo 21
MYB-like 20
Leucine-rich repeat, typical subtype 20|
Synaptobrevin 20
Autres 4019

Table 2.6 : Domaines les plus fréquents trouvés dans I'annotation systématique des 5000 premiéres séquences EST de
la banque d'unigénes de chicorédremiére colonne : Descriptions Interproscan. Deuxieéme colonne : fréquence de
description du domaine Inteproscan. Couleur : Jaune = facteur de transcription, Olive = liens avec Calcium, Bleu= liens
protéines kinase, Rouge= facteur de transcription associé a la pathogenése, Gris= domaines LRR



Reference Name |Unigene i Accession e-value Interpro ref |Interpro description NCBI blast description

CHICOSCAN1 >Cich_inty.EH709933 HMMPfam PF03106 5.8e-39 IPRO03657 DNA-binding WRKY WRKY

CHICOSCAN2 >Cich_inty.EH709264 HMMPfam PF03018 1.3e-50 IPRO04265 Plant disease resistance response protein DISEASE RESISTANCE

CHICOSCAN3 >Cich_inty.EH709073 HMMPfam PF03094 2.1e-11 IPRO04326 Mlo-related protein MILDEW RESISTANCE

CHICOSCAN4 >Cich_inty.EH708104 HMMPfam PF03094 1.2e-23 IPRO04326 Mlo-related protein MILDEW RESISTANCE

CHICOSCANS >Cich_inty.EH706551 HMMSmart SM00380 2.4e-28 IPRO01471 Path. is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding "AVR-9"

CHICOSCANG6 >Cich_inty.EH703640 HMMPanther |PTHR10264:5|7,00E-32 NULL NULL HR

CHICOSCAN7 >Cich_inty.EH703550 HMMPanther |PTHR10334:517.8e-50 NULL NULL PR1

CHICOSCANS >Cich_inty.EH701710 HMMSmart SM00380 4.7e-26 IPRO01471 P is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding [ TRANSCRIPTION FACTOR AP2 AVR-9
CHICOSCAN9S >Cich_inty.EH701125 HMMPfam PF03094 2.3e-13 IPRO04326 Mlo-related protein MLO MILDEW RESISTANCE
CHICOSCAN10 >Cich_inty.EH700709 HMMPfam PF03018 5.7e-65 IPRO04265 Plant disease resistance response protein DISEASE RESISTANCE

CHICOSCAN11 >Cich_inty.EH700393 HMMPfam PF00847 6.7e-05 IPR001471 Path. is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding ET RESPONSE

CHICOSCAN12 >Cich_inty.EH699232 HMMPanther |PTHR11017:54.9e-08 NULL NULL DISEASE RESISTANCE

CHICOSCAN13 >Cich_inty.EH695658 HMMPfam PF00931 4.2e-10 IPR002182 NB-ARC NBS-LRR

CHICOSCAN14 >Cich_inty.EH695155 HMMSmart SM00380 3.3e-36 IPRO01471 Path is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding ET RESPONSE

CHICOSCAN15 >Cich_inty.EH693800 HMMPfam PF03106 4.6e-22 IPRO03657 DNA-binding WRKY 'WRKY

CHICOSCAN16 >Cich_inty.EH693796 HMMPfam PF03094 3.1e-29 IPRO04326 Mlo-related protein MILDEW RESISTANCE

CHICOSCAN17 >Cich_inty.EH692411 HMMPfam PF00847 7.1e-41 IPRO01471 Pat is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding ET RESPONSE

CHICOSCAN18 >Cich_inty.EH691945 HMMPfam PF00847 2.6e-39 IPRO01471 Pat is-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding WOUND-RESPONSE, AP2 like factor
Table 2.7 : 18 génes candidats associés a la résistance aux pathogénes trouvédagamining de la banque

d’EST unigenes de chicorée annotée pour les 5000 premiéres séquerncestenu des colonnes : Reference

Name, référence du géne candidat ; Unigene accession, référence de la séquence dans la banque d'unigenes de
chicorée ; Methods, banque de données ayant permis la mise en évidence du domaine associé a la pathogenése ;
Accession, référence du domaine protéique trouvé dans la banque de données spécifiée précédement ; e-value, e-
value de la prédiction du domaine dans la séquence de chicorée analysée ; Interpro ref, référence du domaine
standardisé Interproscan ; Interpro description, description du domaine Inteproscan ; NCBI blast description,
description de la séquence de chicorée donné par analyse TBLASTX contre la banque de données NCBI.

Davis accession Hit A. thaliana [Blast description e-value|NCBI best blast result associated with pathogenegBlast score |e-value
CI.CSA1.4062 |AT5G51700 RAR1 disease resistance protein (RAR1), Contains a 3 nt micro-exon at exon 2 | 1,00E-75|Nicotiana tabacum Rar1 (Rar1) mRNA, comp 232 4,00E-105
CI.EH679530 AT1G33590 disease resistance protein-related / LRR protein-related, contains leucine rich-| 1,00E-68|Arabidopsis thaliana disease resistanc 174 4,00E-64
CI.EH675505 AT2G34930 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat domains Pfam:| 1,00E-34|Malus floribunda hcrVf2 gene 131 5,00E-53
CI.EH689532 AT3G14460 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative, domain signature NBS-LR 1,00E-13|Helianthus annuus clone Ha-NTIR11g CC-NB 117 5,00E-53
CI.EH704725 AT4G04220 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat (LRR) domains | 1,00E-55|Arabidopsis thaliana disease resistanc 166 2,00E-47
CI.LEH672964 AT3G14460 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative, domain signature NBS-LR 1,00E-11|Helianthus annuus clone Ha-NTIR3B CC-NBS 100 4,00E-47
CI.LEH678027 AT4G33300 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative, domain signature CC-N 1,00E-51|Arabidopsis thaliana ADR1-L1 (ADR1-LIK 182 4,00E-43
CI.LEH692382 AT3G11010 disease resistance family protein / LRR family protein, contains leucine rich-rg 1,00E-46|Arabidopsis thaliana leucine-rich repe 133 2,00E-42
CI.EH678903 AT1G61100 disease resistance protein (TIR class), putative, domain signature TIR exists, su| 1,00E-36|Arabidopsis thaliana disease resistanc 116 3,00E-37
CI1.DT211429 AT3G48090 disease resistance protein (EDS1), identical to disease resistance protein/lipas{ 1,00E-26|Solanum tuberosum enhanced disease susce 158 1,00E-36|
CI.EH700984 AT3G24900 disease resistance family protein / LRR family protein, contains leucine rich-rg 1,00E-02|Glycine max RFLP clone A 45-10 s 102 1,00E-36|
CI.LEH706298 AT5G42510 disease resistance-responsive family protein, similar to disease resistance resg 1,00E-32|Arachis hypogaea disease resistance-resp 157 1,00E-35
ClLEH676855 AT5G48770 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR{ 1,00E-36|Populus trichocarpa clone 124140 TIR-NBS 155 4,00E-35]
CI.LEH698573 AT3G25020 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat (LRR) domains | 1,00E-22|Glycine max disease resistance-r 69 8,00E-35
CI.LEH694197 AT2G34930 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat domains Pfam:| 1,00E-28|Malus floribunda hcrVf3 gene 126 2,00E-31
CI.CSA1.1307 |AT3G48090 disease resistance protein (EDS1), identical to disease resistance protein/lipas{ 1,00E-31|Nicotiana benthamiana EDS1-like protein 128 4,00E-31
CI.LEH684821 AT5G36930 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR 1,00E-23|Helianthus annuus cultivar SMF3 NBS-LRR 115 1,00E-29|
CI.EH677776 AT3G48090 disease resistance protein (EDS1), identical to disease resistance protein/lipas{ 1,00E-26|Solanum tuberosum enhanced disease susce 82 2,00E-27
CI.EH698988 AT5G49140 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR{ 1,00E-17|Solanum tuberosum nematode resistance-li 120 1,00E-25
CI.EH706131 AT5G27060 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat (LRR) domains | 1,00E-26|Lycopersicon pimpinellifolium Cf-2.3 gen 94 2,00E-25
Cl.LEH677081 AT5G36930 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIRf 1,00E-25|Populus trichocarpa clone 65744 TIR-NBS 73 2,00E-24
CI.LEH679541 AT5G36930 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR 1,00E-31|Populus trichocarpa isolate S-117-1 TIR-NBS 97 7,00E-24
CI.LEH688475 AT3G14470 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative, domain signature NBS-LR 1,00E-18|Solanum demissum isolate 752C15a disease 79 1,00E-20
CI.EH673977 AT2G34930 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat domains Pfam:{ 1,00E-17|Arabidopsis thaliana putative disease 57 3,00E-18
CI.EH703858 AT3G08040 MATE efflux family protein, low similarity to enhanced disease susceptibility 5| 1,00E-26|Arabidopsis thaliana MATE efflux famil 97 1,00E-17
CI.EH672557 AT5G66900 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative, domain signature CC-} 1,00E-21|Medicago sativa disease resistance prote 95 1,00E-16|
CI.EH687353 AT4G09430 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR{ 1,00E-13|Solanum tuberosum nematode resistance-li 65 4,00E-15
Cl.LEH682281 AT1G27170 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIRf 1,00E-13|Arabidopsis lyrata disease resistance pr 60 4,00E-14
ClLEH701619 AT5G17680 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR{ 1,00E-14|Medicago sativa cultivar Arc TIR-NBS-LRR 75 1,00E-13]
CLLEH676704 AT5G66910 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative, domain signature CC-N 1,00E-27|Arabidopsis thaliana disease resistanc 46 2,00E-12
CI.CSA1.2020 |AT5G66910 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative, domain signature CC-§ 1,00E-13|Arabidopsis thaliana disease resistanc 46 6,00E-12
CI.EH697087 AT3G14470 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative, domain signature NBS-LR 1,00E-11|Solanum tuberosum potato resistance-like 41 5,00E-11
CI.EH681460 AT1G47890 disease resistance family protein, contains leucine rich-repeat domains Pfam:{ 1,00E-13|Arabidopsis thaliana disease resistanc 68 3,00E-09
CI.EH678070 AT4G19500 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIR 1,00E-15|Arabidopsis thaliana disease resistanc 40 1,00E-07
CI.EH681763 AT1G27180 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIRl 1,00E-24|Arabidopsis lyrata disease resistance pr 44 5,00E-06
CI.EH706408 AT5G45050 disease resistance protein-related, similar to NL27 (Solanum tuberosum) Gl:39 1,00E-11|Helianthus annuus cultivar SMF3 NBS-LRR 51 1,00E-04|
CI.LEH699035 AT1G27170 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative, domain signature TIRf 1,00E-13|Arabidopsis lyrata disease resistance pr 45 4,00E-03

Table 2.8: Liste de 37 génes candidats sur base de la banque d’EST du CGPDB anno@emtenu des
colonnes : Davis accession, référence de la séquence ESTrdgbusdans la banque d’unigénes de Davis ; Hit

A. thaliana, meilleur de résultat de BLAST de la séquence EST de chicorée contre la banque de Alonnée d’
thaliana ; Blast description, description de la séquenca. dhaliana ; e-value NCBI best BLAST result
associated with pathogenesis, meilleur résultat de BLAST associé a la résistance aux pathogénes lors de
I'analyse TBLASTX de la séquence de chicorée de Davis contre la banque de données de NCBI ; BLAST score,
score de BLAST ; e-value.



Key gene |A. thaliana ref |Chicory sequence |BLAST score e-value

JAR1 AT2G46370 |CONTIG7082 252 1,00E-110
MAPK4  |AT4AG01370 [CONTIG5419 804 0
COI1 AT2G39940 |CONTIG3063 347 1,00E-100
JIN1 AT1G32640 |CONTIG9038 183 3,00E-80
NPR1 AT1G64280 |CIC.EH689598 265 3,00E-89

Table 2.9 : 5 séquences d€. Intybus présentant une forte homologie avec un géne clef des voies de
résistance dA. thaliana. Contenu des colonnes : key gene, nom du gene clef rechércti@alianaref, numéro
d'accession du géne clef Al thaliana Chicory sequence, nom de la séquence de chicorée présentant la
meilleure homologie avec les séquencds thalianatestées (TBLASTX) ; BLAST score ; e-value.

Key gene Chicory sequence |Best BLAST result description BLAST score|e-value

JAR1 CONTIG7082 Arabidopsis thaliana JAR1 (JASMONATE RESISTA 252 7,00E-99
MAPK4 CONTIG5419 Petroselinum crispum mitogen-activated protein kinase 4 (MPK4) 852 0
Col1 CONTIG3063 Nicotiana tabacum coronatine-insensitive 1 358 7,00E-103
JIN1 CONTIG9038 Solanum tuberosum partial MRNA for MYC transcription factor 184| 2,00E-102
NPR1 CIC.EH689598 Nicotiana tabacum NPR1 mRNA, complete cds 473 1,00E-130

Table 2.10: 5 séquences d€. intybus présentant une forte homologie avec un géne clef des voies de
résistance, TBLASTX NCBI. Contenu des colonnes : Key géne, géne clef recherché; Chicory sequence,
référence de la séquence candidate pour étre homologue d’'un géene clef, Best BLAST result description, meilleur
résultat de TBLASTX de la séquence de chicorée contre la banque de données de NCBI ; BLAST score ; e-
value.

SEQUENCE: RC64: AAQGCCEDBICCEDY LENGTH: 361 aa
InterPro Protein kinase, core
IPRO00T1G METHOD | . . .
Domain PDO00001 - QU43E4 ORYSA QU43E4;
o - R
PS30011 : ,  PROTEIN KINASE DOM
InterPro Tyrosine protein kinase
[PRO01245 METHOD . .
Domai PRO0102 TYRKINASE
InterPro Serine/threonine protein kinase
[PR002200 METHOD ipti
Domain resycrs | SMO0220 no description
InterPro Serine/threonine protein kinase, active site
IPR008271 METHOD I
Active site PS00108 = PROTEIN KINASE_ST
InterPro Protein kinase-like
IPRO11009 METHOD _ L . .
T SSF36112 Protein kinase-like (PE-like)
InterPro Serine/threonine protein kinase-related
PRO17442 on
Doma: PF00069 10 name
nolPR unintegrated
unintegrated
- G3D.1.10.510.10 ] no description
PTHR11793 0 ) PROTEIN KINASE
RESULTS| PTHR11795:8F116 — ) WALL-ASSOCIATED KINASE-RELATED

Figure 2.3 : Analyse Interproscan de la séquence CONTIG674, mise en évidence d'un domaine WAK-
related.



References Davis Ara best hit [Ara best hit description eval ara NCBI Best Wak Hit Eval Score
Cich_inty.EH710675 |AT1G21270 |wall-associated kinase 2 (W0.31 Arabidopsis thaliana RFO1 (RESISTANCE TO FUSARIUM OXYSPORUM 1), similar to WAKL 8,00E-31 141
Cich_inty.EH691833 |AT1G16130 |wall-associated kinase, putd0.76 Triticum aestivum wall-associated kinase 1 (WAK1) 1,00E-84 320
Cich_inty.DT211509 |AT1G21210 |wall-associated kinase 4 [ A|0.11 Arabidopsis thaliana WAK4 1,00E-07 62,2
Cich_inty.EH685165 |AT1G21230 |wall-associated kinase, put0.22 No No No

Table 2.11: 4 séquences de chicorée annotées présentant une homologie Avebaliana, résultat de
TBLASTX contre la banque de données de NCBIContenu des colonnes : References Davis, référence de
'EST de chicorée dans la banque de Davis ; Ara best hit, meilleur résultat de BLAST de la séquence de
chicorée contre la banqueAd'thaliana; Ara best hit description, description du meilleur résultat de BLAST ; e-

val ara, e-value du résultat de BLAST Davis coirethaliana; NCBI Best Wak Hit, meilleur résultat de
TBLASTX contre la banque de données de NCBI associé avec une protéine WAK ; e-val ; Score, score de
BLAST.

(Table insérée)

Table 2.12: Apercu des genes candidats mis en évidence sur base des recherches bioinformatiques.
Contenu des colonnes : Ref, nom de référence de I'amorce pour amplifier le géne candidat. Les génes ne
disposant pas encore d’amorces sont désignés par « WAIT » ; Name, nom de I'amorce ou du gene candidat.
L’amorce contient le nom de référence du géne candidat suivit du site de restriction ajouté a celle-ci. Dans le cas
d’'un géne ou les amorces n'ont pas encore été dessinées, seul le nom de référence du gene candidat est indiqué ;
Target, séquence EST ciblée par I'amorce suivie dans la majorité des cas par une bréve description ; ADNc,
taille amplifiée par la paire d’amorces sur ADNc ; ADNg, taille du produit d’amplification sur ADNg ; PCR
conditions, conditions PCR validées ; PCR, PCR réalisée avec succés avec les amorces dessinées. Note : le
tableau ci-dessus ne reprend pas les 44 génes candidats mis en évidéaizemaningde la banque de DAVIS

mais peuvent étre trouvés dans le tableau 2.8 (aucune amorce n'a encore été dessinée pour ces séquences).



Geéne Taille Analyse POOL |[Nombre de SNP prédits |Fréquence Analyse 1 Contre 1 |[Nombre de SNP prédits |Fréquence

CS058 467|0UI 11 42|NON

CS060 962|0UI 17 57|NON

CS062 477|0UI 15 32|NON

CS076 965|0UI 19 51|NON

CS078 558|0UI 13 43|NON

CS160 495|0UI 11 45|NON

CS230 537|0UI 30 18|0UI 13 41
CS242 525|NON oul 4 131
CS284 603[NON Oul 13 46
CS286 617|NON oul 7 88

Table 2.16 : Tableau récapitulatif des analyses EcoTilling en pool et avec référence pour les 10 génes
candidats analysésContenu des colonnes : Geénes, référence du gene (afoaveed) ; Taille, taille observée

incluant I'insert bordé des régions T3 et T7 ; Analyse POOL, analyse de la séquence en pool ; Nombre de SNP
prédits, nombre de SNP prédits par I'analyse EcoTiling en POOL ; Fréquence, fréquence de SNP observés
(Taille/Nb de SNP prédits) ; Analyse 1 Contre 1, ECOTILLING avec référence ; Nombre de SNP prédits, nombre
de SNP détectés lors de I'analyse 1 contre 1 ; Fréquence, fréquence de SNP observés (Taille/Nb de SNP prédits).



2 |6 |10 | 14

A
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Figure 2.4 : lllustration du probléme de faux positifs lors de I'analyse en POOLDans I'exemple illustré, les

colonnes et les lignes sont poolées par 4. Les clones sont représentés par un chiffre (de 1 a 16), les pools de ligne
(contenant 4 clones) sont représentés par des lettres majuscules, les pools de colonne (contenant 4 clones) sont
représentés par des lettres minuscules. Les clones 2, 4, 9 et 15 sont des SNP « fréquents ». Lors de I'analyse en
pool, le croisement de la ligne « A » et de la colonne « a » indique chacun la présence d’'un SNP. On en déduit
donc la présence d’'un SNP en position « aA » soit pour le clone 1. Il s’agit d'un faux positif car le clone 1 ne
contient pas le SNP porté par les clones 2, 4, 9 et 13.

CS230 Pool
Clone n° 8| 19| 27| 30| 38| 49| 56 62
Clonepos [a8 |[c3 |d3 |d6 [e6 |g1 |g8 [h6
SNP
57 57
70 70( 70 70| 70
78
88 88| 88 88
95 95

100 100| 100] 100| 100| 100{ 100f 100{ 100
113 113) 113) 113) 113] 113
129 129 129
133 133
144 144
152 152
166
172 172|172 172 172| 172| 172| 172[ 172
178 178[178[ 178

200 200
218 218 218

245 245

290 290
299
323 323
329
349
361 361
401
448
455 455

Table 2.17 : SNP détectés par analyse sur POOL pour le géne CS230 (NBS-LRR), sélection de 8 clones
représentant le polymorphisme de la core collectiorContenu du tableau : Clone n°, clone sélectionné pour le
séquencage sur base de son polymorphisme dans la core collection ; Clone pos, position du clone dans la plaque
de screening ; SNP, position des SNP sur la séquence a partir de I'amorce T3 marquée. La premiére colonne
reprend I'ensemble des SNP détectés lors de I'analyse en POOL. En bleu clair, les SNP présents dans les clones
sélectionnées pour le séquengage. En bleu foncé, position des SNP prédits dans les clones sélectionnés pour le
séquencage.



CS230 ref
Clone n° CS2301-1 |CSZ30 1-6 |C5230 1-8 CS2301-19 |CS2301-27 |CS2301-29 |CS2301-30 [CS230 1-42 |CS230 1-49 [CS230 1-56 [CS230 1-62 |Fréquence
94

100

171

178

189

245

Table 2.18 : Sélection de résultat ECOTILLING avec référence (CS230 clone 1) pour 11 clones, fréquence

de SNP (CS230, NBS-LRR)Description du tableau : Clone n°, ligne reprenant le gene analysé (CS230, le
clone de référence (CS230-1) et le clone analysé ; En bleu clair, position des SNP prédits pour I'ensemble des
clones sélectionnés. La position du SNP contient la région amplifiée T3 (50pb) ; En bleu foncé, position des SNP
prédits par clone ; Fréquence, fréquence du SNP prédit dans la core collection sur base de I'analyse individuelle
de 64 clones.

CS230 Seq
CS230-1 CS230-6 CS230-8 CS230-19 CS230-27 CS230-30 CS230-42 CS230-49 CS230-56 CS230-62

Table 2.19 : Résultats de séquencgage pour 10 clones séquenceés sur base des résultats d’EcoTILLING en
pool et avec référence (CS230, NBS-LRRIpescription du tableau : En jaune, numéro du clone séquencé ; En
bleu, position du SNP détecté par séquencage.

SNP POOL 7| 20| 28| 38 63 83| 94[102[ 116 128] 136 150| 168| 178 195 224| 240| 249( 273| 279] 299 311 351| 398| 405
SNP REF 44| 50 121f 128 139 195

SNP SEQ | 6] 48[ s1] [ 79| [121] [ 140] 343

Table 2.20 : Tableau comparatif des SNP prédits par EcoTilling en pool et avec référence (clone CS230-1)

par rapport aux SNP réels.Premiere ligne, Position des SNP prédits a partir de I'amorce reverse (Les SNP
confirmés par séquencage sont en vert foncé) ; Deuxiéme ligne, position des SNP prédits a partir de I'amorce
reverse (Les SNP confirmés par séquencage sont en vert) ; Position des SNP mis en évidence par séquencage
(Les SNP retrouvés par les deux analyses EcoTilling sont en vert clair).

€S058
Clone 1 Clone 15 |Clone 25 Clone 41 |Clone 45 Changement aa
46
54 54|A/V
70 70
103 103 /M
142 142
166 166
172
192 192
194 194 194
199
202 202
205 205
208 208 D/E
211 211
226 226
241

Table 2.21: Résultats de séquencage de 5 clones pour le géne CSP5SBJ glucanase), modifications

d’acides aminés.La position de chaque SNP est calculée a partir de I'anforemrd. En Jaune, n° du clone
séquencé ; En vert, SNP caractérisant le paralogue 1 ; En Bleu, SNP caractérisant le paralogue 2 ; En orange,
SNP caractérisant le paralogue 3. La derniére colonne indique les modifications d’acides aminés induites par les
SNP. En rouge, changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP.



€S058-25 bet |ARTCT
C5058-1 bet TCCCH ACGGCACCG!
€S058-15 bet TCCCH ACGGCACCG!
1-Pat-Ci-LE0093 TCCCH ACGGCACCH!
AJ011769.1 TGTCH CAACCGGAC
AJ249292.1 cg2 TCCC ACTGCACCGG
AJ249293.1 cg3 TCCC ACTGCACCGGGR
el ARTCTCCCGTATGCGTIGTTTACGGCACCGGEGACCGETTGTGACTGA

TRATGGTCTACAATACTCTAACCTTTITGACGCCAT TTAGATGCTCACTATGCAGCTCARGCACGICTTGGTGGACARARTITGGA!

Figure 2.5: Vue partielle de I'alignement entre les différentes séquences flel,3 glucanaseslLes trois

premiéres séquences nucléotidiques représentent les trois groupes mis en évidence par séquencage dans ce
travail, la quatrieme séquence alignée est la séquence EST de la banque d’unigenes, les trois derniéres séquences
sont les séquences des tPi%,3 glucanases de chicorée disponibles dans NCBI. La séquence du bas représente

la séquence consensus entre les différentes séquences alignées.

Figure 2.6 : Arbre phylogénique entre les différente$ 1,3 glucanases de chicorée sur base de I'alignement

de celles-ci (séquences partielledin rouge, séquences des trois groupes mis en évidence dans ce travail ; en
bleu : séquence EST de la banque d'unigénes de chicorée mise en évidence pareaimatysal best BLAST

hit ; en vert, les séquences des tfolis3 glucanases de chicorée disponibles dans NCBI.



CS062

Clone 2 Clone5 [Clone 35 |Clone 46 |Clone 50 |Clone 52 |Clone 54 |[Clone 62 Changement aa
96 M/I

168 168

206
2141KR

304

331 331

Table 2.22 : Résultats de séquencage de 8 clones pour le géne CS062 (homologéer@&Cf-9 rapidly

elicited protein 75), modifications d'acides aminés.La position de chaque SNP est calculée a partir de
I'amorce reverse En jaune, n° du clone séquencé. La derniére colonne indique le changement éventuel d'un
acide aminé induit par le SNP correspondant. En rouge, changement radical des propriétés de l'acide aminé
modifié par le SNP.

CS076
Clone 24 Cbne37|Cbne61 Clone 20 |Clone 48 |Clone 14 |[Clone 30 |Clone 43 changement aa
Contigl
55
82 82 82
96 96
104
107
167 167 167
397
Contig2
60
155
238 délétion
239 délétion
240 délétion
238
382

Table 2.23 : Résultats de séquencage de 8 clones pour le gene CS076 (homoloigBedisease resistance
protein), modifications d'acides aminés.En jaune, n° du clone séquencé ; En orange, Contig 1 = zone
séquencée du coté de I'amorfoeward, Contig2 = zone séquencée du coté de I'amozgerse Position de
chaque SNP. La derniére colonne indique la modification d'acide aminé induite par le SNP. En rouge,
changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP. Remarque : Les deux $énuamntes
etreversene se recouvrent pas.



421

Genomic mRNA

. . len; identity =~ mismatches
coordinates  coordinates gth -

Exonl 1-27 578-604 27 100.0% 0
Exon2 114-257 605-748 144 100.0% 0
Exon3 350-421 749-820 72 98.6% 1

Figure 2.7 : Positions introns-exons dans la séquence CS076 (homolo@fi€s disease resistance protein)

séquencée du cotéorward. Visualisation graphique de la position introns-exons (respectivement en orange et

en bleu). Genomic coordinates, coordonnées de la séquence génomique correspondant a un exon (a partir du site
de I'amorceforward), mRNA coordinates, position des exons sur la séquence codante EST ayant servit au
design des amorces ; length, taille de I'exon ; identity, identité entre la séquence génomique et la séquence
codante au niveau des exons ; mismatches, mismatches entre la séquence génomique et la séquence codante au
niveau des exons.

Genomic mRNA . . .

coordinates  coordinates length  identity mismatches
Exonl 280-351 821-892 72 97.2% 2
Exon2 110-181 893-964 72 98.6% 1
Exon3 1-42 965-1006 42 100.0% 0

Figure 2.8 : Positions introns-exons dans la séquence CS076 (homolo@fi€s disease resistance protein)

séquencée du cotéeverse. Visualisation graphique de la position introns-exons (respectivement en orange et en
bleu). Genomic coordinates, coordonnées de la séquence génomique correspondant a un exon (a partir du site de
I'amorcereverse) mMRNA coordinates, position des exons sur la séquence codante EST ayant servi au design des
amorces ; length, taille de I'exon ; identity, identité entre la séquence génomique et la séquence codante au
niveau des exons ; mismatches, mismatches entre la séquence génomique et la séquence codante au niveau des
exons.

CS078
Clone 1 Clone 16 |Clone 23 [Clone 30 |Clone 41 [Clone 47 |Clone 53 |Clone 57 Clone 63 |changement aa
107 107
125 125 125 125 125
205
276 276 276 276(H/R

Table 2.23 : Résultats de séquencage de 9 clones pour le géne CS078 (HomolBfwie max putative
Hslpro-1-like receptor), modifications d'acides aminésLa position de chaque SNP est calculée a partir de
I'amorcereverse En jaune, n° du clone séquencé. La derniére colonne indique la modification d’acide aminé
induite par le SNP. En rouge, changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP.



CS160

Clone 28

Clone 50

Clone 52 |changement aa

122

T/S

227

Table 2.24 : Résultats de séquencage de 3 clones pour le géne CS0160 (homokilgyiene responsive
element binding factor 4), modifications d'acides aminésLa position de chaque SNP est calculée a partir de
I'amorcereverse En jaune, n° du clone séquencé. La derniére colonne indique la modification d’acide aminé
induite par le SNP. En rouge, changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP.

CS230
Clone 1 Clone 6 |[Clone8 [Clone 19 |Clone 27 |Clone30 |Clone42 [Clone 49 Clone 56 [Clone 62 changement aa
81 K/R
284 I/F
303 303 303|N/S
373 373 373

Table 2.25 : Résultats de séquencage de 10 clones pour le géne CS230 (NBS-LRR), modifications d'acides
aminés.La position de chaque SNP est calculée a partir de I'anfione@rd. En jaune, n° du clone séquencé.

La derniére colonne indique la modification d’acides aminé induit par le SNP. En rouge, changement radical des
propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP ou codon STOP. En vert, SNP caractérisant l'allele 1 ; En
orange, SNP caractérisant I'alléle 2 ; En gris, séquence sans SNP caractérisant I'allele 3 ; En bleu foncé, SNP
caractérisant l'alléle 4 ; En bleu clair, SNP caractérisant l'alléle 5.



CS242 Groupe 1
Clone 27 |Clone 30 [Clone52 |Clone 60 |Changement aa
156
167
236 236

245

300
316 délétion
317 délétion
318 délétion
319 319 délétion
320 320 délétion
321 321 délétion

326

335

337

339

345

384
392

Table 2.26 : Résultats de séquencage de 4 clones pour le géne CS242, modifications d’acides arbaés.
position de chaque SNP est calculée a partir de I'anfore@ard. En jaune, n° du clone séquencé. La derniére
colonne indique la modification d’acide aminé induite par le SNP. En rouge, changement radical des propriétés
de I'acide aminé modifié par le SNP ou codon STOP.



CS5284

Clone 7 Clone 37 [Clone 28 |Clone 1 Clone 54 Clone 45 [Clone 22 |Clone 16 Changement aa
29 29 29
38 38 38
45 45 45 I/F
47
56
57 57 57 H/D

90 90
153 153 153 A/M
154 154 154
175
349
456

Table 2.27.: Résultats de séquencage de 8 clones pour le géne CS284 (WAK- related,gemedifications d’acides

aminés.La position de chaque SNP est calculée a partir de I'anfioreard. En jaune, n° du clone séquencé. La derniére
colonne indique la modification d’acide aminé induite par le SNP. CS284 est potentiellement un pseudogene et I'impact des
mutations est donc potentiellement nul. En rouge, changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par le SNP ou
codon STOP. En vert, SNP caractérisant le paralogue 1 ; En orange, SNP caractérisant le paralogue 2 ; En bleu, les SNP
caractérisant le paralogue 3.

L¥LKLSHF
LHLKLL
LHLKLL
LHLKLL
LHLELL
LHLKLL
L¥LKLL
BTYTCRNLY¥LKLLHFLA SAFMILMLCL v TRNFDPSQELGNGGEGY'

NLID
CS5284-16-T7 1 N YL.I
C5284-22-T7 ¢ N YLI
C5284-28-T7 1 J YLF
C5284-37-T7 1 d YL
YLF
CS284-45-T7 1 N NLI
VINLID-

1 NRTENCNQS VIYLID LHYYQVYKCIHIYICRNLHLKLLHFLAPVVAGSAFMILMLCLVIFIIWRRYKSNPLSYFPSKDKSPNVEDGSLFFGVSEFSYTELEDATRNFDPSQELGNGGEGT

Figure 2.9 : Alignement de la séquence protéique de 8 clones de CS284 (WAK- related gene), mise en évidence de 2

codons stop.Description de la figure : a gauche, liste des clones allignés (CS284-n° du clone- T7). En bas, séquence
consensus obtenue sur base de l'alignement des séquences protéiques des 8 clones. Les acides aminés des séquences
protéiques sont sous forme code a une lettre. Les codons stop sont représentés par «- ».

CS286
Clone 1 Clone4 |Clone9 |[Clone 11 |[Clone 22 Clone 46 |[Clone 54 [Changement aa

M/
441 C/R

Table 2.28.: Résultats de séquencage de 7 clones pour le géne CS286 (WAK- related gene), modifications d’acides
aminés.En jaune, n° du clone séquence ; Position de chaque SNP a partir de I'tonward. La derniere colonne indique

la modification d’acide aminé induite par le SNP. En rouge, changement radical des propriétés de I'acide aminé modifié par
le SNP ou codon STOP. En bleu, SNP caractérisant I'alléle 1 ; En rose, le SNP caractérisant I'alléle 2 ; Les clones 4-9-11-22-
46-54 appartiennent a l'alléle 3.





