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1 INTRODUCTION GENERALE

Les Légumineuses (Fabacées) constituent un taxgétalétres important d’'un point de vue
biologique et écologique mais également agronoméjuenvironnemental. En effet, leur culture
fournit depuis les débuts de I'agriculture une seugssentielle de protéines pour I'alimentation
humaine et animale. Leur capacité a fixer 'azotmosphérique génere un double intérét,
économique par une moindre utilisation d’engraietéz de synthese, et écologique par une
limitation des fuites azotées. En Europe, le défitiucturel en protéines végétales constitue un
argument favorable a I'accroissement des surfagkisées en Légumineuses (soja, pois, lupin,
luzerne,..) ou en dépit de leurs nombreux avantages ellespect moins de 5 % de la surface
allouée aux grandes cultures. La situation apptyaiefois un peu plus favorable si on prend en
compte les prairies semées reposant sur des assosiantre Graminées et Légumineuses. En
effet, pres de 60 % des trois millions d’hectaregrhiries temporaires reposent aujourd’hui sur
des associations (Huyghe 2005). Cependant, mafggéoalitique volontariste qui a favorisé de
1973 a 1992 le développement de ces cultures rieheprotéines, le taux de couverture en
protéines utilisées (en complémentation) dansniatitation animale de I'Union Européenne n’a
jamais excédé 38 %. En France, le déficit étaib4l@ en 2003 (Crepon 2005). Les Fabacées
suscitent donc un regain d’intérét avec le soufaé I'agriculture moderne évolue vers des

pratiques durables plus respectueuses de I'enveraant.

Les travaux sur la plante modédeabidopsis thalianaont permis des avancées considérables
dans la compréhension des bases génétiques etutaiiés du fonctionnement des plantes
(Bouchez 2004). Cependant, [l'utilisation de cettspeee n’est pas possible pour la
compréhension de mécanismes tels que la symbiakdain® avec des bactéries pour la fixation
d’azote atmosphérique ou encore la mycorhizatioan(i@azzi-Pearson 1996; Harrison 1997). De
plus, la distance phylogénétique entre les familetaniques représentées parmi les plantes
cultivées est trop importante et rend donc nécesshe disposer dans chaque famille d'une
espece modele, comme thaliana pour les Cruciferes ou encaeyzasativapour les céréales.
Dans ce contextdyledicagotruncatula et Lotus japonicusont été proposées comme espéces
modéles des Légumineuses et @bé choisies depuis quelgues années par la comméunau
scientifique internationale (Barker et al. 1990p&d999; Udvardi 2001).
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Ces deux especes présentent des caractéristignétiggés similaires, mais développent des
nodosités de types différents (croissance indéterendéterminée). Cependallt, truncatulaest
phylogénétiguement plus proche de la plupart degiinineuses cultivées en Europe duotus
japonicus(Choi et al. 2004). Les Légumineuses ont souvestgénomes complexes. C’est le cas
de la luzerneNledicago sativg espéce fourragere pérenne, autotétraploidéogiaate ainsi que
du pois Pisum sativury) espéce protéagineuse qui présente un génomeaddegtaille. Des
études précises peuvent étre menéedlstruncatulg espéce diploide, annuelle, a cycle court et
autogame. De nombreuses ressources génétiqueslispahibles (banques BAC, EST/ADNCc,
cartes génétiques et physiques, mutants, var@algiéhétique naturelle, séquences) et il existe un
fort degré de synténie avec les génomes de lanezer du pois. On peut ainsi envisager de
réaliser des études génétiques sur cette espeespérant que les génes expliquant la variabilité
génétique cheM. truncatula expliquent aussi les variations détectées chez dgsimineuses

cultivées.

La morphogenese aérienne inclut des caractéresralesance, de développement et de
phénologie, et conditionne fortement la valeur dgesdes Légumineuses. Parmi ces caracteres,
la floraison est un événement majeur du cycle de @ette période est déterminante pour le
succes reproductif. Elle correspond a la transijenéralement non réversible d’'un méristeme
végeétatif produisant des feuilles et tiges, en stéme floral a I'origine des différentes structures
verticillées composant la fleur. La régulation @eptiénomene morphogénétique est le fait d’'un
réseau complexe de signalisations, qui permet (@alate de réaliser sa reproduction dans des
conditions pédoclimatiques optimales (Putterikhet2004).

L’étude de différents écotypes et de mutanss. dhalianaa permis de distinguer quatre voies
principales controlant la date de floraison, dorguwd sont induites par des signaux
environnementaux (photopériode et vernalisatiomleetx autres par des signaux endogenes (voie
hormonale et voie autonome) (Koornneef et al. 1#18zquez 2005). La date de floraison, qui
est un caractere quantitatif, serait controléephas de 80 locus chek. thaliana(Levy and Dean
1998).
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L’identification précise, le clonage et la caraigaétion de ces genes constituent un défi majeur
d’autant que la présence de génes homologues dfférentes especes suggere une bonne
conservation des voies de contrOle de la date ataigbn chez les angiospermes (Tasma and
Shoemaker 2003).

La recherche des génes de la floraison chklkeztruncatula permet d’'une part d’établir la
conservation ou non des géenes avec ceux décnisipaiement chea. thaliang et d’autre part

de proposer les genes qui expliquent la variabiliiéervée pour ce caractere. Dans ce contexte,
I'objectif de ma these est d’identifier des géngsliguant la variabilité génétique pour la date de

floraison cheaVl. truncatula La démarche développée consiste a :

(1) décrire la variabilité génétique existant pour kEtedde floraison en réponse a la
photopériode ;

(i) rechercher des QTLQuantitative Trait Locusde la date de floraison dans trois
populations de lignées recombinantes connectées ;

(i)  déterminer par une approche genes candidats posl® les genes qui pourraient
correspondre au QTL ayant le plus fort effet etiger par cartographie fine et étude

d’expression le gene candidat le plus vraisemblatde QTL.

La synthese bibliographique rappellera tout d’abéed caractéristiques biologiques et les
ressources génétiques disponibledvidruncatulg puis définira le processus de floraison et la
date de floraison d’'un point de vue physiologigugénétique, et enfin exposera la recherche de
zones du génome et des génes impliquées danelenitisme d’un caractere quantitatif. Puis, le
matériel végétal et les méthodes seront décrits.résultats seront ensuite exposeés et discutés.
Une réflexion sera proposée sur la stratégie enkdhodes utilisées, et les perspectives possibles

seront degagees.
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2 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 Medicago truncatula
2.1.1 Taxonomie et biologie

21.1.1 Genre Medicago

Le genreMedicago(les luzernes) regroupe de nombreuses especesli@snou vivaces, le plus
souvent herbacées, a feuilles trifoliolées. Le nserentifique du genre n'est pas lié a ses
propriétés médicales, mais au fait que, selon Tim@gpe (372 - 287 av. J.-C.), la luzerne serait
originaire de Médie (région allant du Nord-Ouest’ttan a I'’Azerbaidjan) (Théophraste traduit
par Amigues 1989). Le nom anglais et espagnolfalfaloviendrait du nom arals-fac-facah

qui signifie «le pére des aliments » car il sdndg fourrage aux chevaux. Quant au nom
vernaculaire, il est emprunté a I'occitirserng en raison de I'aspect brillant des graines de la
plante.

A la suite de Vavilov (1887 - 1943) il est admisda centre d’origine du genhedicagoest le
Croissant fertile qui correspond a la région géplgigue occupée par I'lsraél, la Cisjordanie, le
Liban et des parties de la Jordanie, la Syriealk|l’Egypte et sud-ouest de la Turquie d’ou il
aurait été apporté en Europe par le roi perse Pafh0 - 486 av. J.-C.). Son extension
européenne ne commence réellement qu'avec I'Empireain (Genier et al. 1992). La plupart
des espéces constituant le geMedicagosont décrites depuis le XY siécle ; ainsi dans
SpeciesPlantarumde Carl von Linné en 1753, neuf especes sonttdéationt certaines avec
plusieurs variétés botaniques (Heyn 1963). Plusigtavaux importants réalisés au cours du
XIX ®™sjecle avaient abouti & une description complétgehreMedicagg mais mal reliés entre
eux, ils comportaient un nombre important de synaeg. Il faut attendre les ouvrages de Heyn
(1963) et (Lesins and Lesins 1979) pour obtenirnéedie synthese.

Le genreMedicagoappartient a I'ordre des Fabales, superfamillelgggimineuses, famille des
Fabaceaest sous-famille deBaboideae Le genréMedicagoest placé dans la tribu d€gfolieae

qui comprend la majorité des Légumineuses fouresgampérées comme la luzerne cultivée et
le trefle, et qui est phylogénétiquement prochéadebu desVicieaincluant les Légumineuses a
graines comme le poig>( sativun) et la féverole Yicia fabg (Figure 1) (Doyle and Luckow
2003; Choi et al. 2004).



2- Synthése bibliographique
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Figure 1 Relations phylogénétiques entre esp de Légumineuses. Tiré de Choi et al. 2

Especes
L. eufinaris (lentil)
V. faba (faba bean)
P sativem (garden pea)
M. afficinalis (sweet clover)

T pratense (red clover)
M. sativa (alfalfa)
M. truncatela

C. arietinum (chickpea)

L. japamicus

Povadgaris (common bean)
V. radiara (mung bean)

G. max (soybean)

C. cajan (pigeonpea)

Le genreMedicagoest particulierement proche des gervidilotus et Trigonella et a été classé

en quatre sous-genres sur la base de la morphaollegiegousses et des graindsipularia,

Medicagq Orbicularia et SpirocarpoqFigure 2)(Lesins and Lesins 1979).

Genre Medicago
I I
Sous-genre Sous-genre Sous-genre Sous-genre
Lupularia Orbicularia Medicago Spirocarpos
Pérenne Annuelle
I
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Falcago Pachyspirae
| |
| T 1T 1T 17T 17T 1T T
_ = 00 o O X © O G 2X
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= C = =20 S5 Cc =
Falcatae % 5 S gEEE%%
T s-:25582s
C 6 G QS 2x et 4x s=sE=<¢°_=
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O g c s
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Figure 2 Taxonomie du genrledicago
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Ces sous-genres comprennent au total 55 especefldsant pérennes, 33 sont annuelles et une
est de pérennité non définie. Le sous-gepeocarposest compose de 29 espéces annuelles
(médics) et comporte quatre sectionfntertextag Leptospirae, Pachyspiraeet Rotatae

M. truncatula(appelée communément luzerne tronquée) appadiensectiorPachyspiraeaux
cOtés de huit autres espécesnstrictg doliata, littoralis, murex rigidula, soleirolii, tornata et
turbinata

Le nombre chromosomique de base du gétedicagoest x = 8, excepté chez quatre especes
annuellesVl. constrictaDur., M. praecoxDC., M. polymorphalL., et M. rigidula L. qui ont un
nombre chromosomique de base x = 7. Chez les diffés especes du genre, trois niveaux de
ploidie existent : diploides (2n = 2x = 14 et 2r2x = 16) qui représentent la majorité des
especes, tétraploides (2n = 4x = 32) et hexapl@hes 6x = 48) (Quiros and Bauchan 1988). La
luzerne cultivée NI. sativgd est une espece tétraploide pérenne alors Muguncatula est
diploide et annuelle. Tout comme les espéces aesi| polymorphaet a un niveau moindre
M. orbicularis M. truncatula est une espéce colonisatrice et ubiquiste (Olivi&91).

M. truncatulaproduit des graines en abondance avec un tempgérdgation autour de 10 a 12
semaines de graines a graines en conditions céafiolLa taille de son génome est d’environ
470 Mb/1C (trois a quatre fois supérieure a celke thaliana, équivalente a celle @. sativaet
environ neuf fois inférieure a celle Besativun) (Young et al. 2005). Son mode de reproduction

est principalement autogame, si bien que les idds&/sont généralement homozygotes.

L’aire de répartition actuelle dd. truncatulase situe sur I'ensemble du pourtour méditerranéen
et également pour une partie en Europe centréareipe du Nord (Heyn 1963). Les populations
spontanées dd. truncatulasont frequemment exploitées dans les zones deyrarsouvent par
des ovins au paturage. La culture de cette espétetrés marginale dans le pourtour
méditerranéen. A l'opposeé, dans les systémes auairaustraliendvl. truncatula occupe une
place prépondérante avec plus de 4.5 millions d4nes cultivés et représente ainsi I'espece la
plus cultivée parmi les médics (Nair et al. 2006 principale particularité des cultivars
sélectionnés en Australie réside dans leurs pri&soceet leurs adaptations aux conditions
pédoclimatiques.
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Les plus couramment utilisés sont Jemalong, CypPasaggio et Sephi (Olivieri 1991). En
France, une seule variété Metruncatulaest inscrite au catalogue officiel (Salernes).

2.1.1.2 Morphologie et cycle de développement

M. truncatula (Figure 3) est une espéce de taille intermédiaiee 15 a 80 cm, velue, a port
variable, souvent prostré. Elle est présente sw@r si#s lourds, marneux ou argileux. Le
pédoncule est plus court que le pétiole et l'irdlmrence porte de une a cing fleurs jaunes
groupées en racemes (Lesins and Lesins 1979). duessgs sont cylindriques (7 - 12 mm de
diametre), glabres, trés dures, a spires jointeeserrées (3.5 - 6), aux épines recourbées,
souvent perpendiculaires au plan des spires. Etleiennent de trois a douze graines. Le poids

de 1 000 graines varie de 3.3 a6 g.

Figure 3 Plante et gousse di&. truncatula Tiré de Clarkson (1977) et Prosperi et al. (199%)
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Au-dela de ces particularitéll. truncatulaposseéde les spécificités du geMedicagq c'est-a-

dire une corolle papilionacée constituée d’'un éedde pétales formant deux ailes libres, d'une
carene formeée par les deux pétales inférieurs sgudéuf étamines soudées forment la colonne
staminale, une dixieme étamine est libre. La cer@t la colonne staminale constituent le
dispositif de déclenchement de la fleur, caradigtie du genre, retrouvé aussi chez les especes
autogames. Le calice est formé de cinq sépalesésol@s feuilles sont trifoliolées, terminées
par un mucron. Les stipules sont collées au pétidédsence chekledicagod’une articulation
entre les cotylédons et I'hypocotyle au stade plantonstitue un caractere distinctif important

avec les genrdadelilotus et Trigonella(Prosperi et al. 1995b).

La description deM. truncatulapar les écophysiologistes a permis de mieux appadr son
développement et sa croissance (Djemel et al. 20Hng and Grusak 2005; Moreau et al.
2007). Pour le développement, les criteres phéiopigs tels que nombre de feuilles, de tiges,
d'organes reproducteurs, de gousses ou de graineseté caractérisés. lls permettent la
désignation des modifications qualitatives issued’iditiation et de I'apparition de nouveaux
organes végeétatifs et reproducteurs. La croissdada plante par 'augmentation du poids et de
la taille résultant de I'accumulation d’élémentsnaiques et d’eau a été analysée. Peu d’outils de
caractérisation de I'état des planteshMletruncatulaont ainsi été décrits et ces données étaient
tres partielles car bien souvent limitées au désuta floraison. La mise en place d’'un cadre
d’analyse du développement Bk truncatulaavec une terminologie précise d’identification des
différents organes et d’'une échelle de notatiorss slades de développement est tres récente
(Moreau et al. 2006; Bucciarelli et al. 2006).

La plante produit tout d’abord deux cotylédons paipremiére feuille unifoliolée appelée feuille
0. Viennent ensuite les feuilles trifoliolées (5 duivant I'ordre d’apparition) sur I'axe principal
organisées en rosette selon une phyllotaxie qui §tee dextre ou sénestre. A partir de la feuille
6, la disposition devient alterne sur I'axe priradi.e phyllochrone qui représente l'intervalle de
temps entre I'apparition de deux feuilles étaléasun axe, est de 2.5 a 3 jours en croissance
rapide de la plante a une température moyenne @Q5soit 37 a 45 °C.J pour une feuille
(Chabaud et al. 2006).
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Les ramifications primaires (BO, B1 et B2) sont moées d’aprés leur position sur l'axe
principal. Généralement des ramifications secoedagt tertiaires apparaissent a la base axillaire
des feuilles de ramifications primaires et secamdarespectivement (Figure 4). La croissance
indéterminée deM. truncatula se caractérise par l'aptitude de l'apex a restggétatif. La
progression séquentielle du développement reprifdsieffectue le long des axes depuis le
premier nceud jusqu’a I'apex. La position du premigaud reproducteur varie selon I'axe mais il
n'existe pas de modele qui explique son emplacematt. Un nceud reproducteur porte de deux

a trois fleurs ou inflorescences, souvent en plus dxe d’ordre supérieur.

(1)

Figure 4

(1) Phyllotaxie de I'axe principal et dispersion desifecations primaires (BO a B2).
(2) Code décimal pour noter le développement végétatiféfinir le développemer
des stades reproducteurs
(@) 0.25: les trois feuilles trifoliolées sont séparét les bords de la feuille
trifoliolée centrale forment un angle aigu
(b) 0.50 : les bords de la feuille trifoliolée centridement un angle de 90°
(c) 0.75 : les bords de la feuille trifoliolée centrédement un angle obtu
(d) 0.00 : le limbe de la feuille trifoliolée centradest plat
(e) un nceud est considéré reproducteur quand au mo@Baeur est ouverte
() des graines sur un nceud reproducteur

—t

Dans de bonnes conditions de culture, les plardasgnt alors produire jusqu’a trois cycles de
graines a graines par an (Chabaud et al. 200630Rditions naturelles, la croissance végétative
a lieu principalement en automne, hiver et au détwtprintemps, c’est-a-dire sous des

températures fraiches et des photopériodes courtes.

10
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La floraison se produit au printemps sous des m#siodes encore courtes et les graines

maturent a la fin du printemps ou au début de (Btésperi et al. 1995a).

Les stades veégeétatifs sont définis par le nombrfeuldes trifoliolées déployées par axe ainsi que
par le nombre dentre-nceuds. Les stades reprodactant quant a eux déterminés par (i)
l'identification de la position du premier nceud nagucteur pour chaque axe et (ii) le nombre de
nceuds reproducteurs par axe (Benlloch et al. 20Mi8rau et al. 2006). Cette méthode de
notation a I'avantage de permettre une caract@isghénotypique plus compléte qu’'une simple

description a I'’échelle d’un organe individuel ceild nature des organes présents sur la plante.

2.1.2 Diversité disponible

2.1.2.1 Diversité naturelle

Chez M. truncatula il existe une forte diversité génétique rendueceasible pour
'expérimentation grace, principalement, & uneeatibn de plusieurs centaines de populations
naturelles (principalement issues de France, Espagortugal, Grece, Maroc et Algérie)
constituée a I'INRA de Montpellier (Ronfort et &006). En 2005, la collection de 'INRA

(http://bioweb.ensam.inra.fr/multicrpgomprenait 833 populations et 944 lignées fix&as. le

long terme, la collection s’enrichira de 1 500 pagans et de plus de 3 000 lignées fixées (Nair
et al. 2006). Une autre collection de 5 120 acoessideM. truncatula est disponible en
Australie, au centre de ressources genétiques SAMHoUth Australian Research and

Development Institiit(http://www.sardi.sa.gov.auEllwood et al. 2006). De telles collections

d’accessions permettent de conserver et mettreliapasition de la communauté scientifique une
ressource génetique considérable bien que le nonderecollectes pour certains pays

méditerranéens soit faible (Ronfort et al. 2006).

Le criblage de ces ressources génétiques a réméldange diversité génétiqgue et une grande
variation allélique au sein de cette espéce autegamtre populations mais aussi a l'intérieur de
certaines populations (Bonnin et al. 1996; Bonrtirale 2001). L'étude des flux génétiques
permet de comprendre les mécanismes évolutifsxqpliggient le maintien de la diversité au sein
de populations trés autogames, et de déterminemeaitncette diversité génétique est organisée a

lintérieur d’'une population spécifique, mais aussire populations (Jenczewski et al. 2003).

11
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Certaines de ces populations ont été analysées gemurcaracteres phénotypiques liés a des
composantes agronomiques chez les LégumineusegesltDes variants naturels ont été mis en
évidence pour la reconnaissance symbiotique plamerhizobiumainsi que pour des lignées
présentant divers degrés de résistance ou de Bdisd des champignons pathogenes
(Phytophtoramedicaginis Colletotrichum trifolii) et des nématodedvi€loidogyneincognita
Ditylenchus dipsagi(Tirichine et al. 2000; Moussart et al. 2007).

Une grande variation a été mise en évidence clmegagicessions dd. littoralis, 24 accessions
de M. truncatulaet dans une population de lignées recombinantes|ps caractéres de date de
floraison, de morphologie (poids sec, nombre destigrimaires et secondaires) et de dynamique
d’élongation des tiges (longueur, diametre, vita$songation,...). Il est également intéressant
de noter que lors de cette étude, la date de $lmmafut trouvée négativement corrélée au
diameétre et a la longueur des tiges (Julier eR@D7). Une autre étude portant sur 700 lignées
issues de 560 populations a montré une grandesité&grour la date de floraison (Delalande et al.
2004).

Stress
Aphanomyces Toulouse et Tunis

TN 8.3
Remnes Ij Tollouse Toulouse

(2008) LTN 1_ﬂ TNx.y: Tunisian populations
2] = (M.E.Aouani)
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- LR14 Tunis/Toulouse
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2o0gy | (2007)
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"ug
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e,
"y
.

Montpellier IRRELTTI oy Toulouse
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LRE Jemalong
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Chypre ,
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LRE. LRF Montpellier
368 P
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.............
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Figure 5 Ensemble des différentes populations de cartogeaptéiées et en cours [de
création pour I'étude des résistances a I’Aphan@syauteiches, a différents stresp et
I'étude de la floraisol
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Enfin, du matériel scientifique a été créé a I'INRA Montpellier, 'INRA de Rennes, TENSAT

et le CBBC de Tunis a partir de la diversité ndtereplus de 500 descendances F2, F3 et
générations suivantes, et trois populations del@@@es recombinantes chacune, en génération
F6 a F8. Trois grands thémes de recherche sontiéborla résistance a I'aphanomyces, la

résistance a différents stress et I'étude de taion (Figure 5).

2.1.2.2 Mutants induits

La génétique inverse définit les techniques peaneth partir d'un géne ou fragment d’ADN
I’étude des fonctions de ce géne et de ses progaitopposition a la génétique classique dont le
but est de localiser le géne responsable de Editér d’'une fonction ou d'un caractére. La
génétique inverse (bas débit) s'inscrit dans laogaque fonctionnelle (haut débit) qui est la
compréhension du fonctionnement des génes et dies aomposants du génome. La génération

de mutants est indispensable a des études degénétverse ou de génomique fonctionnelle.

Le développement de la génomique fonctionnelldddruncatula passe par la réalisation de
mutagenese a haut-débit sur I'ensemble du génorae,lgs techniques d’ADN-t ou de

transposons. Bien que le nombre de lignées d’'iesepour atteindre la saturation du génome
soit estimé autour de 300 000, cette stratégieja fdé les preuves de son efficacité pour la

génétique directe ou inverse chiezthaliana(Parinov and Sundaresan 2000).

Plusieurs programmes de mutagenése (induction dations dans un génome) par des agents
physico-chimiques classiques ont été réalisés ntieo cours : par rayons par Ethyl-Methyl-
Sulfonate (EMS) et par neutrons rapides (Penmeig&aok 2000).

Des programmes de mutagenese (raypnsADN-t et transposon de tabaintl) ont éte
développés suM. truncatula par I'INRA, l'Institut des sciences du végétal (RN a Gif,
France), chez Plant Research International (Wageninen Hollande) ou par la Noble
Foundation (USA). La majorité de ces programmeséaréalisée sur I'accession de référence

Al17 (lignée sélectionnée a partir du cultivar aalsggn Jemalong) et sur la lignée R108

spécifiguement pour le transposbmitl (d'Erfurth et al. 2003).

13
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En 2005, 1 750 lignées ont été produites : 200kgrdepuis les transposdn#l, 50 depuis les
rayonsy et 1 500 lignées depuis les ADN-t de transfertif# al. 2006). Des collections
(familles M2 mutagénisées a 'EMS) de mutants deLTNIG (Targeting Induced Local Lesions
IN Genomesont été construites a l'université Davis de @aiife (USA) et & I'INRA de Dijon
(France) (Colbert et al. 2001). Des programmes melyction de mutants sont développés
notamment depuis le programme européen FP6 « Gegiames » (2004 - 2008) qui a permis la
production d’'une population de TILLING de 9 000iwidus M2 dérivée de 5000 M1, et prévoit
la création denviron 8 000 lignées mutanfBstl L'étude de mutants offre la possibilité
d'analyser des génes impliqués dans divers proses$iplogigues comme la
perception/transduction de signaux biotiques, levelippement (morphogenése et
organogenése), la régulation de la nutrition mile¢ra C’est ainsi que les mutants créés ont
permis le criblage a haut débit de divers phénatyparticulierement les mutants affectés dans
les interactions symbiotiques et mycorhiziennes.eZCM. truncatulg ce travail a été
particulierement approfondi dans le cas des mut@datsodulation grace a leur identification et
leur caractérisation phénotypique et génétique. m&sanismes de reconnaissance bactérie-
plante ont pu ainsi étre disséqués, ce qui a pdentkonage en 2002 du gene DMI2 codant pour
un récepteur kinase et impliqué dans I'établisseérderia mycorhization chdgl. truncatula la
luzerne, le pois et le lotier (Catoira et al. 200@foira et al. 2001; Endre et al. 2002; Stracke et
al. 2002; Kistner and Parniske 2002).

Chez M. truncatula il existe encore peu de mutants décrits dans leldgpement floral
(Domoney et al. 2006). Cependant le mutant MEDICAGRUNCATULA APETALA (mtap
obtenu par mutagenése EMS se distingue par uneergiom homéotique de certains verticilles
floraux (corolle et androcée) en sépale et carp€le genre de mutation est similaire a celle
observée cheA. thaliana pour les genes APETALA3 / PISTALLATABowman et al. 1989;
Penmetsa and Cook 2000). L’insertion du rétrotrasspTntl dans un homologue des genes
PROLIFERATING INFLORESCENCE MERISTEM (PIM) / APETA41 / SQUAMOSA induit
une conversion de la fleur en inflorescence etaltés fleurs en transformant les sépales en
feuilles. Il provoque ainsi un phénotype qui ressienaux mutantgim du pois (Benlloch et al.
2006).

14
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2.1.3 Génomique fonctionnelle, génétique et transcriptomique

2.13.1 Coordination internationale des initiatives de gémnque

L’étude de la génétique et de la génomique dhezuncatulaest aujourd’hui au centre de vastes
programmes de recherche initiés a [I'échelle moadiainpliquant plusieurs instituts

(http://www.medicago.ong Ainsi un programme international de rechercheMuruncatulaest

soutenu par I®lant Genome Prograrde laNational Science FoundatigiNSF). Ce programme
vise au séquencage des régions riches en géned'a@hjectif d’atteindre 80 % du génome de
M. truncatula fin 2006 avec un systéme d’annotation automatigqoerdonnée par IMGAG
(International Medicago Genome Annotation Graulinsi, pres de 20 000 génes ont été prédits,

avec une longueur moyenne de 2 172 pb (Tableau 1).

Tableau 1Prédictions des genes et découpages de génewmiéfepar le logiciel IMGAG

Nombre total  Longueur Longueur Longueur Densite (kb/gene
moyenne (pb) Minimum (pb) Maximum (pb) ou exon)
Gene 20118 2172 91 49 909 4.32
Exon 61 605 448 4 42 848 1.41

Aux USA, quatre chromosomes sont pris en chargel’paiversité d’Oklahoma, deux par le
TIGR (The Institute for Genomic Reseayckn Europe, un chromosome est étudié par I'unstit
Sanger (UK) et un par le Génoscope d’Evry en Fradeetotal, 1 950 BAC représentant
188.55 Mpb ont été séquencés (Tableau 2).

Tableau 2Répartition du séquencage des huit chromosombk ttencatula

Centre Taille (Mpb) Pourcentage de redondance  BAC

Chromosome 1 Oou 19.36 22.73 213
Chromosome 2 TIGR 20.88 10.73 211
Chromosome 3 Sanger 26.55 0 272
Chromosome 4 ou 26.74 13.28 275
Chromosome 5 Genoscope 27.32 7.65 264
Chromosome 6 ou 13.83 4.48 139
Chromosome 7 TIGR 24.3 2.3 242
Chromosome 8 ou 25.22 19.11 284

Non ancré 4.35 50

Total 188.55 10.64 1950
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L’institut américain privéNoble Foundationfinance également un important programme de
génomique fonctionnelle, protéomique, métabolomiqueet bioinformatique

(http://www.noble.org/medica@o L’'autre grand programme multinational s’intitukeGrain

Legumes Integrated Projest(GLIP), soutenu financiérement par feFBamework Programme
(FP6) de la Commission Européenne (2004 - 2GDR)anisé autour de huit modules, il s’efforce
de développer de nouvelles stratégies afin d’autgndiitilisation des Légumineuses a graines

pour la consommation humaine et animale (http://wewgrainlegumes.oygM. truncatulay

trouve sa place principalement dans la rechercheudants dans des génes ciblés.

A I'heure actuelle, de nombreux outils bio-informgaes sont disponibles ch&k truncatula lls
concernent les prédictions et annotations de gei&ST Expressed Sequence Jagt de
protéines, mais permettent aussi la réalisatiodig@ments de séquences sur les bases de

données spécifiques d& truncatulaou des Légumineuses (Tableau 3).

Tableau 3Quelques bases de données bio-informatiques digpsrpourM. truncatula

Données Nom Site
Genes (prédictions et annotations) IMGAG (International http://medicago.org/genome/
BAC et BAC-end Medicago Genome
Marqueurs Annotation Group).
EST TIGR (The Institute for http://compbio.dfci.harvard.ed
Genomic Researgh u/tgi/cqi-
bin/tgi/Blast/index.cgi

Alignements Université d’Oklahoma http://www.genome.ou.edu/m
nucléotidique et protéique edicago.html
EST, ORF, cartes génétiques LIS (Legume Information  http://www.comparative-
M.truncatulg L. japonicus G. max System) legumes.org

2.1.3.2 ADNCc, EST, et analyses transcriptomiques

L’investissement consenti suvl. truncatula a permis I'obtention d'un grand nombre de
séquences EST, ou de marqueurs de séquences egrutibsés comme marqueurs dans
l'identification de genes exprimés. C’est le résule plus visible du progrés sur cette plante
modele. Historiquement les deux premiers lots d’ESIT été produits a partir d’'une banque
d’ADNCc issus de pointes racinaires enrichies emspatdsorbants et d’une banque issue de jeunes

nodosités (Covitz et al. 1998; Gyorgyey et al. 2000
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Depuis, les programmes de séquencage systématiguts NSF, laNoble Foundationet du
Génoscope ont permis le dépot de 180 000 EST eh @0P27 000 fin 2006 dont 95 % ont été
générés a partir de banques standards d’ADNc ffntigdicago.org/genome/genome_stats)php
(Frugoli and Harris 2001; VandenBosch and Stac@®gp(rableau 4).

Tableau 4Ensemble des EST et TC disponibles au 11/01/2006tgu//medicago.org

Nombre Alignement génomique
EST 226 923
TC 18 612 52.4 %
Dont TC de haute qualité 9 396 56.0 %
Singletons 18 266 38.9 %

Ces EST sont issus de plusieurs dizaines de baddBsic qui représentent différents organes,
stades de développement et traitements par desulistilnotiques ou abiotiques
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summarmht Plusieurs bases de données

regroupent désormais tous les EST Me truncatulg bien souvent répertoriées en clusters,
chacun représentant un gene. En 2006, le TIGR mifd8 000 consensus provisoires TC
(Tentative Consensjassorties d’'une annotation automatique (Schied.e2003). Les TC sont

créeés par 'assemblage d’EST et dans certainsecasgliences entiéres ou partielles d’ADNc. lIs
contiennent également des informations concerrarigihe et 'abondance des EST qui le

composent.

La banque de données internationale LeARNMgume rcRNA référence les ADNc non
redondants. Au total, 41 banques d’ADNc non-soustras ont été construites sur la lignée A17
et deux sur la lignée R108. La génération de cl@ki@hlc pleine longueur a été entreprise car
cela présente de nombreux avantages dans lidmiidh de génes et pour les études
fonctionnelles des protéines correspondantes. agramme du TIGR est actuellement le seul a
référencer des ADNCc issus de pools de tissus.
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L’'une des applications du séquencage massif desdEBDNCc est le développement de macro-
et micro-arrays pour I'analyse du transcriptomehé®a et al. 1995). En effet, le clustering des
EST a permis de distinguer certains genes spéesiget ainsi choisir, pour représenter
physiqguement chaque gene, le meilleur clone d’ADNgs macro- et micro-arrays développés
ont rassemblé pres de 6 000 génes principalemgudrtr d’ADNc de racines, nodules et
mycorhizes en 2003-04 (El Yahyaoui et al. 2004; tiap et al. 2004). Il faut attendre 2005 pour
voir I'incorporation d’ADNc de fleurs et de gousdesus de différents stades de développement
(Firnhaber et al. 2005). Deux puces ont pu étrelytes, la premiere de 16 500 oligonucléotides
(70-mer) a été fabriquée par l'université de Bief la seconde est une puce Affymetrix de
51 000 oligonucléotides (dont 19 000 dérivés duogém et 32 000 dérives des EST) couvrant
70 % des genes ou séquences codantes du génoragre Lidilisation des EST et des ADNc
pleine longueur concerne l'annotation des genessi ajue la prédiction de protéines. lls
représentent donc une clef essentielle dans lesepgs protéomiques (Watson et al. 2003; Imin
et al. 2005).

2.1.3.3 Cartes physiques, génétiques et cytogénétiques

Des banques génomiques en vecteur BAC ont étéradgastet couvrent physiquement les huit
chromosomes d®. truncatula (Nam et al. 1999). En effet, le séquencage systgueatdes
extréemités des BAC a permis le recouvrement d’'uaade partie du génome et la production

d’une carte physique (http://www.genome.ou.edu/genbtm). De nombreux établissements de

recherche participent au développement de cesscphtgsiques dans l'objectif de réaliser du
clonage positionnel de genes, de la génomique c@tiyva des Légumineuses et le séquencage
massif du génome dd. truncatula(Gualtieri and Bisseling 2002; Choi et al. 2004iSet al.
2007).

La création et I'étude de cartes génétiques peemieti’'une part d’identifier des zones du
génome intervenant dans les variations phénotypique caracteres quantitatifs et ainsi
colocaliser ces zones du génome avec des geneslasnet d’autre part, de tester la synténie
entre les especes. Les croisements sont réalisée dignées identifiées pour leurs

caractéristiques phénotypiques contrastées et dequaurs moléculaires développés permettent
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d’ancrer les cartes génétiques entre elles etlavearte physique (développée grace au contigage
de BAC).

Les premieres cartes génétiques ont été réalisgda pase de la carte élaborée Bursativa
diploide (Kiss et al. 1993). Elles ont été établepgartir d’'une population F2 de 124 individus
puis d'une population de 195 lignées recombinafRéiss) F6 obtenues apres le croisement entre
les lignées Jemalong6 et DZA315.16 (Thoquet eR@D2). Au total, 530 marqueurs ont éte
placés sur cette carte et définissent huit grougpesliaison (2n = 16) pour un total de

1 106 centiMorgans (Huguet et al. 2004). Une acarée F2 fut produite par D. Cook (université
de Davis, Californie) a partir d’'un croisement enlgs lignées Jemalong-Al7 et A20 avec 300

marqueurs co-dominants cartographiés dans des E§I//mtgenome.ucdavis.eduA I'heure

actuelle, cing autres cartes génétiques sur deslggams de RILs en F6 ont été produites a
'INRA pour lesquelles il existe des liens par leéaib de microsatellites montrant du
polymorphisme entre les lignées parentales (Naal.e2006). De plug\. truncatulaa une forte
synténie avec la luzerne tétraploide et diploidée giois (Julier et al. 2003; Choi et al. 2004;
Aubert et al. 2006).

La notion de nouveaux marqueurs moléculaires «ansels » (MTE) a été développée sur
M. truncatulapour ancrer directement toute carte avec la garnsique (Huguet et al. 2007).
Chaque locus correspond a un BAC dans lequel anidéifférents marqueurs microsatellites
permettant sa cartographie dans toute populatievabtage que procurent ces marqueurs
espacés régulierement porte sur la localisationtigiege quelque soit le croisement et facilite
ainsi la recherche de caracteres quantitatifs ejeees candidats entre différents croisements
(Huguet et al. 2007). Ainsi, grace aux donnéesétpiencage des BAC dd. truncatulg les

cartes ne sont pas seulement liees mais aussesraréc la carte physique.

L’élaboration de cartes cytogénétiqgues donne desniations sur I'organisation du génome, la

répartition des régions d’euchromatine et d’hétéromatine ainsi que la position des régions
centromeériques. Elles facilitent le positionnemestt 'ordonnancement des BAC sur les

chromosomes (Kulikova et al. 2001). L'existence adetes intégrées (génétique, physique et
cytogénétique) chelgl. truncatulaaccélére donc la localisation précise de genesédét et peut

faciliter le clonage positionnel.

19



2- Synthése bibliographique

2.2 Le processus de floraison et la date de floraison chez les
dicotylédones annuelles

2.2.1 Physiologie

Une plante ne fleurit que si elle atteint un certidveloppement végeétatif (maturité de floraison),
avant lequel elle est dans une phase de juvénéitédelda de la phase de juvénilité, chez
beaucoup d'especes, l'aptitude a fleurir ne serguiae qu’apres lintervention de facteurs
externes comme la lumiére et la température.

2211 Photopériodisme : induction et rdle adaptatif

L’influence de la longueur du jour sur l'inductiale la floraison fut découverte dans les années
1920 et fut qualifiée de photopériodisme (Garned3)9L 'étude du photopériodisme s’est surtout

focalisée sur le passage de I'état vegétatif atl'oral, mais la photopériode influence aussi de
nombreux autres aspects du développement des qlatdmme la tubérisation, la chute des

feuilles et la dormance (Yakir et al. 2006).

Le photopériodisme est une réponse a la duréeutieja I'alternance de périodes d’éclairement
et d’obscurité. Les espéces sont classées ercatgigories selon leur réponse a la photopériode :
les plantes de jours courts (JE)J.O. sativg, les plantes de jours longs (JE)d.A. thaliana) et

les plantes photo-indifférentes.g¢.Z. may9 (Tableau 5) (Thomas and Vince-Prue 1997).

Tableau 5Effet de la durée de la période obscure sur laifon pour des plantes de jours courts
(JC) ou longs (JL). Tiré de Thomas and Vince-Pu997).

Traitement lumineux Réponse de la floraison

Tour Muit Plantes JC Plantes JL
| | | Floraison Vi gétatif
| | | Végetatif Floraison
R
| [ | | Végttatif Flotaison
| | | Végétatif Floraison
| | | Floraison Ve gétatif
; 5 2 36
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Le besoin d'une photopériode peut étre qualitaifueel cas elle est absolument nécessaire, ou
guantitatif, la photopériode favorable permet aldiavancer la floraison. La photopériode
critique détermine les limites supérieures (pladegours courts) ou inférieures (plantes de jours
longs). La différence entre les espéces de JC 8L dst basée sur leur réponse a des jours plus
courts ou plus longs que la période diurne critiqDette période critique absolue varie d’'une
espece a l'autre, elle peut étre plus courte clnegamotype de JL que chez un génotype de JC.
Les Medicagoannuelles sont connues pour étre des plantesude lngs (Clarkson and Russell

1975). Cependant, chék truncatulala réponse de la floraison a la photopériode @stconnue.

Le passage réel d'une croissance végétative a noiesance reproductrice se déroule dans les
zones méristématiques. Cependant, le signal phatoljigue n’'est pas percu par les bourgeons
méristématiques mais par les feuilles (Zeevaar6R@ette séparation des lieux de perception et
de réponse suggere qu’un stimulus transmissibleéestssaire. Julius von Sachs (1832-1897) est
le premier a concevoir I'hypothese d'un stimulusrhonal qui a été ensuite appelé florigéne en
1936 par Chailakhyan et dont la fonction est coréeeentre les espéces (Lang 1965; Zeevaart
1976; Zeevaart 2006). Cependant, des études prupmse le florigeéne ne soit pas un constituant
unique mais multifactoriel, la floraison étant iftéupar un ratio spécifique d’hormones connues
et de métabolites (Bernier et al. 1993). Ainsi,fl@igene est présenté comme un concept
physiologique et non plus comme une simple entiiéique. Si la feuille percoit le stimulus

photopériodique alors elle est capable de mesarégnmps. Ainsi, le photopériodisme implique

une famille de chromoprotéines : les phytochron8zsrach and Coupland 2000). Ceux-ci sont
localisés dans le hyaloplasme des cellules végettiesont capables de percevoir la lumiére
rouge clair et rouge sombre, et d’engendrer unenggp caractéristique en fonction de la longueur

d’'onde recgue.

Dans la nature, le photopériodisme procure auxt@dala garantie d’'une floraison dans leur niche

temporelle ou d’une réduction de la compétitioncatautres especes ayant un photopériodisme
différent, ou que I'accomplissement de leur cydaldveloppement aille a terme, avant que ne se
produisent les attaques hivernales ou les séclesressivales (Jeong and Clark 2005). Excepté

aux tropiques, la longueur du jour est le témoiplles sGr du changement de saison.
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Ainsi, chez les plantes photosensibles, la rép@nke photopériode est plus marquée sous les
latitudes subtropicales ou tempérées, la ou lesti@ars saisonnieres de la durée du jour sont
plus prononcées que dans les zones tropicalesirmensibilité a la photopériode prédomine
(Thomson et al. 2006). De plus, dans la mesureaquollinisation croisée est indispensable ou
avantageuse, une floraison synchronisée par leopéobde servirait a assurer un maximum de
pollinisations ou a coordonner la floraison avearrlvée d’un insecte pollinisateur particulier
(Yakir et al. 2006). La floraison ainsi que d’astr@ponses peuvent se dérouler dans des limites
assez larges de photopériode, et il a été prougé&lgs populations étaient capables de s’adapter
génétiguement aux latitudes, donnant naissance sa édetypes physiologiques. Chez de
nombreuses especes comme le sor@ooghunbicolor), le chénopodeGhenopodium I'oseille
glaciaire Oxyria digyng, la lampourde Xanthiun), le fraisier Fragaria vesca, il existe des
écotypes ou des variants photopériodiques qui sEctéaisent par des photopériodes critiques
différentes (Shitaka and Hirose 1998; Craufurd let1899; Bertero et al. 1999; Heide 2005;
Heide and Sonsteby 2007). Plus les individus soultés sous des latitudes septentrionales, plus

la longueur de la photopériode critique s’accroit.

2.2.1.2 Horloge circadienne

De nombreux aspects du comportement des plantédegomyctinasties (repliements diurnes des
feuilles) et le photopériodisme sont soumis a getes fluctuants sur une période de 24 heures.
Ces cycles, appelés rythmes circadieriecg, environ-dies jour), sont sous le contréle d’'un
systeme interne de mesure du temps, appelé hdslolgegyique et mise en évidence dés 1729 par
De Mairan (Hopkins 2003). Le rythme se manifestensgnément en conditions naturelles ; il
peut se maintenir pendant un certain temps en tonsliconstantes de lumiere ou d’obscurité
mais s’atténue et disparait a long terme. En camdithaturelles, le rythme est initié toutes les 24
heures par la transition jour / nuit. (Binning 1p6dggéra I'existence d’une alternance chez les
végétaux de phase photophile et de phase scotoplites la phase photophile (plante sensible),
la lumiére a un effet positif, alors que dans lagghscotophile, la lumiere a un effet négatif ou
neutre sur la floraison. Il proposa également queponse des plantes a la lumiere dans le cadre
du photopériodisme était reliée au moment de sqiicapion par rapport a ces phases d'un
rythme endogéne. Une expérience chez le soja éptentC) démontre effectivement I'existence

d’'un rythme de sensibilité a la lumiere dans ledmsa floraison.
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Il'y a, en effet, perception du stimulus luminetxaissance d’'un signal lequel n’est pas lu pour

la réponse florale a certaines heures du cycleopkéoibdique (Brest et al. 1971).

2.2.1.3 Influence de la température

La température (son énergie thermique) a des effssentiels sur la croissance et sur le
développement des végétaux. La croissance condtdspect quantitatif : augmentation de

masse, de volume, de taille de la plante alordejdéveloppement représente I'aspect qualitatif :
la mise en place d’organes nouveaux. La croissdaseplantes ne peut avoir lieue que si elles
recoivent un minimum d’énergie thermique. L'éléwatide la température accélére la croissance
jusqu’a un optimum, puis la ralentit jusqu’a un nmaxm au-dela duquel les plantes périssent.

Par ailleurs, I'optimum thermique varie au coursdéweloppement.

Si les basses températures ralentissent les phé@esméysiologiques, elles n’en sont pas moins
parfois nécessaires a la levée d’'inhibitions conesedormances végétatives. Certaines plantes
nécessitent donc de basses températures au débetrddéveloppement ou lorsqu’elles ont

dépassé leur stade juveénile, pour élaborer leitudpta fleurir.

Un traitement par le froid peut rendre possibleaocélérer la floraison. Par exemple, le fait que
le pois P. sativun soit vernalisé a I'état de semences pendant gaslgpurs (3 — 5 °C) réduit le
nombre de nceuds nécessaires avant I'apparitiopréeséres fleurs (Highkin 1956). Les plantes
dépendantes de la vernalisation peuvent accomplle-ci, pour certaines déja a I'état de
semences a peine germeesy(les céréales d’hiver), voire parfois immaturesg(le seigle

« Petkus »), pour d'autres seulement a I'état desges plus ou moins avancéesg(les
bisannuelles) (Purvis and Gregory 1937; Wellen43).

Le zéro de veégeétation (variable selon les espessis)a température au dessus de laquelle la
croissance est positive (au-dessous, la croissesitcaulle). Au-dela du zéro de végétation, la
température explique la croissance de la plantesiAla durée de la période de croissance est
essentiellement fixée par un certain nombre deédejgiur. Plus la température est élevée et plus
le nombre de degrés-jour nécessaire pour un stagsigiogique €.g. la floraison) sera
rapidement atteint. Le calcul de la somme de dggnés est donc le meilleur moyen pour tenir
compte de I'effet de la température (Durand e2@07).
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L’action accélératrice de la température sur lexgssus biologiques peut étre congcue a la base
de deux hypothéses (Belehradek 1932; Johnson aomth[€l 1985) :

0] chimique : la température accélere les réactiomshinniques (enzymatiques) ;
(i) physique : la température abaisse la viscositérdtoplasma, favorise les transports

moléculaires (diffusion protoplasmique) et accébdoes les réactions biochimiques.

Chez les Légumineuses annuelleBriflium subterraneum M. truncatula M. scutella

M. polymorphaM. littoralis, M. tornata M. rugosg, la date de floraison est décrite comme étant
contrélée par trois facteurs (Aitken 1955; Clarksmidl Russell 1975) : 1- la longueur du jour, 2-
la vernalisation (inférieure a 5 °C) et 3- la temgpére post-vernalisation (supérieure a 10 °C).
Des plantes non vernaliséesMetruncatulaont un développement abondant de ramifications et
une croissance procombante des tiges jusqu’ataistmn (5 a 6 semaines apres la germination).
En chambre de culture, les observations ont peimisontrer qu’une longue vernalisation suivie
d’'une haute température post-vernalisation (16 2GG0combinée a une longue photopériode (18
- 24 h) réduisent le délai d’apparition de la premifleur (Aitken 1955; Clarkson and Russell
1975; van Heerden 1984; Hochman 1987).

Les différents types de réponses a la photopémpedent étre modifiés par les conditions de
'environnement comme la température (Salisbury319gomas and Vince-Prue 1997). Ainsi,
chez la plupart des plantes de jour long, 'abamese de la température au cours de la période
obscure réduit I'effet inhibiteur de cette derniée permet ainsi son extension, tandis que
I'élévation de température augmente I'inhibitionng, la durée maximale critique de la période
obscure peut étre augmentée d’'une heure Ahéhalianaen abaissant la température nocturne
aux environs de 0 °C (Laibach 1951). Chez d’auasgeces, au contraire, comme le tréfle
(Trifolium pratensg I'élévation de température nocturne favorisedtction florale (Wellensiek
1966). Cependant, chelgl. truncatulg dans des conditions de culture en serre avec des
changements de saison en termes de durée de geit@npérature, I'effet de la vernalisation sur
la date de floraison est moindre que I'effet dpHatopériode. D’autre part, alors que I'effet de la
vernalisation sur la date de floraison d’'un génetgst important en jours longs, il peut étre
supplanté par I'effet de la photopériode chez d&mgénotypes (Chabaud et al. 2006). Il existe
donc probablement un effet génotype en réponseertealisation et la photopériode.
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2214 Modeles physiologiques de la réponse aux factewrsiteu

La modélisation permet d’améliorer la compréhenglanprocessus de floraison mais aussi de
prédire le comportement de la plante en intégeseffets du milieu. Les paramétres de modéles
sont aussi des caractéres dont on peut analysstéeminisme génétique (Tardieu 2003). La
possibilité de créer des modeles mathématiquea dipbnse de la croissance et de la floraison a
divers facteurs environnementaux (température,qu@oiode) a été exploitée des 1985 sur des
Légumineuses annuelles (Roberts et al. 1985; Roletral. 1996). Un modéle empirique de
régression linéaire multiple a été ainsi proposérpelier le taux de développement a la

température et la photopériode :

lf=a+bT+cP (1)

ou 1f correspond au taux de développement vers la $lonaiinverse du temps nécessaire
exprimé en jour depuis I'émergence jusqu'a la feoa) eta, b, ¢ sont des coefficients
empiriques de régressiom, la température moyenne Btla photopériode moyenne depuis la
levée jusqu’a la floraison. Ce type de modele #dditété utilisé pour la modélisation de la
floraison chez le quinoaChenopodiunguinog et le pois chicheGicer arietinum) mais n’'a
jamais été appliqgué ched. truncatula(Roberts et al. 1985; Roberts et al. 1996; Berétral.
1999; Soltani et al. 2006).

D’autres modeles plus complexes ont également yauedont un modele empirique chbk

truncatula sur le cultivar Jemalong (van Heerden 1984) :
y =-0.00496 — 0.0069In + 0.00036'm2— 0.0202%gP 2
ou y est l'inverse du nombre de jours de la levda #oraison, ce qui équivaut au taux de

développement du modéle précédent) est la température minimale moyenne legP est

'opposé du logarithme de la photopériode moyenne.
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Récemment, des modeles décrivant I'apparition dumper nceud reproducteur (1RN) (1) et la
date de floraison de la premiere tige primaire (PB¥ chez le cultivar Jemalong en réponse a la

durée de vernalisation (DV) ont été développés @doret al. 2007) :

1IRN=a (1 +b*%) ola=2.80;b=540;r=0.77 (3)

DBF (°C.J) = DA + [(1RN + 2) * RLE] 4)

ou DA représente la date d’apparition de la preeiige primaire (en °C.J avec une température
de base de 5°C) ; (1RN + 2) comprend le nombresdifids et les deux cotylédons ; Riest le
temps nécessaire pour I'apparition de chaque &(filC.J) (phyllochrone). Ce modéle ne prend
pas en compte I'impact de la photopériode et néeelssnotation de la date d’apparition de la

premiére tige primaire pour prédire le début dioliaison.

Ces différents modeéles ont chacun leurs avantagéslit¢ physiologique des résultats,
applications futures, ).et leurs limites (possibilité et qualité de lansiation, intervalle de
confiance des paramétres, la prise en compte deadabilité inter-plantes, .).dans les
applications. Aucun n'a été généralisé a plusi@gésotypes, alors méme qu’'on attend que
certains parametres soient génétiguement déterngogsme cela a été montré chiezthaliana
(Nielson et al. 1976).

2.2.15 Relation entre date de floraison et processus deldgpement

L’environnement influe sur la croissance et I'atebiure des plantes. L’'organogenése continue,
spécifique du regne végétal, permet de répondes &ariations de I'environnement (Huber et al.
1999). Typiquement, chez les plantes a fleurs, éeisteme apical racinaire donne naissance a
I'appareil racinaire, tandis que le méristeme dpiaalinaire (MAC) donne naissance a toute la
partie aérienne. Le MAC est caractérisé par unldppement de type itératif, au cours duquel
sont produites des unités séquentielles, appelégemeéeres. Un phytomere comporte une feuille,
portant éventuellement a son aisselle un méristéxilaire, 'ensemble constituant un nceud,
soutenu par une portion de tige, appelée I'entraehddu cours du développement de la plante

des changements progressifs de l'identité du neédnistinterviennent.
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Lors de la transition florale, le MAC végétatif floé au cours de I'embryogenese devient un
méristeme d’inflorescence produisant des feuillesdifites, ou feuilles caulines, et des

méristemes floraux latéraux. Ces méristemes floauxcontraire des méristemes végeétatifs et
d’inflorescence) ont une croissance définie ourdétede, puisque leurs activités cessent aprés la
production d'un nombre défini d’organes. L'actividés méristemes aériens détermine ainsi la

base de I'architecture de la plante :

) lorsque seul le méristeme apical primaire est dd@ifchitecture générale de la plante
est linéaire ;
(i) si des méristemes axillaires sont activés, des banflorales secondaires sont

formées, donnant naissance a une architecturel@amdus complexe.

Le développement des ramifications peut étre ceénsidomme le résultat d’'un recrutement au
sein d’'une banque de bourgeons produite et porédapplante. Pour une plante isolée, ce
recrutement est le résultat de compromis entrddeteurs geénétiques, les relations a plus ou
moins courte distance au sein de la plante etidaales facteurs abiotiques. Le fonctionnement
de cette banque de bourgeons a des conséqueneeteslisur I'aptitude de la plante & produire
fleurs, fruits et graines (Harper 1977; Jongejdrad.€005).

Les modeles décrivant la date de floraison vusga@mment relient le taux de développement,
équivalant a ¥/ (ou f représente la date de floraison) & une températiutene photopériode
moyennes. Dans un modéle de type multiplicatiffaaex de développement peut étre expliqué
comme une fonction de température (T) et de phoimge (PP) (Hammer et al. 1989):

Rt= Rmax f(T) f(PP) )

Ou R est le taux de développement au jour tyRe maximum de développement aux

températures et photopériodes optimales et le pgrof{) f(PP) constitue un «jour

physiologique » (PD). La floraison est donc prégibver se produire lorsque :
Z Ri= 1 soit 1/ Riax= Z (PD) = Z f(T) f(PP) (6)
t t t
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Expérimentalement, une relation entre développenveéggetatif et date de floraison a été

constatée. Chez le pois, il existe une relatiomeelat date de floraison, le numéro du premier
nceud florifére et la hauteur de la plante. Les tygr&s ayant une vitesse d’apparition des feuilles
élevée fleurissent plus rapidement que les génstgpet le taux d’apparition des feuilles est plus
faible. De plus, quand ce taux ne differe pas,die dle floraison est en relation avec la position

du premier nceud reproducteur (Dumoulin et al. 1994)

D’un point de vue génétique, la date de floraish@zde pois semble étre déterminée par le gene
majeur LEAFY contrélant le noeud de la premiérerflguez huit génotypes parentaux (Bourion
et al. 2002). Che®. truncatulg la colocalisation sur les cartes génétiques algsérvée entre
des locus des caracteres quantitatifs de la datdlodaison et de la croissance (vitesse
d’élongation et longueur des tiges, nombre de tfg@raires, ratio entre poids de feuilles et de
tiges) suggérant implicitement un contrdle par geses communs ou étroitement liés (Julier et
al. 2007).

2.2.2 Contrble génétique de la date de floraison

2221 Genes connus et leurs interactions chez A. thaliana

Quand A. thaliana a atteint un certain développement (phase juvgnies signaux de
'environnement déclenchent la transition vers éeedloppement floral. Le méristeme caulinaire
arréte de produire des primordia foliaires et s¢ angroduire des primordia d’organes floraux :
pétales, sépales, étamines, carpelles (Vernouk 20@0). Les nhombreuses études de génétique
sur le développement de la fleur menées principateraurA. thalianaont conduit a conclure
gue ce processus de développement est déterminénpaiseau tres complexe et conservé de
géenes opérant en cascade et qui s’expriment diéeedis territoires spécifiques (Komeda 2004;
Kramer and Hall 2005). La différenciation est, effiete une expression spatio-temporelle
particuliere de genes spécifiques impliqués daélaboration de la floraison, de l'identité du

méristéme floral et de son développement, et etd#irs la construction des organes floraux.
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Pour la plante, le passage a I'état reproductifiilext) de nombreuses ressources. Komeda (2004)

a emis I'hypothése que la plante prépare ses ressopour la floraison et que cette floraison est

un processus déeveloppemental répressible. Airssgdees de floraison tardive sont représentatifs

de cette fonction développementale répressible rfiaef et al. 2004).

Les études de relations épistatiques entre lessgéadloraison ont permis I'élaboration d’un

modele physiologique reposant sur quatre voies émonse contrélant la floraison chez
A. thaliana (Figure 6) (Mouradov et al. 2002; Corbesier and @and 2005; Imaizumi and Kay

2006).
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Figure 6 Les différentes voies de la floraison clfezhaliana.Tiré de Komeda

(i)

la voie dépendante de I'acide gibbérellique (AQ), AG est un activateur de la

floraison chez les plantes de jours longa.dhaliana Des mutantgal d’A. thaliana

ne fleurissent jamais en conditions de jours coatt®nt perdu l'activité du gene

intégrateur LEAFY (LFY) (Blazquez et al. 1998)eltiste de nombreux genes pour la
synthese et la perception de GsA. Ainsi GA acties genes REGULATOR OF
GIBBERELLIC ACID (RGA) et GIBBERELLIC ACID INSENSITVE (GAI) qui

restituent le phénotype des mutagéd, impliquant une autorégulation de cette voie

(Dill et al. 2004) ;
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(iii)

(iv)
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la voie autonome car les plantes requierent noresent des facteurs externes
(environnementaux) mais aussi des facteurs intdd@seloppementaux) pour activer
la floraison. Le gene FRIGIDA (FRI) qui est un régaur positif du répresseur de
floraison FLOWERING LOCUS C (FLC) est responsabilend partie des différences
de date de floraison entre les écotypes thaliana(Johanson et al. 2000).

Les génes FLOWERING TIME CONTROLE IN ARABIDOPSISGE) et LUMINI
DEPENDENS (LD) répriment I'expression du gene FL@.présence de nombreux
genes homologues (FVE, FPA et FY qui ont une foncBimilaire au géne FCA)
permet d’assurer le bon déroulement de la flora{fage et al. 1999; Schomburg et
al. 2001) ;

la voie dépendante de la vernalisation ou deugoaiEs de genes ont été identifiées :
VERNALIZATION (VRN1 a VRN5) et VERNALIZATION INDEPENDENT
PLANT (VIP1 a VIP7) : VRN2 et VIP4 sont des répmss de FLC, induisant des
liens entre voie autonome et voie dépendante deetaalisation (Sheldon et al.
2000) ;

la voie dépendante de la lumiére rouge est capédeg protéines phytochromes
codées par le géne PHYTOCHROME A (PHYA) ; les réeeys de la lumiére bleue
sont des protéines cryptochromes codées par lessg@RYPTOCHROME (CRY)
(Lin et al. 1998; Briggs et al. 2001). PHY et CR3priment les génes inducteurs de la
floraison CONSTANS (CO) et GIGANTEA (GIl) (Mocklett @l. 1999). Les genes
LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), CIRCADIAN CLOCK AS®CIATED
(CCA1), EUCALYPTUS LEAFY 3 (ELF3) et TIMING OF CAEEXPRESSION 1
(TOC1) transforment le signal physique pour le sraettre au géne Gl qui activera
CO (Doyle et al. 2002). CO est le géne intégratdeirla voie dépendante de la

lumiére.

Les quatre voies décrites convergent vers quelgaass intégrateurs ou le gene LFY joue un
réle de premier plan (Borner et al. 2000). Il ré&glal transcription de APETALA 1 (AP1), APS3,
AGAMOUS (AG). LFY cause un blocage de la transitchn méristéme végétatif en méristeme
floral, les fleurs étant remplacées par des pousselées. La protéine codée par le gene LFY
serait un facteur de transcription car elle contiere région riche en proline et des régions acides

et basiques caractéristiques des facteurs de tiiisc.
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L’expression du gene est détectable avant apparités primordia floraux et s’arréte quand les
guatre types d’organes sont en place (sépaledepgetdamines et carpelles). LFY est donc le
déclencheur du développement floral mais c’est é@aegFT qui détermine le moment de
linitiation florale. Ce gene FT requiert la présende CO en jours longs pour une régulation
positive (Samach et al. 2000). CO interagit dineeet avec FT. L’expression de FT et SOC1 est
contrdlée positivement par la voie dépendante dientéére et la voie autonome (apres inhibition
de FLC) (Lee et al. 2000). Le signal de la vermdilisn augmente I'expression de SOC1 qui est
alors autorégulée par la voie dépendante des agildleérelliques (Borner et al. 2000). Ainsi FT,
LFY et SOC1 sont les géenes intégrateurs de laiflonachezA. thaliana(Lee et al. 2000;
Blazquez 2000).

Pour la morphogeneése florale, un modéle physiolagiappelé « ABC » explique l'identité et le
positionnement des organes floraux qui sont issusndristeme floral (Bowman et al. 1991;
Komeda 2004). Ce modéle est basé sur trois cldesgénes A, B et C, qui sont exprimés dans le
méristeme floral. La fonction A est liee aux gemeslidentité méristématique florale (LFY,
AP1, CAL) alors que la fonction C conditionne laissance déterminée ou indéterminée du
bourgeon. L’expression de A et C uniqguement engende cascade d’activation de genes, ce qui
meéne respectivement a la formation de sépales aageelles. L'expression de B se réalise
toujours de fagcon combinée avec A ou C. Ainsi,pi@ssion de ces génes en combinaison avec B
résulte en la formation de pétales et d’étamines fonctions des genes A+B et B+C sont
conservées dans la plupart des especes maisdescindns incluant spécifiquement les fonctions
A ou C sont plus complexes. Par conséquent, leations des genes d’identité florale causent le
développement des organes floraux dans des zomppropriées. L'expression spécifique en
temps opportun de ces régulateurs est donc criagugeveloppement normal de la fleur (Figure
7).
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Figure 7 Le modele ABC prédit que chaque gene ou paire deggéontréle I'identité de deux
verticilles. Tiré de (Bowman et al. 1991).

2.2.2.2 La variabilité allélique naturelle connue

Chez M. truncatulg il existe peu d’études portant sur la variabiétéelique. Cependant, le
programme EAGLEHEcological and Association Genomics in Legunwsrdonné par 'INRA

de Montpellier en 2005 a initié le séquencage devdaabilité naturelle disponible chez
M. truncatulaet chez le pois. Sur un ensemble établi de géestybjectif est de séquencer un
grand nombre de fragments génomiques (environ 2@fments de 600 - 800 nucléotides). Ces
fragments sont choisis dans des exons ou introngemes candidats pour des phénotypes
d’intéréts agronomiques tels que la floraison, ptamt des études d’associations génotypes /

phénotypes.

Différentes études ont été menées chethalianasur la variabilité allélique de genes impliqués
dans la floraison. Ainsi, la variation alléliguetmalle a été analysée sur le géne CRY2 (Olsen et
al. 2004). Six alléles, dont I'alléle cloné CRY2de précocité de floraison en réponse a des jours
courts, ont été étudiés sur 100 accessions. ER¥st avéré présent & une faible fréquence,
spécifique d'un génotype, suggérant que cet adisi@éographiquement trés localisé (El-Assal et
al. 2001).
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Le géne FRI détermine une floraison tardive cAethaliang qui ne peut étre rendue possible
gu’'apres I'action antagoniste du froid hivernal laavoie de la vernalisation. Une étude menée
sur 25 écotypes pour la diversité allélique du geRé montre un grand nombre d’haplotypes
(20) et une faible diversité nucléotidique. Leseans émettent I'hypothése d’'une expansion
démographique rapide et d'une forte pression dectéh qui a permis de maintenir ces
mutations (Le Corre et al. 2002). Pres de 40 %édetypes dA. thalianapossédent un géene FRI

non fonctionnel, ce qui les rend capables de fleapidement a n'importe quelle période de
'année (Johanson et al. 2000). Cette perte detitmest causée par differentes mutations

spontanées, causant un codon STOP.

L’étude des relations entre la diversité molécelagt la variation de caractéres quantitatifs
cartographiés peut étre utilisée en vue de la &idid génétique d’'un géne candidat (Buckler IV
and Thornsberry 2002).

2.2.3 ROle de la floraison dans I'adaptation et la valeur agronomique

L’apparition des angiospermeaggeion réceptacle -sperma graines) ou plantes a fleurs des le
début du Jurassique (environ 150 millions d’anné&esgprésenté un succes évolutif qui, par
radiation adaptative, a permis aux angiospermesafieniser tous les biotopes. Bien que le
processus de floraison et son contréle soient englms anciens (apparition des gymnospermes
au Carbonifére, vers 300 millions d’années), déifds types d’innovations ont en effet émergé,
comme la formation d’un fruit entrainant une amgidifion des possibilités de dissémination des
graines par les animaux, les phénomenes d’autgripatibilité entrainant un brassage génétique,
et enfin 'accumulation des réserves dans la grame la germination plus efficace que chez les
gymnospermes (Bateman et al. 2006; Feild and A2&0F). C’est pourquoi les angiospermes
représentent environ 250 000 espéces contre 6Q0ehgymnospermes. Apres la germination et
le développement végétatif, la floraison représengetransition particuliérement complexe dans

le cycle de développement.
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Les caractéres sexuels sont importants au regargrdeessus d’adaptation et d’évolution car les
genes influencant la reproduction gouvernent ais leur propre transmission mais aussi ceux
de I'organisme tout entier. Les différentes obsiona réalisées révelent une grande diversité de
systemes de pollinisation (allogamie associée au awec auto-incompatibilité ou autogamie)
coexistant la plupart du temps dans des condittmudogiques similaires. Les variations dans
I'architecture florale impliquent en effet des d&ans hiérarchiques sur I'allocation optimale des
ressources aux développements des organes mdéaedies (Delph 1990). De plus, du fait de
leur immobilité, les plantes requiérent des vedede transfert de pollen provoquant des
adaptations florales diverses pour s’associergetiaipollinisateur. Les plantes ont donc mis en
place pour la floraison différents types de répenmex conditions environnementales (Delph
2003). Malgré un systeme de reproduction tres amegde I'especél. truncatula (environ

95 %), certaines populations maintiennent des slitéer importantes soulevant I'hypothése
d'événements d'allogamie impliquant des différemgénotypes, suivie d’autofécondations
(Bonnin et al. 2001).

L’époque de floraison joue un réle important surdgularité de la production car les conditions
climatiques influencent directement ou indirectetn@nce stade, les diverses composantes de
I'élaboration de la production en fruits et du rdisgage des graines (sensibilité au gel,
concordance de floraison, pollinisation et fécommgt Une floraison précoce peut exposer au gel
les stades sensibles des organes de fructificatas qu’une floraison tardive génerera un risque
de stress hydrique pour la fructification (Totlad@99; Sparks et al. 2000; Williams and
Abberton 2004). La date de floraison est égalerdemtie importance majeure pour I'adaptation
des cultures aux conditions environnementales. fégquité de floraison conditionne en effet
directement les zones de culture possibles de rearabs espéeces et constitue un critere majeur
de sélection en amélioration végétale. Un bon ekeragt celui du mais, une plante d’origine
tropicale pour laquelle la sélection de variétéscpces, moins exigeantes en sommes de
températures élevées pour leur développement, @urpnssible la culture dans les régions
tempérées. Ainsi, sur le seul territoire franckas,variétés de mais sont réparties en sept groupes
de précocité qui déterminent les zones ou ces tearipeuvent étre cultivées. Pour le pois
protéagineux, les variétés tardives permettentrnedleure adaptation de la culture aux climats

froids par évitement des gelées de fin de printemps
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2.3 Recherche de zones du génome et des genes impliqués dans le
déterminisme d’un caractére quantitatif

2.3.1 Construction de cartes génétiques

2311 Criteres de construction

L’élaboration d’'une carte génétique consiste a mndocer des marqueurs définissant chacun un
locus unique. Ces cartes indiquent les positiol&ives des marqueurs les uns par rapport aux
autres grace a l'analyse statistigue de ségrégdaesnmarqueurs au cours des geénérations. La
construction d'une carte de liaisons génétiquesppsie sur l'estimation du taux de
recombinaison entre tous les locus pris deux a .d&eux marqueurs sont d'autant plus
difficilement séparables qu’ils sont proches l'ue dautre. Ces marqueurs doivent étre
polymorphes (présenter différents alleles ideriiléa) et peuvent étre localisés dans un exon
(variations phénotypiques parfois détectables)pius(couramment) dans un intron (variations

détectables au niveau de ’ADN). Les distances sgument en centiMorgans (cM).

La premiére étape de ce jeu de construction néeatsinc de déterminer le contenu allélique des
marqueursi(e. le génotype) pour chacun des individus de la @il de cartographie. Ainsi les

principaux critéres de I'élaboration d’'une carteéfigue sont :

) développer la population de cartographie appropri@escendance simple en
ségrégation souvent issue d'un croisement bipdrentae deux lignées pures : F2,
lignées recombinantes, back-cross, ...) et décidesadiille (50 a plusieurs milliers
d’individus) (Mohan et al. 1997) ;

(i) choisir le type de marqueurs moléculaires pour tygeos la population de
cartographie ;

(i)  tester les parents avec les marqueurs moléculainasrechercher du polymorphisme
et passer ces marqueurs sur 'ensemble de |la pmputke cartographie ;

(iv)  exécuter des analyses de liaisons (calculer lepudices de recombinaison entre
marqueurs, établir des groupes de liaison, estil@erdistances sur la carte et

déterminer 'ordre de la carte).

35



2- Synthése bibliographique

2.3.1.2 Cartographie fine

Les effectifs des descendances classiquementaslise permettent pas d’espérer une précision
de la position des QTL d'effet modéré inférieurdm ou 20 cM (De Vienne 1998). De tels
segments peuvent comprendre plusieurs centaingermkes, ce qui est rédhibitoire pour toute

tentative de caractérisation ou de clonage posidbde QTL.

L'utilisation d’'une carte trés dense de marquetablée sur un tres grand nombre d’individus et
I'étude des relations entre le polymorphisme densasjueurs et le caractére pourront permettre
de cartographier finement le QTL. Ainsi, la caraygruie fine consiste a rechercher et ordonner
des marqueurs localisés dans un tres petit intereaitour du locus d’intérét. La cartographie
fine se fera a partir de lignées quasi-isogénigpepulations de lignées recombinantes ou de
plantes F2 (Michelmore et al. 1991). Le nombre ditidus de la population & analyser pour
construire une carte génétique fine dépend du deusecombinaison génétique autour du locus
cible. Une fois identifiées, les plantes recombiearautour du gene cible sont génotypées pour
tous les marqueurs de la région, qui seront alatsrmés précisément. Cette analyse permettra le

développement d’'une carte génétique fine.

2.3.2 Cartographie de locus a effets quantitatifs

La génétique quantitative constitue une alternadéivia génétique inverse pour établir des liens
entre une fonction et un ou des géenes. En effggmetique inverse n’est applicable qu’a un gene
unique. Or la plupart des caractéres importantsniggau agronomique sont soumis a des
variations continues et sont contrélés par plusiéocus. La cartographie de QTL responsables
de la variation de ces caractéres permet de disségur architecture génétique. Les principes de
base de détection des QTL ne seront pas détaillései reporter par exemple a de Vienne 1995).
La caractérisation phénotypique de plantes utdiggrir la cartographie fine permet de localiser

précisément le gene cible.
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2.3.2.1 Avantages et inconvénients des descendancesegilisé

La puissance des tests dans la recherche de QalLfa#ement déterminée par la taille de la
population (Charcosset and Gallais 1996). Il seééépable, & moyens d’évaluation phénotypique
constants, de privilégier le nombre d’individusdés, relativement au nombre de répétitions de
ces individus. Les populations en ségrégation las pfficaces pour cartographier les locus
responsables des variations sont composées dedidinées. L'établissement de ces populations
permanentes ou « immortelles » est obtenu par @doflations successives d’individus F2. A
chaque génération, un individu est choisi, qui serférigine de la génération suivante. Ces

populations de lignées offrent plusieurs avantages

0] le taux d’hétérozygotie diminue a chaque générafiom’est plus que de 3% en
génération F6) ;

(i) apres plusieurs autofécondations, tous les indévilune lignéen sont génétiquement
identiques entre eux et identiques a la lignée (& I'hétérozygotie pres). Par le jeu
des méioses successives, chaque lignée correspaneé aombinaison particuliere

d’alleles (lignées recombinantes ou Recombinanteled Lines, RILS).

Dans les descendances back-cross (BC), haploidédéds (HD) ou RILs, contrairement aux F2,

il 'y a que deux moyennes a comparer (homozygotemire homozygote B) pour effectuer une
recherche QTL. Mais ces descendances ne permpégmtestimer tous les effets. Ainsi, dans le
cas des HD et des RILs, la valeur de I'effet atigieut &tre estimée mais pas la dominance. Chez
les BC, ou I'on compare un génotype homozygote avebétérozygote, I'effet estimé ne sera
eégal a l'effet additif que sous I'hypothese d’alisende dominance. Chez les RILs, la
recombinaison entre le marqueur et le QTL fait dumer I'effet additif plus rapidement qu’avec
les autres types de descendance. Pour une popuféjdien que les individus hétérozygotes au
locus étudié (50 % de la population totale) nergopgas informatifs pour estimer I'effet additif,
ils permettent la création de population de taiffgortante assez rapidement (utilisable en
cartographie fine). Cependant, a taille de poputadigale, la puissance des tests effectués a partir
de descendances de HD ou de RILs devrait donméttement supérieure, d’autant que plusieurs

individus peuvent étre analysés pour chaque géadyp Vienne 1998).
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2.3.2.2 Analyses QTL sur des populations multiples

Ayant obtenu des QTL dans plusieurs populatiormiedvec des conditions variables, il convient
de chercher a intégrer 'ensemble de ces résultatg.d’abord proposée pour intégrer et résumer
les résultats obtenus de différentes études arsmedetype de méta-analyse multi-croisements a
été adapté avec succes a la génétigue et aux éidegGoffinet and Gerber 2000; Khatkar et
al. 2004; Jourjon et al. 2005), tant dans le domaimmal que végétal (Belknap and Atkins 2001,
Hanocq et al. 2007). Plusieurs outils statistiglmgiciels) ont été développés et sont disponibles
pour tester si des QTL sont communs et, le casaithé&e préciser leur localisation :
Biomercator, MCQTL et Meta-QTL (Arcade et al. 20@urjon et al. 2005; Veyrieras 2005;
Veyrieras et al. 2007).

L'utilisation de Biomercator nécessite des étudependantes de populations pour réaliser les
projections des cartes et QTL avant de procédeabul de QTL communs. Ce logiciel permet
de réaliser une méta-analyse compilant les domhé&esartes génétiques et de détection QTL. La
méthode se base sur le critere Akaike qui estimebgen de QTL différents sont représentés par
le QTL détecté dans différentes expériences (Getftamd Gerber 2000).

MCQTL et Meta-QTL groupent les QTL détectés dans oréme région du génome. MCQTL
prend en compte des connexions possibles entrelgtimms et permet le calcul de l'effet de
chaque allele. Cette méta-analyse multi-croiseméatdes populations en supposant que la
localisation des QTL est la méme dans toutes Ipslptions. Ceci permet :

) de trouver des QTL communs & plusieurs populatsbose méme espéce ou de
différentes especes sur la base de marqueurs caosremen pour objectif la réduction
de l'intervalle de confiance du QTL étudié ;

(i) d’analyser la conservation de la synténie entriidihtes especes pour la prédiction

de genes candidats.
Le modele mis en ceuvre par MCQTL est un modeleédeession linéaire dans lequel les
probabilités des QTL sont calculées a partir desmdes multiples sur les marqueurs (Figure 8)

(Delannoy et al. 2006).
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La premiéere étape d’'une méta-analyse multi-croisgsneonsiste a realiser une carte consensus a
partir des marqueurs communs tout en fournissantptessibles connections des parents de
populations de cartographie ainsi que le type deulaions (F2, F3, RILs). Dans un second
temps, il faut charger les données de génotypagaseaotypages pour enfin lancer la procédure

d’analyse selon des seuils de détection choisis.

Modélisation de la f™descendance dans un croisement A x B

Phénotype Fond génétique Locus fixé comme cofacteur
| P - —
Yipe = M5+ E [.P aMi TP sl T Pas i Mis ]
+ (p Lol 4 Pl sy + P Mo )+ € AxB k
. — L
Locus QTL Erreur résiduelle
P _:LT I R Probabilité pouk d'étre XY au locus t sachant I'information sur langueur

Modélisation QTL et effets des cofacteurs

/\

Intra-famille Modele additif Modele additif diallele

My = @y y + 0y y Hy = ay + ay

Figure 8 Cartographie de QTL multi-alléligue dans des ritisements.
Tiré de (Delannoy et al. 2006)

Meta-QTL établit grdce & un modele consensus, ktipn des marqueurs et des QTL sur
'ensemble du génome. Ce logiciel fusionne toutbdid différentes cartes génétiques en une
carte consensus qui est optimale en terme des negidrrés pondérés et peut étre utilisée pour
rechercher I’hétérogénéité du taux de recombinagsdre études. Cependant, la méthode manque
de connaissances sur la précision effective déandies entre marqueurs dans chaque expeérience
de cartographie, d0 aux données manquantes etoaunées propres des marqueurs (codominant
/ dominant). Pour contrer ce probléme, une cametigue peut étre fixée comme référence. Puis,
supposant que les QTL peuvent étre projetés suwatte consensus, Meta-QTL permet un
regroupement selon un modele de mélange Gausseaicete combien de QTL sont reliés aux
QTL observés (Veyrieras et al. 2007).

39



2- Synthése bibliographique

2.3.3 Approche de génes candidats positionnels

Une approche de clonage positionnel est utilisésldil n’existe aucun géne candidat évident
ou aucun défaut biochimique spécifique. Une telpprache qui tente d’identifier un géne
d’intérét a partir de la seule connaissance decaisation chromosomique, est lourde et longue
a mettre en ceuvre. En effet, la localisation prnigagui s’effectue par une analyse de liaison
classique, est suivie d’'une cartographie fine derdgion dintérét, permettant de réduire
progressivement lintervalle critique contenantdene. Il faut ensuite identifier des clones
chevauchants et couvrant la région avant de cHeigiene responsable du caractere. Cependant,
le choix du géne est difficile car sa localisatiomplique un taux d’erreur statistique. Il est donc
important de pouvoir établir une liste de genesdiiais pour ce caractére. A linverse, une
approche purement gene candidat est difficile aisager. Il faut disposer d’aide sur la
localisation du géne ayant un role dans I'élaboratu caractere et donc de le confronter a une
analyse QTL. Ainsi, la stratégie de clonage posigbrest souvent associée a une approche de

cartographie comparée et de genes candidats (Tab)dRflieger et al. 2001).

Tableau 6Principe de I'approche « génes candidats positisrne

1- Le choix des genes repose sur leurs localisations génétiques
Hypothése : tous les genes situés a proximité du locus a caractériser deviennent candidats

2- La recherche de polymorphisme moléculaire pour des génes dont la

fonction correspondrait au QTL de date de floraison
Hypothése : polymorphisme dans le(s) géne(s) pourrait expliquer la variation de date de floraison

3- La cartographie fine
Hypothése : tous les génes qui ne coségregent pas avec le locus d’intérét sont rejetés

4- La validation définitive du rdle définitif du géne candidat
Hypothése : transformants, mutants,... modifient le phénotype pour le géne transformé, muté
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2.3.3.1 Choix des genes candidats

Lorsqu’un caractére a été décrit de facon détaillédevient possible d’utiliser des banques de
données pour identifier les genes candidats. Dg @tuplus de génes issus de plantes modeles
commeA. thaliang ou de plantes cultivées comr@e sativa P. sativum Zea maysayant éte
cartographiés dans des régions sub-chromosomigeéesfiques, les approches positionnelles de
genes candidatyja les connaissances de la cartographie comparéessauent privilégiées.
C’est par cette approche que le géne de résistancghoma a été identifié chez le colza
(Mayerhofe et al. 2005).

Le choix de génes candidats peut reposer sur lecasisations génétiques et il s’agit alors de
génes candidats positionnels car tous les genemysopour intervenir sur le caractére et
eventuellement ceux dont on ne connait pas laifamcsitués a proximité du locus a caractériser

deviennent des candidats.

2.3.3.2 Recherche de polymorphisme et cartographie fine

La principale hypothése sous-jacente au choix dgmg candidats, dont la fonction pourrait
correspondre au gene majeur ou au QTL recherch@uékexiste un polymorphisme dans le
gene candidat qui peut étre responsable de latieariphénotypique observée.

Lorsqu’un ou plusieurs genes candidats ont étésidailes expériences doivent étre conduites

pour sélectionner le plus vraisemblable. Chez lastes, deux stratégies sont utilisées :

) la confrontation entre la localisation génétique glme candidat et celui du locus
d’intérét (Wei et al. 1999) ;

(i) des associations entre la variation phénotypiqueadactere et des polymorphismes
moléculaires dans le géne candidat sont recherdtedes une série d’individus non

apparentéscpre-collection (Morot-Gaudry and Briat 2004).

La cartographie est essentiellement utile pouteejus les génes candidats qui ne coségrégent
pas avec le locus d’intérét. Dans le cas des gaag=urs, I'association entre un gene candidat et

le locus doit étre totale.

41



2- Synthése bibliographique

Ainsi, le passage a la cartographie fine de laoréglintérét, en étudiant plusieurs centaines
d’individus, conduit a rejeter certains genes @@lament jugés intéressants sur de plus petits
effectifs. En paralléle, le polymorphisme dans éme candidat peut étre étudié pour rechercher

d’éventuelles mutations expliquant la variatiorsde expression.

L’association entre un géene candidat et un QTLnegsins évidente a démontrer du fait de la
position imprécise des QTL, ce qui implique un imédle de confiance couvrant plusieurs
mégabases (Dupuis and Siegmund 1999). La cartagréipe est donc nécessaire pour réduire
cet intervalle de confiance autour du QTL. Pluseexemples de colocalisation de QTL avec des
géenes candidats pour des enzymes impliquées dangti@bolisme carboné ont été publiés
(Prioul et al. 1999).

Une corrélation statistique ou une liaison génétigtroite entre un polymorphisme d’'un géne
candidat et une variation d’un caractére peut &uweiée (Thornsberry et al. 2001). Cependant,
elle ne suffit pas a démontrer de maniére irréfatabe relation de cause a effet entre le géne et
le phénotype car le polymorphisme du gene cangidat étre simplement en déséquilibre de

liaison avec le géne responsable du phénotypeétudi

2.3.3.3 Validation du géne candidat

La validation d’'un gene candidat doit étre réalisgheez les parents des populations de
cartographie. La transformation génétique est lganaultime pour valider l'intervention d’un
géne candidat dans la variation d'un caractére mgémique. Dans le cas des caractéres
complexes, la validation par transformation n’eas pmmédiate, & cause de l'effet partiel des
genes impliqués. Les expériences de transformationsistent généralement a complémenter un
phénotype déficient avec une construction « seafén»de restaurer un phénotype fonctionnel.
Des constructions « anti-sens » sont égalemenisags, notamment dans le cas de génes
appartenant a des familles multigéniques. Dansasgle transgéne inhibe I'expression du géne

fonctionnel et la preuve est apportée si le tramsémt montre un phénotype déficient.
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Une autre stratégie consiste & complémenter deddgypour le caractere étudié. Lorsqu’un clone
supposé porter le gene d'intérét est identifiét s@lui-ci est sous-cloné et intégralement
séquenceé afin de rechercher les cadres ouverected ORF@Qpen Reading Framgesoit une
banque de cosmides est triee de fagcon a séquenceagment plus petit. On étudie alors le
polymorphisme des ORF identifiés et I'on recherdié&ventuelles relations entre polymorphisme
et variation du caractére. Des constructions pldisjmes porteuses de ces ORF sont produites et
utilisées pour transformer des plantes afin dedealieur réle dans la variation du caractere par

complémentation.

L’inactivation d’un géne ciblé par des mutants EMIELING ou des mutants d’insertion d’'un

ADN-t ou d’'un transposon, chez les especes olclantgue est maitrisée, constitue une stratégie
alternative de validation mais est réservée a gesloespeces modeles car elle impose de
disposer d’'une collection de mutants d'insertiomletréaliser son criblage systématique pour le

phénotype étudié.

La génétique d’association, tres intéressante [@walidation de fonctions de genes, doit étre
considérée comme I'un des éléments d’'une stratégiealidation de fonction, en parallele a la
transgenese et a la recherche de mutants. Cheggeses autogames commMetruncatulg les

éléments disponibles actuellement sur le déséqeilile liaison conduisent a s’interroger sur

l'intérét de I'approche comme outil de validatian€tionnelle.

Des niveaux de déséquilibre de liaison (DL) rekxtrent faibles et la décroissance assez rapide
du DL avec la distance physique (environ 25 kbgsugnt que I'espéce présente une importante
taille efficace et/ou que I'autogamie est asseenter(bien que les études menées montraient que
ce DL était variable selon les populations congdgy (Ronfort et al. 2006). La faisabilité de
cette approche devra tenir compte du fait queusiiprs génes proches physiquement présentent
de forts déseéquilibres de liaison et sont lieés aaatere, il sera difficile de déterminer celui qui

est en cause.
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2.4 Conclusion

M. truncatula est phylogénétiguement proche de la plupart deguiéneuses cultivées en
Europe. Elle fait partie des Galégoides qui conties tribus des Trifoliées (luzernes, trefles),
Viciées (pois, féveroles, lentilles, vesces) eté@es (pois chiche) (Choi et al. 2004). De plus,
elle offre maintenant de nombreuses ressourcesngques (lignées recombinantes, banques
BAC, ADNc, EST, cartes génétiques et physiques,amtst...) qui permettent une meilleure
appréhension génétique des caracteres étudiés lavimansfert des connaissances a des plantes
cultivées(Bell et al. 2001).

La floraison est une étape importante dans la lueedplante car elle conditionne le succes
reproductif et donc la survie de la plange.thalianafournit un grand nombre d’informations
concernant les genes et les différentes voies igéest contrélant le processus de floraison.
Beaucoup d’études physiologiques de la floraisonésé menées chez le pois et ce n'est que
réecemment qu’elles ont émergées ciéztruncatula La possibilité d’étudier ce processus
mettant en ceuvre différentes cascades de genes tlen a une meilleure compréhension de la

floraison cheaM. truncatulaainsi que des différents génes la contrélant.
Ainsi, les connaissances et outils couplés a ungroape originale de genes candidats

positionnels permettent de rechercher les gengmmeables des variations génétiques pour la

date de floraison chéd. truncatula Cette démarche est présentée dans la suite dmeaot.
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Y-a-t-il de la variabilité génétique pour la date d
floraison dans trois populations de cartographie ?

Quels sont les effets de la photopériode, de reébkget
l'interaction lignée x photopériode sur la date
floraison chez huit lignées en réponse a déux
photopériodes (12 et 18 h) ?

Quelles sont les régions du génome qui expliquent |
variabilité génétique ?

Jemalong6 ; A20 (Australie)
TN6.18 (Tunisie)

DZA315.16 ; DZA45.5 (Algérie)
Meiron ; Levahim-B (Israél)
F83005.5 (France)

Jemalong6 <geesss—m F383005.5
LR5

LR4
DZA315.16

DZA315.26 <¢emm DZA45.6
LR1

6 blocs randomisés par chambre de culture (12h), 18
en conditions controlées

Notation : date de floraison
Extraction d’ARN feuilles et fleurs sur Jemalond6 e
DZA315.16

Culture des trois populations de cartographie (~200
RIL) en serre

Notation : date de floraison

Cartographie génétique : 19 marqueurs supplémeastdir
Recherche de QTL

Analyse QTL multi-croisement

MODELISATION

Modélisation de la date de floraison
en fonction de la photopériode, de |

température pour Jemalong6,
DZA315.16, DZA45.5 et F83005.5 CARTOGRAPHIE FINE

Peut-on préciser la position d'un QTL majeur et
diminuer son intervalle de confiance ?

CULTURE DE JEMALONG6

— DZA315.16 POUR L’ETUDE LR4-F6 LIGNEE n° 105
D’EXPRESSION DU GENE l
CONSTANS

3 000 graines F7

|

3 répétitions en set 1 663 plantes F7

5 prélévements de feuilles sur une
journée
Extraction d’ARN

Culture des 1 663 plantes F7 en serre

Notation : date de floraison
Extraction d’ADN
Cartographie génétique de 11 marqueurs SSR

Recherche de QTL
Les genes candidats sont-ils différentiellement
exprimés entre Jemalong6 et DZA315.16 ? BIO-INFORMATIQUE

; . . . Recherche de génes
Etude d’expression par RT-PCR semi-quantitative candidats au QTL majeur

Figure 9 Schéma global résumant les différentes partida these, le matériel végétal et les
dispositifs. Les connexions entre parties sontasgmtées par des fleches.
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3 MATERIEL ET METHODES

La Figure 9 présente le schéma global des diffésgpdirties de la thése, incluant le matériel

végétal ainsi que les dispositifs expérimentaux.

3.1 Effets photopériode, lignée et leur interaction pour la date de
floraison

3.1.1 Matériel végétal

Afin d’étudier les effets de la durée de photopaeiode la variabilité génétique et de leurs
interactions sur la date de floraison Me truncatulg huit lignées provenant de différentes
origines ont été sélectionnées : DZA315.16 et DZB4Bérivées de populations algériennes),
F83005.5 (dérivee d’'une population francaise), Tl86(dérivée d’'une population tunisienne),

Meiron et Levahim-B (dérivées de populations iseales), Jemalong6 (dérivée du cultivar
australien Jemalong) et A20 (dérivée d’une poputediustralienne et provenant probablement du
Maroc) (Thoquet et al. 2002; Torregrosa et al. 2004 et al. 2004). DZA315.16, DZA45.6,

F83005.5 et Jemalong6 ont été fournis par le cesareessources biologiques de I'INRA de

Montpellier (http://www.montpellier.inra.fr/BRC-MT/R Meiron et Levahim-B par A. Samach

de l'université israélienne de Jérusalem et TNGADR) par T. Huguet de 'ENSA de Toulouse.

Les graines ont été scarifiees manuellement avgeagier de verre et mises dans des boites de
Pétri le 12 octobre 2005. Imbibées pendant 24 seareempérature ambiante, les graines ont
ensuite été vernalisées a 4 °C pendant sept jbassgraines germées ont alors été transférées
dans des pots individuels le 20 octobre 2005 edrtigs dans deux chambres de culture. Le plan
d’expérimentation comprenait deux durées de phoimge (12 et 18 heures) et le dispositif était
organisé en blocs randomisés avec six répétitians éhaque chambre, chaque répétition étant

représentée par une plante.

Les pots étaient remplis a 70 % d’'un mélange debtoat d’argile, 20 % de compost et 10 % de

sable. La différence de quantité d’énergie lumieeagportée sous les deux photopériodes a été
minimisée en utilisant d'une part des lampes awogiendant 12 heures dans les deux chambres
de culture, et des lampes a incandescence posgixlideures supplémentaires de la chambre de

culture 18 heures, car elles produisent une fajbéntité d’énergie.
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Ainsi, les plantes en jours courts (12 heures)vaeat 19 085 mmol/m?/jour de flux de photons
tandis qu’en jours longs (12 + 6 heures), les pamecevaient 19 177 mmol/m2/jour soit une
différence d’énergie lumineuse entre les traitemémérieure a 0.5 %. L’humidité relative était

de 80 % et les températures étaient similairegdasr deux chambres de culture : 20.0 °C (jour)
et 17.9 °C (nuit) dans la chambre de culture «gb&riode longue », et 19.9 °C (jour), 18.0 °C
(nuit) dans la chambre de culture « photopériodeteo>. Quatre apports de solutions NPK (3-2-
6) a 3 % ont été réalisés, correspondant a 20 miplaate, le 25 novembre, 05, 12 et 26

décembre 2005. Les plantes ont été arrosees ()2oislfois par jour.

3.1.2 Notations phénotypiques

Une plante a été notée fleurie quand elle avait filme ouverte sur la premiére ramification
primaire (Moreau et al. 2006). Tout au long de éaigrle de floraison, la date de floraison était
notée individuellement a raison de trois fois panaine avant d’étre transformée en somme de
degrés-jours depuis l'implantation en pot avec w@mepérature de basd@h) de 5.0 °C. Cette
transformation en somme de températures permedrdparer les résultats de I'expérimentation
en chambre de culture avec ceux des essais mené&gren La somme des degrés-jours

nécessaires depuis le semis jusqu’a la floraisboadsulée ainsi :

Nombre de degrés—joursE[(T min+T max)—-Th]/2

Avec T min la température minimale, T max la températusximale journalieres €thb la

température de base.

3.1.3 Analyses statistiques

Une analyse de variance a été réalisée pour tésffet du génotype sur la date de floraison en
utilisant la procédure GLM de type Ill (SAS 200&)an le modele suivant :

Yikx =+ Li + Photopériodet Blog + Li x Photopériodet gj,
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Avec Yy la valeur du génotype i pris dans la photopérioeel¢ bloc k, kI'effet de la lignée i,
Photopériodgl’effet de la photopériode j, Blad'effet du bloc k, L x Photopériodd’interaction
lignée x photopériode efie’erreur résiduelle. La normalité des résidusétéstée en utilisant la
procédure UNIVARIATE de SAS (SAS 2001).

Afin de mieux comprendre l'interaction lignée x phériode, un calcul d’écovalence a été mené
ainsi (Wricke and Weber 1986) :

Wi = Z(yij -y Y, +Y )?
j

Avec W qui représente I'écovalence de l'individu ¥/; est la valeur moyenne de la lignée i dans
I'environnement j ;y; est la valeur moyenne de la lignée i pour tougtesronnements y; est

la valeur moyenne dans I'environnement j de tossimelividus i; et enfiny est la valeur

moyenne de tous les individus dans tous les env@ments. Plus I'écovalence est forte et plus la
lignée contribue a 'interaction lignée x photopée

3.2 Détection de QTL de la date de floraison dans trois populations
de cartographie

3.2.1 Matériel végétal

Cette expérimentation a été menée en serre aemst et a l'automne 2005 dans I'objectif de
détecter des QTL de la date de floraison. Deux jadipns de lignées recombinantes (RILs) ont
été utilisées : LR1 (196 RILs en génération FA)RH (173 RILs en génération F7). Les lignées
LR1 ont été fournies par le BRC de I'INRA de Motiipe (http://www.montpellier.inra.fr/BRC-

MTR) et les lignées LR5 par Thierry Huguet (ENSAT deulbuse). Elles ont été obtenues
respectivement par les croisements de DZA315.2&@443.6 et Jemalong6 x F83005.5 (Figure

10). Une autre population de RILs, LR4 (199 RILsgémération F7) issue du croisement entre
Jemalong6 x DZA315.16, a été étudiée en 2000, 2023 et 2004 (Julier et al. 2007). Les deux
lignées DZA315.16 et DZA315.26 sont supposeées igeas car elles ont été extraites de la
méme population et sont phénotypiquement identiguregparticulier pour la date de floraison

(JM Prosperi, comm. pers.).
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LR1
F5

Figure 10 Plan de croisement des trois populations de lignéeombinantes

Les plans des essais de la population LR4 ont éi&adécrits (Julier et al. 2007). Pour les
populations LR1 et LR5, il n'y a pas eu de répgi sauf pour 15 lignées par population et les
lignées parentales qui ont été répétées trois k@s. mémes conditions de scarification et de
vernalisation que décrites en 2-1-1 ont été ugbsévant la transplantation des graines germées,
la terre a été inoculée av&norhizobium meliloti Pour l'essai de printemps, la température
moyenne journaliére a varié entre 15.5 et 35.8L4 photopériode était de 13h57 de jour au
début de I'expérimentation (04/04/2005) et de 17&0& fin (13/06/2005). En automne, la
température moyenne journaliere a varié entre é22D.3 °C. La photopériode était de 13h21 au
début de l'expérimentation (20/09/2005) et de 9B4f& fin (20/12/2005). Un complément
d’éclairage (41 lampes de 250 W couvrant envirom®) a été fourni a partir du 04/10/2005
pour une durée de photopériode journaliere total&é@lheures. La date de floraison a été notée

comme précédemment (3.1.2).

3.2.2 Génotypage de marqueurs sur la population LR4

Un recherche de QTL avait été effectuée par Jelial., 2007 sur la population LR4 et avait
permis de mettre en évidence un QTL majeur surhtersosome 7. Des marqueurs ont été
ajoutés aux marqueurs cadres du chromosome 7.tAly 18 marqueurs ont complété I'intervalle
de confiance du QTL majeur de la date de floraisatre les positions 53 et 65 cM (Tableau 7).
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Ces 19 marqueurs comprenaient 16 marqueurs SSRoist rharqueurs-genes auparavant
séquencés (CONSTANS, ABA et Sucrose synthase amgselé mtic686). Le géne ABA-
responsive comprenait un polymorphisme de 60 pdiedsases dans le premier intron et le géne
CONSTANS un polymorphisme au niveau de la boite AATes PCR ont été faites dans un
volume final de 25 ul contenant 50 ng d’ADN génomaig0.2 UM de chaque amorce, 200 uM de
dNTP, 1X de tampon 10X, 2 mM de MgCét 0.625 unité de Taq polymérase. Le thermocycleu
utilisé était une PTC100 (MJ Research) avec legliions d’amplification suivantes : 94 °C
pendant 4 minutes, suivi de 35 cycles composés4déC9pendant 1 minute, la température
d’hybridation optimale pendant 1 minute, 72 °C memtdl.5 minute, et enfin une extension a
72 °C pendant 5 minutes. Les produits PCR ont éédysés sur gel d'agarose (2 %) dans du
tampon TBE 0.5X.

Tableau 7 Description des nouveaux marqueurs cartographiésles chromosome 7 de la
population LR4

Marqueur
Nom Type* BAC Amorce sens (5'-3') Amorce anti-sens (5'-3’) Ta (°C) Lo?gg;g;g;féﬁqd;gnZ%R
MTIC724 SSR AC135311 GCTTTTGAGGTCAAAGTACAA CAGGGAGTAGCTGITAAATCA 55 143
MTIC246 SSR AC139601 TTTTCTTCTTCAATGGCTTC TGTTGTCATCAATCCTCA 55 117
MTIC470 SSR AC162276 GGTTCGTGTATTTGTTCGAT CCCTTCACAGAARGTGAT 55 144
MTIC175 SSR AC133780 TTCCTCATTGACTCTCCCTCTC AAATGCGATCAGGTTTGG 60 112
MTIC40 SSR AC149129 CATCATTAACAACAACGGCAAT TGCAAACACAGACCGAAGA 64.4 147
MTIC705 SSR AC137822 ATGCATGTCGGAAAGTAAAT CGGTGCGAGTATAGATG 59.3 139
MTIC719 SSR AC133779 CTAGCTAGCATTTGCTCCAT TCATCCTAATTGE&ACCTG 59.1 141
MTIC705b SSR AC137822 ATGGAAGGTGGAACCTATCT GGTGTCGACABCCTAGC 55 139
MTIC783 SSR AC136505 GCAAATCTTCATTCATCTCA ATGCTGTAGTTT@GACCT 57.8 147
MTIC720 SSR AC133780 TTGTGGTGACTAGTGATTGG ATGTGAAGTAAATCICTTGC 58.1 138
MTIC502 SSR AC123593 GGATGAAATTGAAAGGAAAACAA  CAACAATCAAQAAGCATACTATTCG 55 202
MTIC760 SSR AC137822 CGAAGCAATGTAATTTTGTG GGCCTTCAGATGRRAAGTT 55 502
Constans gene AC133780 GAGTTTCGCGGAGTCTG TAGTCCTACCTTCOTEGA 55.2 272
MTIC252 SSR AC165429 TCTGTCCTTGTTTTTGTTCC AATTTTGTGAAAGBATTT 55 143
MTIC701 SSR AC122169 ACACCTTCATTGGTGGCTTC AGGGAAAATCGCCBAGTT 57.3 186
ABA gene AC133780 CAGAGGTAGGCACAATT GGAACCCTTTACTTATCAGA 50.4 544
MTIC714 SSR AC122169 TAGAAAAGCACAACAAGCTG TGCTACGTATCAARCAACAA 58.2 143
MTIC241 SSR AC157894 TCATGAATCTTTTGACTTTTTG AACTGTAGATABAATTTCCTTGA 55 123
MTIC686 gene - GGCATGATGTTCAAATAATGC CTCGGCAGCAATTTCAGSGC 64

* SSR = « Simple Sequence Repeat »
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3.2.3 Statistiques et analyses QTL sur les populations LR1, LR4 et LR5

En analyse de variance, I'effet de la lignée eladgaison sur la date de floraison a été recherché

par la procédure GLM de type Il selon le modélirat :

Yii = Li + Saisop+ Blog + Lj x Saison+ g,

Avec Yijy la valeur de la lignée i pris dans la saison pétlbc k, L. I'effet de la lignée i, Saisgn
I'effet de la saison j, Blad'effet du bloc k, L x Saisoplinteraction lignée x saison ef Eerreur
résiduelle. La normalité des résidus a été testadiksant la procédure UNIVARIATE de SAS.

Des analyses de variance ont ainsi été réalisédsspopulations de cartographie LR1 et LR5
(automne et printemps) pour tester la présencdetielignées, saisons et interactions lignée x

saison sur la date de floraison des lignées pdesmeades 15 lignées répétées trois fois.

La procédure PROC VARCOMP a permis d’estimer |aavere génotypiqued?.) et la variance

résiduelle @2;). L’héritabilité au sens largdr) qui représente la part de la variance génétique
dans la variance phénotypique totale a été calcaigés pour chaque population et chaque
saison :

2
he=— ¢

= avecb = nombre de répétitions.
0%, +o%, /b

La cartographie de QTL a été effectuée avec leieigQ TLcartographer en utilisant la procédure
de Composite Interval MappindCIM) (Basten et al. 1994; Basten et al. 2002). daiil
d’acceptation d'un QTL détecté aprés 1 000 perrutatétait un LOD> 3 (Churchill and
Doerge 1994). Les positions des QTL ont été estn@éemplacement du pic maximum du
LODscore dans la région considérée. Un intervaflecdnfiance de part et d’autre du pic de
chaque QTL a été estimé a LOD - 1 (Lander and Biot41989).

Des cartes cadres réalisées avec des marqueurst&8it disponibles pour les populations LR1,
LR5 (T. Huguet, non publi€) et LR4 (Julier et &02Z).
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Elles incluaient 91, 84 et 71 marqueurs et countaiespectivement 562.3, 551.5, et 608.4 cM.
Par ailleurs, une carte LR4 de référence inclué8 fnharqueurs SSR a été employée. Les
marqueurs des cartes LR1 et LR5 ont été projetesetie carte de référence LR4 en utilisant les
marqueurs communs avec le logiciel Biomercator §dec et al. 2004). La carte LR1 a été
projetée en premier sur la carte LR4 et a aingdyitaine nouvelle carte. LR5 projetée a son tour
sur cette nouvelle carte a produit une carte causehR1-LR5-LR4. Cet ordre de projection a
été choisi car LR1 posséde plus de marqueurs qbe CRaque QTL présent sur les cartes LR1
et LR5 avec les positions les plus probables ajuasileur intervalle de confiance ont été projetés

sur la carte de LR4 sur la base de leur distarlagwe aux marqueurs flanquants.

Une cartographie multi-croisements a été menée lavegiciel MCQTL qui prend en compte le
fait que les trois croisements utilisés comportdes parents communs. La possibilité de
combiner les données de différents croisements gtadftaugmenter la puissance de détection de
QTL (Jourjon et al. 2005). La méthode dite de aephie itérative de QTL (IQTLm) utilisant
des cofacteurs génétiques a été choisie. Ces eanfaabnt été sélectionnés automatiquement et
les tests d'effets des QTL réalisés grace au caletl. Le seuil deF était déterminé par un test
de 1 000 permutations afin de correspondre a wueiglobal de 10 % pour la détection des
QTL. Le seuil d'acceptation d’un QTL était LOD3.

3.3 Modélisation de la date de floraison

La date de floraison a été modélisée a partir daméks disponibles en 3.1 (effet de la

photopériode testée en chambre de culture) etdgt2¢tion de QTL de la date de floraison dans
trois populations de cartographie) sur les lignga®ntales, en utilisant un modéle de régression
linéaire multiple (Summerfield et al. 1985; Erskiee al. 1990). Le taux de développement

jusqu’a la floraison (I/avecf la date de floraison en jours) était décrite conume fonction de

la température moyenn& én °C) et de la photopériode moyenReef h) :

lf=a+0+cP

aveca, b et cdes constantes spécifiques des lignées.
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Le modéle a été appliqué a chacune des quatreeBgrerentales des populations de cartographie
(Jemalong6, DZA315.16, DZA45.6, F83005.5). La pcasé PROC REG de SAS a éteé utilisée
pour estimer les parametrasb et cdu modéle, avec I'option FREQ pour indiquer lagtrénce

de chaque observation.

3.4 Cartographie fine d’'un QTL de la date de floraison

Afin de diminuer lintervalle de confiance du QTLajeur détecté sur la population LR4, une
cartographie fine a été mise en place. Elle visE@eler des recombinaisons entre marqueurs

proches, dans une population de grande taille.

3.4.1 Matériel végétal

Parmi les 199 RILs de la population LR4 (Julieakt2007), trois lignées F6 ont été identifiées
pour étre hétérozygotes dans la région du QTL magiecté sur le chromosome 7 et
homozygotes sur le reste du génome (lignées 48etl005). Des plantes sceurs de la lignée 105
ont été testées pour leur hétérozygotie, et I'iebeda été isolée, autofécondée, et a fourni une
descendance de 3 000 graines F7 (Figure 11). Géttération a été appelée « pseudo-F2 » car
elle ségrége sur la portion hétérozygote commegénération F2. Les graines ont été scarifiées
manuellement avec du papier de verre et placéesamboites de Pétri pour une imbibition de
24 heures a température ambiante. Les graines é@bibnt été vernalisées a 4 °C pendant sept
jours et les 2 400 graines qui avaient germé antrénsférées en serre le 3 mai 2006. Du fait
d'une forte hétérogénéité au niveau de la gernunaties repiquages ont été effectués a cing
dates différentes : la majorité le 03 mai et laedss 04, 05, 09 et 10 mai 2006. Les plantes se
sont développées dans des conditions naturell&sndaeur de jour croissante de 14h23 & 15h46
durant I'expérimentation. La température atteigeaitmoyenne entre 18 et 35 °C, le minimum

était compris entre 9 et 25 °C, et le maximum ep&et 45 °C.
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Soit Gp la taille physique du génomeMedicago truncatulan paires de bases : 550.10

Soit Gg la taille génétique du génomehMedicago truncatulan centiMorgans : 608.4

La distance génétique (D) de 100 000 pb correspand
D = (Gg/ Gp) x 100 000
D = (608.4 / 550.19 x 100 000 = 0.11 cM

Il'y a donc en moyenne 0.11 % de chances d’obsenverossing-over dans 100 000 pb chez
un individu donné. Autrement dit, la probabilité’qu individu ne présente pas de crossing-
over dans 100 000 pb est de :
P100 =1 - (D / 100)
P100=1-(0.11/100) = 0.9989

La probabilité qu'aucun individu parmi N ne présaritde crossing-over est : (P1%0)
On veut que cette probabilité n’excede pas 5% e¢tent donc déduire N de I'équation :
In 0.05 =N In (P100)

N =In (0.05) / In P100

N =In (0.05) / In 0.9989 2 722 individus

Figure 11 Taille utile de la population en ségrégation pauwir 95 % de chances d’observer au
moins un crossing-over dans 100 000 pb

La date de floraison de chacune des 1663 plantesbtéhues dans le cadre de la cartographie
fine a été enregistrée en somme de degrés-joutgilesant une température de base de 5 °C.
L’analyse de variance des données phénotypiqués plepulation de cartographie avait révélé
un effet « date de repiquageP € 0.001), c'est-a-dire que plus les plantes étaimplantées
tardivement et plus le temps nécessaire a la Horaétait faible. Pour corriger ce biais, les dates

de floraison ont été ajustées comme suit :
Y=Y+ (Yi=Y))

Avec Y’jj la date de floraison ajustée de I'individu i impia a la date j, iYla date de floraison de
individu i implanté a la date j, Yla date de floraison moyenne des individus impkuteé03
mai 2006 (la majorité des plantes, soit 1149 pBnét Y la date de floraison moyenne des

individus implantés a la date |.
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3.4.2 Geénotypage

L'ADN des 2 400 individus a été extrait a partirsfemg de jeunes feuilles trifoliées (conservées
a -80 °C) par une technique classique d’extraatipide sur plaque 96 puits (Cheung et al. 1993)
(Annexe 1). Les quantités d’ADN extraits sont despeur 15 individus par plague (extraction
considérée homogéne sur I'ensemble d’'une plaque)gsu d’agarose (1 %) a partir d'une
solution d’ADN dilué au 1/8™qui est comparée a des solutions témoins. La déatithADN

extrait est comprise entre 0.0013 mg et 0.003 mg.

La cartographie fine a nécessité des moyens a diehit disponibles sur la plateforme de
génotypage de I'INRA Clermont-Ferrand. Sur les 2gltes repiquées, 1663 plantes F7 ont été
génotypées sur cette plateforme avec les deux margMTIC40 et MTIC714 bornant le QTL
majeur de 7.5 cM (Julier et al. 2007). lls ont g&&sés sur un séquenceur capillaire ABI PRISM
3100 (Applied Biosystems). Les conditions PCR desitsuivantes : 1X de tampon 10X, 2.3 mM
de MgCh, 830 uM de dNTP, 500 nM d’amorces sens, 50 nM diaes anti-sens, 520 nM
d’amorces M13 marquée, 0.2 U de Taq et 25 ng d’AlRBNjolume final est ajusté a 6.5 ul. Le
programme PCR se compose : 30 secondes a 95 *6&c8@des a 62 °C, 30 secondes a 72 °C
(7 cycles avec 1 °C en moins par cycle), puis I®iges a 95 °C, 30 secondes a 55 °C, 30
secondes a 72 °C (28 cycles), et 5 minutes d’étlammga 72 °C. Ceci a permis d’identifier dans
lintervalle du QTL détecté en F6, 216 plantes aysubi un événement de recombinaison et
1424 plantes homozygotes ou hétérozygotes (Figdte 1

Les contigs compris a l'intérieur de l'intervalle @onfiance du QTL ont été listés grace aux

données disponibles sur le site http://www.medigaigo Onze marqueurs SSR ont été

développés (dont certains sont identiques a ceautég precédemment sur LR4) sur ces contigs
afin de les ordonner. Ces marqueurs, ainsi queetpience des amorces utilisées pour les
amplifier ont ete choisis parmi une liste dispoaibl en ligne

(http://www.medicago.org/genome/downloads phpLes principales caractéristiques des

marqueurs utilisés pour cette cartographie fin¢ sessumées dans le Tableau 8.
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s La plante LR4-105 hétérozygote a=MTIC40 b=MTIC714 (7.5 cM)

al—4 a2
bl {_ b2
® Les gametes sont :
al—— a2 al a2
(a-n/2 a-nr2 ri2 /2
bl b2 b2 bl

» Les 3 000 plantes sont :

al4—-al ((1-)/2 )2 al a2 2x( (1-1)12 )2 +2x(1/2)? a2 2 ((11)2)
=643 plts = 1289 plts =643 plts

bil _{ b1 b1, b2 b2 b2

TTY 2@mxem T 2@02xe) TTY 2En2x)
= =104 plt = s

bl l 1 b2 104 pltS bl L 1 b2 pis bil 1 b1 .

AT (@A) x(2) AT T (122 2R (1]2)2
=104 plts =4 plts =4plts

b2 _1 b2 b2 1 b2 bl _1 b1

Figure 12 Calcul théorique du nombre de plantes recombisahtmozygotes, hétérozygotes €
doubles recombinants pour deux marqueurs dansaestendance de 3 000 graines F2

Tableau 8Caractéristiques des marqueurs utilisés poursegdk cartographie fine

Taille des produits PCR

m’\;?_agﬂ r r‘r-grgigjr Ng)rzcdu Amorces Forward (5’-3") Amorces reverse (3'-5’) (T(n;) (pb)
Jemalong6 DZA315.16

MTIC40 SSR AC149129 CATCATTAACAACAACGGCAAT TGCAAACACAGAACCGAAGA 64,4 147 144
MTIC719 SSR AC133779 CTAGCTAGCATTTGCTCCAT TCATCCTAAGGAGTCCTG 59,1 141 143
MTGSP4e09  SSR AC136505 GCAAATCTTCATTCATCTCA ATGCTGTAGTTTCTGG2CT 57,8 147 145
MTIC720 SSR AC133780 TTGTGGTGACTAGTGATTGG ATGTGAABRATCCCTTGC 58,1 138 136
CONSTANS géne AC133780 GAGTTTCGCGGAGTCTG TAGTCCTACCTTCCTTCEG 55,2 272 277
ABA géne AC133780 CAGAGGTAGGCACAATT GGAACCCTTTACTTFCAGA 504 544 481
MTGSP2e05 SSR AC137822 ATGGAAGGTGGAACCTATCT GGTGTCGACTGATCCTE 55 139 133
MTIC705 SSR AC137822 ATGCATGTCGGAAAGTAAAT CGGTGCGABTAGTGATG 59,3 139 133
19|15a SSR AC149134 AGCAAAGCCCAATACCACAT AACGAGTCCRTCCATGCT 63,6 220 186
MTGSP1h04 SSR AC122169 ACACCTTCATTGGTGGCTTC AGGGAAAATCGCCATE&ANT 57,3 186 178
MTIC714 SSR AC122169 TAGAAAAGCACAACAAGCTG TGCTACGTRCAAATCAACAA 58,2 143 149
H4_42i13a SSR AC161750 TGTATGCCAAGCATCGGTTA TGCCAAGGAAACTTGGTT 63,5 286 295
7allb SSR AC143341 CACGTGGGATGTCACCACTA GCCTTGCTGEMAGCTATT 63,4 323 285

Tm : « melting temperature » ou température a lkgsttistiquement 50% des amorces ne sont plisdées aux brins d’ADN complémentaires
SSR = « Simple Sequence Repeat » : marqueurs mielides constitués de répétitions en tandem difsmaono-, di-, tri- ou tétranucléotidiques
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Les amplicons des différents marqueurs ont éténabtelans les conditions PCR suivantes : 1X
de tampon 10X, 1.5 ou 3.0 mM de MgCR00.0 uM de dNTP, 0.1 uM d’amorces marquees
(M13) sens, 0.2 uM d’amorces anti-sens et 0.1 pMu=ie M13 (800 sens), 0.625 U de Taq,
50 ng d’ADN, le volume est ajusté a 25 ul final @de I'eau. Les amplicons ont ensuite été
sépareés par électrophorese sur gel d'acrylamitsde ld’'un séquenceur LI-COR Gene ImagIR2

DNA analyser system.

3.4.3 Cartographie fine d’'un QTL sur le chromosome 7

Le génotypage des 1663 individus de la populatiercartographie fine a été utilisé pour la
cartographie génétique (logiciel Carthagéne vileQdatte portion de chromosome 7. Les données
ont été analysées comme une population F2 aveatinde ségrégation 1: 2 : 1 a chaque locus
marqueur. Un test de Chi-deux a été réalisé passarer que la distribution observée était
conforme a celle attendue a chaque locus marquesrmarqueurs présentant une distorsion de
ségrégation ont été écartés. La carte a été \égaadi I'aide du logiciel Biomercator.

Les génotypes ont été divisés en quatre classes :

0] homozygotes pour les alléles Jemalong6 aux deuwquears bornes MTIC40 et
MTIC714

(i) homozygotes pour les alléles DZA315.16 ;

(i)  hétérozygotes ;

(iv)  les génotypes ayant une recombinaison entre legugars MTIC40 et MTIC714.

Afin de réaliser une analyse QTL sur les 1663 imdis de la cartographie fine, une analyse de
variance a été faite sur les trois premiéres ctapser démontrer statistiquement les différences

pour la date de floraison entre les classes artest
L’analyse QTL paiSimple Interval MappingSIM) avec un intervalle de 0.1 cM a été menée sur

les 1663 individus avec le package r-qtl sur ledety R v2.4.1 (Lander and Botstein 1989;
Broman et al. 2003).
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3.4.4 Bio-informatique

Le chromosome 7 a (09/07/2007) une taille de 24.3 pbM
(http://www.medicago.org/genome/stats.ptgi se compose de 242 BAC. La liste des BAC

compris dans l'intervalle de confiance du QTL majde la date de floraison a été établie sur la
base des positions des marqueurs bornes, graceitauds l'université d’Oklahoma

(http://www.genome.ou.edu/medicago.htiles prédictions des génes candidats sur ces BAC

ont été analysées afin d’identifier les génes déjnus pour intervenir dans la date de floraison

chez d’autres especes.

Dans lintervalle de confiance du QTL trouvé sumplapulation pseudo-F2, les genes candidats
ont été sélectionnés par une appraohslico. Les prédictions protéiques des 573 génes losalisé
sous l'intervalle de confiance du QTL cartograp$ué la population pseudo-F2 ont été obtenues

par IMGAG (http://www.medicago.org/genome/downloatig) ou Fgenesh

(http://www.tigr.org/tigr-scripts/medicago/gbrowdmcs.p). Ces séquences protéiques ont été

ensuite analysées par BLASTp sur la base de doturiipsot-Swissprot (Evalue = 1e-6). Seules
les séquences ayant une forte similarité avec dessgconnus et décrits dans la bibliographie
pour avoir un impact sur la date de floraison cleg espéces modeles ont été sélectionnées
(Putterill et al. 2004; Hecht et al. 2005). Un BLt8a été réalisé sur la base de données des EST

des Légumineuses (http://www.comparative-lequmegAisitblasttool.html pour ne retenir que

des génes prédits qui sont également expriméssdagsences génomiques et codantes des genes

gardés proviennent de la base de données IMGAG p:[latvw.tigr.org/tigr-

scripts/medicago/IMGAG/imgag annotator.pl?browse=1

La recherche de cis-éléments et/ou de facteursadsdription (CAT-box, TATA-box,...) a été

réalisée en ligne sur le sitdtp://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/signall dlpartir de la base de

données nommeée PLACE. Les structures 3D proviergieefd base de données NCBI (en ligne)

et les représentations graphiques sont effectuées gu logiciel Cn3D.

Différents couples d’amorces ont été testés sur AJBNomique et ADNc pour I'ensemble des

six génes candidats (Tableau 9).
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Tableau 9Ensemble des couples d’amorces testés par gedelagrsur ADNg et ADNc

Amorces sens

Amorces anti-sens

Genes BAC noms séquences noms séquences Ta testées [MgCI2] testées (mM) ADNc (*) _Longueur (pb)
MtPKS AC149134 PKS_B_1F GCAGGTGCTATCTCAGTTAA PKS_B_2R TGTTGAAGATGAATTAGGGT 50 - 56 15/3 1296
PKS1FM13  CTTTGATTGTAACCTGCCTC PKS2R ACAGCTCACTAACAAACCGT 53-57.3 15/3 1300
PKS_B_1F GCAGGTGCTATCTCAGTTAA  PKS_B_2R TGTTGAAGATGAATTAGGGT 56 15/3 * 369
MtCO AC133780 Co9F CTCTCACTCTCTTTCTCG Col2R CAGACTCCGCGAAACTC 53.5 15 3400
Col2F GAGTTTCGCGGAGTCTG Co8R TAGTCCTACCTTCCTTCCGA 53 - 60 15 212
Col2F GAGTTTCGCGGAGTCTG Co31R GCTAATCTTGGNATHTAYGT 50 - 54 15-3 3000
ColF TAAGTTGGCAATAATTTCAT Co2R CCACGCAACGCACAC 45-53.9 3 1596
Co3F TTTGCTCGTCGGTCATATC Co4R GGCATTATTTCACCATTTTC 45 - 56 3 889
ColF TAAGTTGGCAATAATTTCAT Co4R GGCATTATTTCACCATTTTC 45-53.9 3 1733
Co7F AATTCCAGACGCCAAA Co8R TAGTCCTACCTTCCTTCCGA 43.9 - 55 15 2461
Co5F ATGGGATGAGGTTACTTGG Co6R GAGCTGAAATTTCTGAGGGA 50.2 - 55 15 1445
Co33F TCTGGGATTTTYAAYTAYAG Co31R GCTAATCTTGGNATHTAYGT 55 3 * 1199
Co9F CTCTCACTCTCTTTCTCG Col2R CAGACTCCGCGAAACTC 54 15 * 1268
Co40F CCACACACTTCAACTTCTTA Co41R GTGTATGAAGATGCATAAGC 50 - 65 15/3 1350
Co40F CCACACACTTCAACTTCTTA Co43R GCATAAGCATAGGCATGGCA 50 - 65 15/3 1338
Co42F TTAGTATGGACTTTACTTCT Co41R GTGTATGAAGATGCATAAGC 50 - 65 15/3 1290
Co42F TTAGTATGGACTTTACTTCT Co43R GCATAAGCATAGGCATGGCA  50- 65 15/3 1278
MtFTa AC123593 FT120F GTTGGTGACTGRTAYTCNAG FT110R GGAATAAGACARACNCGNAA 60 - 54 3 * 100
FT1F CATATCCGAGGAACACTTGA FT2R AGCAATGAGTAGTGGGCAG 56.7 2790
FT120F GTTGGTGACTGRTAYTCNAG ~ FT110R GGAATAAGACARACNCGNAA 55 15 * 100
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 63-52 3 * 507
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 55/56.4/58.2 15 * 507
FT120F GTTGGTGACTGRTAYTCNAG FT110R GGAATAAGACARACNCGNAA 52.4 - 55 15/2 1100
FT120F GTTGGTGACTGRTAYTCNAG  FT130R CCCTTTGTCTAYACNGTNGA 52.4-55 15/2 1100
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 63-52 3 1700
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 53 - 65 15/3 1700
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 55/56.4/58.2 15 1700
MtFTh AC123593 FT160F TGTATTAGACCNCTNTGRAA FT170R GTTTACTCTTTRGCNTAYGA 55 3 * 340
FT160F TGTATTAGACCNCTNTGRAA FT170R GTTTACTCTTTRGCNTAYGA 60 - 54 3 * 340
FT160F TGTATTAGACCNCTNTGRAA FT170R GTTTACTCTTTRGCNTAYGA 54 /55 15/2/3 * 340
FT160F TGTATTAGACCNCTNTGRAA FT170R GTTTACTCTTTRGCNTAYGA 54.2/55.2/56 /57 2/3 * 340
FT3F AATACATATCCTTTACTCGC FT4R GACTGTGTTGATAGACGA 51.4 1125
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 63-52 3 * 393
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 64 - 53 3 * 393
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 53/53.9/55 15 * 393
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 53.3/53.9 /55 3 * 393
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 55/56.4/58.2 2 349
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 58.2/55/61.9/64.1 15 * 349
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 61.9/64.1 2 * 349
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 63.2/64.1/65 15 * 349
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 58.2/64.1 1/125/15 * 349
FT160F TGTATTAGACCNCTNTGRAA FT170R GTTTACTCTTTRGCNTAYGA 54.3 3 502
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 63 - 52 3 590
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 53 -65 15/3 590
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 53-65 15/3 530
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT10R TTGGCCTATGAAATGGATGG 55/56.4/58.2 2 530
MtFTc AC123593 FT200F TTTGGTATGTAYAAYTAYTG FT210R TAAAACACTACNTCNTTYCC 52.4 - 55 15/2 1232
FT200F TTTGGTATGTAYAAYTAYTG FT210R TAAAACACTACNTCNTTYCC 54.3/55 2/25/27513 1232
FT200F TTTGGTATGTAYAAYTAYTG FT210R TAAAACACTACNTCNTTYCC 54.3/55 ).5/0.75/1/1.25/15/2 1232
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 64 25 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 58/60 3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 55 - 65 15/21/3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 48 - 56 15/3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 62-54 3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 60 - 67 3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 55.4 3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 56 - 67 3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 54-56 15/3 2961
FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 55.4 3 2961
FT180F CCTCTTGGTGTNATHGGNGA FT200R CAATAGTTGTAYATHCCNAA 54.3/55 L/1.25/15/1.75/2/25 700
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 53-65 15/3 2123
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 60.2/61.9/63.2 15 2123
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 58.2/60.2/62.9 15 2123
FT180F CCTCTTGGTGTNATHGGNGA FT200R CAATAGTTGTAYATHCCNAA 60 - 54 3 * 300
FT180F CCTCTTGGTGTNATHGGNGA ~ FT200R CAATAGTTGTAYATHCCNAA 55/56 15/2/3 * 300
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 63-52 3 * 503
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 66 - 54 3 2123
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 60.2/61.9/63.2 15 * 503
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 60.2/63.2 2 503
FT180F CCTCTTGGTGTNATHGGNGA  FT200R CAATAGTTGTAYATHCCNAA 55 15/3 * 300
MtFD AC149134 FD1F GAGGCAGAAGAGGATGATTA  FD2R GAAACTTTGATCTCCAGCTC 53-58 15/3 500
FDg_1F TTTTTGTCTTAGTTCGTTGC FDg_2R TAATCATCCTCTTCTGCCTC 53-63 15/3 2812
FDg3F CCCAAAGAATGTCACCTACT FDg4R ACATGGCACAGACGTACA 53-63 15/3 2386
FD1F GAGGCAGAAGAGGATGATTA  FD2R GAAACTTTGATCTCCAGCTC 58 3 * 191

Ta : temperature « annealing » ou température dithgtion des amorces aux brins d’ADN

* tests réalisés sur ADNc
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3.5 Expression de quelques génes candidats de la date de
floraison

L'objectif était d’évaluer I'expression de six geéneandidats présents dans lintervalle de

confiance du QTL majeur.

3.5.1 Matériel végétal

Les plantes utilisées (Jemalong6 et DZA315.16) g@maient de Il'essai sur les effets
photopériode, lignée et leur interaction pour ldedde floraison, et seules les plantes en
conditions de jours courts (12 heures) ont étésak. Des échantillons de feuilles et fleurs ont
été prélevés avant et apres la floraison et pldeés I'azote liquide avant d’étre conservés a
-80 °C (Tableau 10).

Tableau 10Dates des prélevements effectués sur JemalorighAR15.16 en chambre de
culture (photopériode courte : 12 heures)

Jemalong6 DZA315.16
Stades Bloc Préléevements Floraison Bloc Prélévements Floraison
1 29/11/2005  23/12/2005 1 29/11/2005  09/01/2006
2 29/11/2005 30/12/2005 2 29/11/2005 02/01/2006
Feuilles avant 3 29/11/2005 03/01/2006 3 29/11/2005 20/01/2006
floraison 4 29/11/2005  23/12/2005 4 29/11/2005  12/01/2006
5 29/11/2005  06/01/2006 5 29/11/2005  13/01/2006
6 29/11/2005 24/12/2005 6 29/11/2005 02/01/2006
1 23/12/2005  23/12/2005 1 11/01/2006  09/01/2006
2 11/01/2006 30/12/2005 2 11/01/2006 02/01/2006
2 23/12/2005 30/12/2005 2 23/12/2005 02/01/2006
. s . 3 11/01/2006  03/01/2006 3 27/01/2006  20/01/2006
Feuilles afloraison - 5511515005  23/12/2005 4 11/01/2006  12/01/2006
5 11/01/2006 06/01/2006 5 11/01/2006 13/01/2006
6 23/12/2005 24/12/2005 6 11/01/2006 02/01/2006
6 23/12/2005  02/01/2006
2 11/01/2006 30/12/2005 1 11/01/2006 09/01/2006
3 11/01/2006  03/01/2006 2 11/01/2006  02/01/2006
Fleurs a floraison 5 11/01/2006  06/01/2006 3 27/01/2006  20/01/2006
4 11/01/2006 12/01/2006
6 11/01/2006 02/01/2006
1 11/01/2006  23/12/2005 1 27/01/2006  09/01/2006
Feuilles apreés 4 11/01/2006  23/12/2005 2 27/01/2006  02/01/2006
floraison 6 11/01/2006  24/12/2005 4 27/01/2006  12/01/2006
5 27/01/2006 13/01/2006
6 27/01/2006  02/01/2006
1 11/01/2006 23/12/2005 1 27/01/2006 09/01/2006
Fleurs aprés 4 11/01/2005 23/12/2005 2 27/01/2006 02/01/2006
floraison 4 27/01/2006  12/01/2006
5 27/01/2006  13/01/2006
6 27/01/2006 02/01/2006
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Parmi les six génes identifiés sous le QTL majeur ahiromosome 7, I'un d’entre eux,
CONSTANS (MtCO) était décrit dans la bibliograppeur s’exprimer différentiellement durant
la journée avec une augmentation de son expredsi@mt la phase lumineuse et une diminution
en phase obscure. L'analyse de I'expression de MaCddnc été menée pendant une journée

(avant floraison) sur deux lignées parentales (lemé et DZA315.16).

Les graines ont été scarifiées manuellement avguagier de verre et disposées dans des boites
de Pétri le 27 juin 2007 pour une imbibition del&lres. Elles ont ensuite été vernalisées a 4 °C
pendant sept jours puis transférées en serre laill2tj2007. Le dispositif expérimental
comprenait 15 plantes de chaque lignée randomisgeois blocs. Le 24 juillet 2007, des
échantillons de jeunes feuilles trifoliolées (sar premiere ramification primaire) ont été
collectés, a raison de trois plantes par lignédepée, toutes les quatre heures entre 6h30 et
22h30. Ce 24 juillet 2007, le soleil s’était levél#B0 pour se coucher a 21h42.

3.5.2 RT-PCR semi-quantitative

Les ARN totaux ont été extraits a partir de 50 mgjelines feuilles trifoliées et/ou de fleurs
ouvertes aprés broyage dans I'azote liquide gradat&®Neasysur colonne (Qiagen). Les ARN
totaux ont alors été traités a la DNase et réfositrits respectivement par les Kitbleasyet
Superscript first strand synthes{invitrogen). Le dosage des ARN totaux s’est effécpar
spectrométrie et la présence (quantité et qualitdpNc contrdlée par I'amplification d’'un géne
constitutif MsC27 (Crespi et al. 1994).

Le principe de la RT-PCR semi-quantitative consetgquantifier le niveau d’expression d'un
gene donné par rapport a celui d’'un géne constixprimé tout au long du développement et
dans I'ensemble des organes de la plante (Maroak 2001). En pratique, il s’agit de réaliser,
au sein de la méme réaction PCR, I'amplificationg@uae ciblé ainsi que celle du géne témoin.
Les amplicons sont ensuite séparés par électrophoet révélés aprés un bain de BET.
L’intensité des bandes obtenues est alors quantifiéaide d’un logiciel ou bien d’un analyseur.
De nombreuses mises au point ont été nécessalles, que les compatibilités de (i) tailles, (ii)
températures d’hybridation et concentrations en Mg@i) nombres de cycles PCR et (iv)

concentrations en amorces du gene ciblé et du garstitutif.
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la taille des ampliconsdans le cadre de cette étude, la séparation dpkcans du

gene témoin et des génes candidats a été réaliségek d’agarose 2 % ce qui
impligue que les tailles des amplicons soient saffiment différentes pour étre
distinguées sur ce type de gell0 pb) ;

la_température d’hybridation et la concentration MgCl, : elles doivent étre

compatibles pour amplifier a la fois le géne ciblele géne constitutif de facon
spécifique. Elles ont été définies apres un testAfdN génomique comportant un
gradient de températures et deux concentrationsig@l, (amplification visible et
spécifique) ;

le nombre de cycles d’amplificatioril:a été défini de maniere a ce que la réaction

d’amplification des génes ciblés soit en phase eeptielle afin de visualiser les
différences d’expression entre les deux lignées.eHet, lors de cette phase, la
guantité de fragments amplifiés est proportionn&lle quantité de transcrits présents
dans I'échantillon et reflete donc le niveau d'eegsion du géne dans I'’échantillon
analysé (Chelly et al. 1990). Pour optimiser ceapeatre, une cinétique de la réaction
a été réalisée (24 / 28 / 32 / 36 cycles testéaBIN génomique) ;

la concentration en amorces du géne constitad@is cette étude, les genes candidats

ciblés se sont avérés beaucoup moins exprimésequenke constitutif MsC27, ce qui
entrainait un effet de compétition. Pour palliepeableme, différentes concentrations
en amorces MsC27 ont été testées (0.2, 0.1, 0.0b poMr une concentration en

amorces du gene ciblé de 0.2 uM.

Les amorces utilisées pour amplifier les génesidatgldans I'essai de suivi d’expression ont été
dessinées dans les séquences exoniques grace iaiel IQjigo6 v6.71 (Molecular Biology
Insights, Inc. Cascade, CO, USA). Les amorces tntkgoisies avec une longueur moyenne de
20 nucléotides, un pourcentage en bases GC commpirie 30 et 60 % pour les amorces et le
produit PCR, la présence de bases GC du c6téaBsénce de formation en épingle a cheveu ou
de simple boucle, une température de fusion compidre 57 et 62 °C et une taille de produit
PCR différente de celle du gene constitutif MsCRde=’ADN génomique. Les produits PCR
ont été séquenceés, apres purification, par I'engeMillegen (Labege) et les séquences ont été
alignées avec les prédictions de séquences codaoies’assurer que les genes amplifiés étaient

les génes ciblés.
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Les PCR ont été réalisées sur des thermocycleled ®0et PTC200 (MJ research Inc.), avec le
kit Taq Platinium(Invitrogen) comme suit : ADNc (2 ng/ul), 1X dertpon 10X, 200 uM dNTP,
0.05 pM de chaque amorce sens et anti-sens MsC21,\N pour chaque amorce du gene cible
(identique pour tous les genes), 0.625 unités deolgmérase, une concentration optimale en
MgCl,, et enfin un volume d’eau ultra-pure pour ajudeervolume total a 25 pl final. Les

conditions PCR pour chacun des génes candidatgléorites dans le Tableau 11.

Les produits PCR ont été chargés sur un gel d'agaf® %) contenant du bromure d’éthidium
dans du tampon TBE 0.5X. Un marqueur de taille ABG également migré pour confirmer la
taille du produit PCR. Chaque réaction d’amplificat contenait un contréle négatif et un
contréle positif ADN génomique. Les bandes révefgmsfluorescence ont été acquises par une
caméra ST-50 inclus dans un compartiment Fishebl8os Scientific et la quantification a été
effectuée avec le logiciel ImageQuant (Moleculanaipics ©, 1998). L'intensité des bandes a

été exprimée en pixels.

Le ratio d’expression entre le géne ciblé et leegéonstitutif a été calculé pour normaliser les
variations initiales de concentration des échamsdl La moyenne et la déviation standard du
ratio de chacune des six répétitions (pour chaggane et stade de développement) ont été
calculées aprés la normalisation. Un test de Stuelété réalisé pour tester la différence entre les

lignées sur le ratio d’expression.
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Tableau 11Tests de concentrations en amorces géene témeime/gble ; de concentrations en
MgCl,, du nombre de cycles PCR

Concentrations finales

amorces (UM)

Nombre de cycle

Gene ADNg ou ADNc MgCl, (mM) MsC27 Geéne cible Ta PCR ADNCc (*)
MsC27 50 15/3 0.2 - 53 -58 35

MsC27/PKS 50 15/3 0.05;0.2 0.2 55.2 24/28/32/36
MsC27/CO 50 15/3 0.05;0.2 0.2 55.2 24/28/32/36
MsC27/FD 50 15/3 0.05;0.2 0.2 55.2 24/28/32/36
MsC27 25/37.5/50/100 3 0.2 - 56.6 35 *
MsC27/PKS 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/32/36 *
MsC27/CO 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/321/36 *
MsC27/FD 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/321/36 *
MsC27/FTa 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/321/36 *
MsC27/FTh 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/321/36 *
MsC27/FTc 50 15/3 0.05 0.2 55.2 28/32/36 *
MsC27/PKS 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *
MsC27/CO 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *
MsC27/FD 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *
MsC27/FTa 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *
MsC27/FTh 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *
MsC27/FTc 50 15/3 0.05;0.1 0.2 55.2 31/35 *

Ta : « Annealing temperature » ou température ditighion des amorces aux brins d’ADN
(*) tests réalisés sur ADNc
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4 RESULTATS

Les données présentées dans les paragraphes2411442.2, et 4.2.3 ont fait I'objet de deux

publications (Annexes 2 et 3).

4.1 Effets photopériode, lignée et leur interaction pour la date de
floraison

4.1.1 Variation de la date de floraison en réponse a la photopériode

Des études ont déja été menées chez de nombreyseee afin de caractériser la réponse des
plantes vis-a-vis de la photopériode. Elles dénsmtrclairement une diversité génétique
expliguant les comportements contrastés qui onétpel sélectionnés au cours de I'histoire des
plantes (Searle and Coupland 2004; Hayama and @oai2004; Imaizumi and Kay 2006). Chez
M. truncatulg la diversité génétique en réponse a la photogérida jamais été étudiée. Ce
paragraphe met en avant la recherche de cettesdé/génétique en réponse a la photopériode

chez des lignées de différentes origines.

Huit lignées provenant de populations ou de culsivariginaires d’Algérie, Tunisie, Israél,
France et Australie ont été étudiées. Elles ontoéigisies pour couvrir une large gamme
d’'origine et des adaptations a des contraintes@mvementales différentes. Deux photopériodes
(12 et 18 heures de jour) ont été obtenues safé&atites d’apports d’énergie lumineuse. Ces
deux traitements ont été appliqués dans un dispesiperimental composé de six blocs et
installé en chambres de culture. Une analyse danae pour la date de floraison a montré un
effet significatif de la photopériode, de la lignée de linteraction lignée x photopériode
(Tableau 12).
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Tableau 12Analyse de variance (carrés moyens) pour la date de
floraison de huit lignées dd. truncatulasous deux photopériodes

Effet Carrés moyens
Photopériode 1954 3***
Bloc (Photopériode) 9 NS

Lignée 2118***
Lignée x Photopériode 498***

Erreur 24

NS: non significatif & = 0.05, ***: significatif aP < 0.001

L’effet bloc hiérarchisé a photopériode n’est pagnificatif (P > 0.05). Ceci souligne
’lhomogeénéité du dispositif expérimental. L'errgeprésente la variabilité due a tous les autres
effets non contrélés, sa valeur faible dans ceodisipindique que le modele est précis.

Toutes les lignées ont une floraison plus précooepbotopériode longue (18 h) qu’en
photopériode courte (12 h), avec en moyenne, régpeent 1404 et 853 °C.J, soit une
différence de 551 °C.J (Figure 13).
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& Jemalong6

m DZA315.16

1500 | DZA45.5
F83005.5

X A20

1100 A ® TN6.18

1700

1300 -
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Date de floraison (T.D)

900 +

= Levahim-B

700 +
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10 12 14 16 18 20
Photopériode

Figure 13 Date de floraison de huit lignées Mlle truncatulasous
deux photopériodes : 12 h et 18 h
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Ainsi, sous 12 heures de lumiere, Levahim-B eBgteée la plus précoce tandis que F83005.5 est
la plus tardive. En photopériode longue (18 h),aleng6, Levahim-B, A20 et Meiron fleurissent
précocement alors que DZA45.6, TN6.18, F83005.6044315.16 fleurissent tardivement. La
contribution de chaque lignée dans l'interactiagnée x photopériode a été mesurée grace a

I'écovalence (Tableau 13).

Tableau 13 Date de floraison en degrés-jours pour huit lignéeus deux photopériodes (12 et
18 h). Evaluation de la contribution de chaque dgna linteraction lignée x photopériode
(I'écovalence de chaque lignée est exprimée encpatage de I'écovalence)

Date de floraison

12 h 18 h
Lignee °C.J Jours °C.J Jours Ecovalence (%)
F83005.5 1995 105.0 1049 55.2 37.0
Jemalong6 1454 76.5 633 33.3 17.2
DZA45.6 1583 83.3 937 49.3 2.1
DZA315.16 1685 88.7 1096 57.7 0.3
Meiron 1186 62.4 741 39.0 2.7
TN6.18 1359 715 979 51.5 6.9
A20 1064 56.0 716 37.7 9.7
Levahim-B 903 47.5 671 35.3 24.1

Ce calcul montre que DZA315.16 a la plus faiblevééence (0.3 %) ce qui correspond a la
lignée qui contribue le moins a l'interaction ligng photopériode. En effet, DZA315.16 fleurit
aprés 1 685 °C.J a 12 heures de traitement et 1°09a 18 heures, soit une différence de
589 °C.J, proche de la différence de moyenne éggrdeux traitements. Au contraire, F83005.5,
Levahim-B et Jemalong6 ont une forte valeur d’étmwee avec respectivement 37.0, 24.1 et
17.2 %. En photopériode courte (12 h), F83005.5yahen-B et Jemalong6 fleurissent
respectivement a 1995, 903 et 1454 °C.J alors quhetopériode longue (18 h), elles fleurissent
a 1049, 671 et 633 °C.J, soit une différence dequité de 946, 232 et 821 °C.J. F83005.5 et
Jemalong6 ont une floraison plus accélérée quelgerme des lignées. Au contraire, Levahim-B
est relativement insensible a la différence deqbértiode. Ces trois lignées ont donc une réponse
a la photopériode difféerente de celle des autrgeébs et elles contribuent fortement a
l'interaction lignée x photopériode. Les autreégs ont un pourcentage d’écovalence compris
entre 2.1 % (DZA45.6) et 9.7 % (A20).
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D’un point de vue morphologique, les plantes expssi une photopériode courte (12 heures)
présentent une tige principale courte ou inexistattun port rampant. A l'inverse, les plantes
subissant une photopériode longue ont une tigecipale longue et un port plus érigé (Figure
14).

Qo ; TR

Figure 14 Photographies des lignées installées en chambreltiee sous deux photopériodes
(1) 12 h, (2) 18 h, le 13/12/05

Les différences entre lignées peuvent étre liée=muaorigine géographique. F83005.5 dont la
floraison est trés accélérée par une photopériodee provient du Var (France), une région au
nord de la zone de distribution de lI'espéce danside des risques de froid existent. La

population F83005 a une floraison tardive au pnmge (ou floraison tardive en photopériode

courte 12 h), mais cette floraison est rapidemeiitée en photopériode plus longue, qui

correspond a un moment de I'année ou les risquesodk sont minimes. Les plantes issues
d’Afrique de Nord (DZA45.6, DZA315.16, TN6.18 et B ont un comportement semblable en

réponse a la photopériode. Ce comprtement est clompatible avec la survie des populations
(réalisation du cycle de vie de graine a graing)sdaurs conditions climatiques. Pourtant, la
population DZA315 a été collectée en altitude (D @7) alors que les trois autres populations
proviennent de plaines. Cependant, méme si cefielgion subit certainement des périodes de
froid hivernal, les conditions au moment de ladleon ne sont pas forcément trés différentes
dans ce site en comparaison des autres sites.elaslignées israéliennes Levahim-B et Meiron

n'ont pas la méme réponse a la photopériode. Liegine géographique n’est pas précisée, mais
pourrait provenir d’un site ou les contraintesdi@a saison sont minimes, mais ou la population
a nécessité d'un cycle tres court.
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4.1.2 Modélisation de la date de floraison

La modélisation de la date de floraison en répanse température et a la photopériode chez
M. truncatuladoit permettre : (i) d’améliorer la compréhenstinfonctionnement de la date de
floraison en réponse a ces facteurs et (i) de ememples quatre lignées parentales des

populations de cartographie.

Le modéle de régression linéaire multiple choisirpmodéliser le taux de développement depuis
le semis jusqu’a la floraison €L/est une fonction de la température moyenfeet de la

photopériode moyenn®y :

f=a++cP

Le modéele a été appliqué a chacune des quatreeBgpeirentales des populations de cartographie
(Jemalong6, DZA315.16, DZA45.6, F83005.5) a paltis données de I'essai réalisé en chambre
de culture en 2006 sur la variation de la dateld@ifon en réponse a la photopériode et des
essais menés en serre au printemps et a l'autor@® Rour étudier les populations de
cartographie (paragraphe 4.2). On observe quanpgsentre le semis et la floraisdi differe
fortement entre les quatre lignées parentales@t & photopériode et la température appliquées
(Tableau 14).

Ainsi, selon les conditions photo-thermalesarie de 33.3 & 76.5 jours pour Jemalong6, 56.7 a
88.7 jours pour DZA315.16, 48.2 a 83.3 jours poutAB5.6, et de 48.2 a 105 jours pour
F83005.5. Les dates de floraison observées sonplles précoces dans les conditions de
printemps 2005 pour toutes les lignées excepte pemalong6 qui fleurit le plus tét en condition
de photopériode longue en chambre de culture 2008 werse, les floraisons de I'ensemble des
quatre lignées sont tardives a 19 °C (températuoyemme) et 12 heures d’éclairement

(photopériode courte).
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Tableau 14Modélisation de la date de floraison obsenfel(ez quatre lignées parentales a
partir des températures et photopériodes moyessass de trois essais.

Date de floraison

Expérimentations Lignée Températuighotopériode Observéef] Prédite
Chambre de culture Jemalong6 19.0 18.0 33.3 34.9
Chambre de culture 19.0 12.0 76.5 83.3
Printemps 2005 22.8 15.4 37.0 35.6
Automne 2005 17.7 15.4 70.5 52.2
Chambre de culture DZA315.16 19.0 18.0 57.7 59.6
Chambre de culture 19.0 12.0 88.7 91.7
Printemps 2005 24.0 15.7 56.7 55.5
Automne 2005 17.8 15.7 83.0 73.8
Chambre de culture DZA45.6 19.0 18.0 49.3 51.9
Chambre de culture 19.0 12.0 83.3 88.6
Printemps 2005 23.1 15.6 48.2 47.4
Automne 2005 17.7 15.5 76.2 69.8
Chambre de culture F83005.5 19.0 18.0 55.2 55.3
Chambre de culture 19.0 12.0 105.0 105.4
Printemps 2005 23.2 15.6 48.2 48.4
Automne 2005 17.7 15.5 78.0 75.0

Les parametrea, b etc du modele sont hautement significatiis < 0.001). Le pourcentage de
variance expliqué par le modéle (R?) varie entré&®pour Jemalong6 et 99 % pour F83005.5
(Tableau 15).

Tableau 15Modélisation du taux de croissance jusqu’a laaikwn (1/f) pour quatre lignées de
M. truncatula

Parameétres du modeld # a+br+cP *

Lignée a SE dea b SE deb c SE dec R2
Jemalong6 -0.05467 0.00744 0.00176 0.000347 0.00277 0.0002162 0.93
DZA315.16 -0.01394 0.00214 0.00069 0.000095 0.00098 0.0000775 0.94
DZA45.6 -0.02823 0.00226 0.00124 0.000095 0.00133 0.0000896 0.95
F83005.5 -0.03503 0.00012 0.00144 0.000005 0.00143 0.0000050 0.99

* Tous les parametres étaient significatPs<(0.001)
SE = Ecart-type

Les parametreb et ¢ sont positifs ce qui indique que les jours longkes températures chaudes
accélerent la floraison. Le paramébelénote que Jemalong6, F83005.5 et DZA45.6 ont une

floraison plus accélérée par des températures esayjute DZA315.16.
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Le parametre est plus grand pour Jemalong6 que pour les tudgies lignées, Jemalong6 est

donc plus affectée par la durée de photopériodeldta de floraison prédite par les modéles est
indiquée dans le Tableau 14. La date de floraigédife est toujours supérieure a la floraison
observée dans les conditions de croissance desbebame cultures alors qu’elle est inférieure

dans les autres conditions (excepté pour F830@bsiatemps 2005).

Ainsi, la date de floraison des quatre lignées iétglipeut étre prédite dans des conditions de

température et de photopériode proches de cellsas dans le modéle.

4.2 Détection de QTL pour la date de floraison dans trois
populations de cartographie

4.2.1 Variations quantitatives de la date de floraison dans trois populations de
cartographie

L’'analyse de la date de floraison dans trois pdmra de cartographie doit permettre
l'identification de variations quantitatives poue caractere. Trois populations de lignées
recombinantes ont été étudiées : LR1 et LR5, aoterips et a I'automne 2005, et LR4 aux
printemps 2000 (& Montpellier), 2002, 2003 et attenne 2004 a Lusignan. Une analyse de

variance a été réalisée sur les lignées parentezdiées en 2005 (Tableau 16).

Tableau 16Analyses de variance (carrés moyens) pour ladiaforaison de quatre lignées
parentales et de 15 RILs répétées trois fois ploacune des deux populations de cartographie
(LR1, LR5)

RILs
Parents LR1 LR5

Carrés moyens DL  Carrés moyens DL Carrés moyens DL
Lignée 112262*** 3 555389*** 13 69873*** 14
Saison 495022*** 1 311926%** 1 2005316***
Répétition (saison) 11159 NS 4 10855 NS 4 1964 NS 4
Lignée x saison 22777 NS 3 9493 NS 13 20501** 14
Erreur 11580 23 5130 49 6549 55

NS : non significatif & = 0.05, ** et ***: significatif aP < 0.01 etP < 0.001, respectivement

DL : nombre de degrés de liberté
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Les effets saisons et lignées parentales sontautesignificatifs P < 0.001) tandis que l'effet

répétition dans saison, ainsi que l'interactiomdég parentale x saison ne sont pas significatifs.

Les analyses de variance menées sur chacune destpops LR1 et LR5 (15 lignées répétées
trois fois pour chaque population) sont présentées le Tableau 16. Pour la population LR1, les
effets lignées et saisons (printemps ou automne) significatifs et les carrés moyens sont du
méme ordre de grandeur. L'interaction lignée x@ais'est pas significative. Pour la population
LRS5, les effets lignées et saisons sont significatiependant le carré moyen de l'effet saison est
plus important que celui de 'effet lignée. Il exigine interaction lignée x saison. Pour ces deux
populations, I'effet répétition dans saison n’ess gignificatif. Les analyses de variance réalisées
sur LR4 en 2002 et 2003 montrent un effet lignéenet interaction lignée x année (Julier et al.
2007).

Pour la population LR1, DZA45.6 fleurit plus t6teqidZA315.26. Pour les populations LR4 et
LR5, Jemalong6 fleurit toujours plus précocemerd DdA315.16 et F83005.5 (Tableau 17). La
moyenne de la date de floraison des RILs est adselaire au printemps et a 'automne pour la
population LR1 (1288 et 1401 °C.J) tandis qu'eliéfede de facon conséquente pour la
population LR5 (1012 et 1315 °C.J). La date deafkon moyenne pour la population LR4 est
comprise entre 790 et 1147 °C.J aux printemps 22002 et 2003, mais atteint 1402 °C.J a
'automne 2004 (Tableau 17).
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Tableau 17Moyenne et gamme de variation pour la date daion, exprimée en degrés-jours depuis le
semis, pour trois populations de RILs et leurs piare

Parents RILs
Population Lieu/Année Nom Date de floraison ~ Moyenne  Variation
(°C.J) (°C.J) (°C.J)
LR1 Lusignan 2005 printemps DZA45.6 1132 1288 913-1784
DZA315.26 1389
Lusignan 2005 automne  DZA45.6 1440 1401 1040 - 1613
DZA315.26 1502
LR4 Montpellier 2000 printemps Jemalong6 740 790 639 - 1181
DZA315.16 848
Lusignan 2002 printemps Jemalong6 968 1023 878 - 1282
DZA315.16 1093
Lusignan 2003 printemps Jemalong6 1069 1147 899 - 1500
DZA315.16 1123
Lusignan 2004 automne  Jemalong6 1050 1402 867 - 2120
DZA315.16 1364
LR5 Lusignan 2005 printemps F83005.5 1104 1012 831 - 1568
Jemalong6 872
Lusignan 2005 automne  F83005.5 1379 1315 1022 - 1554
Jemalong6 1277

Les quatre lignées utilisées comme parents deslgagns de cartographie different donc pour
leur date de floraison. Les RILs provenant dessemients DZA315.26 x DZA45.6 (LR1),
Jemalong6 x DZA315.16 (LR4) et Jemalong6 x F830QBRH) montrent une grande variation

pour la date de floraison. Les courbes de distobstdes dates de floraison pour les populations

LR1 et LR5 sont présentées en Figure 15.
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Figure 15 Histogramme de la date de floraison dans troisijadions de
cartographie. (al) printemps 2005 LR1 (a2) autog@85 LR1 (b1) printemps
2005 LR5 (b2) automne 2005 LR5 (c) automne 2004.Lle4 dates de
floraison pour les lignées parentales sont reptéssrpar une étoile.

Le fait que les RILs de LR4 aient une distributimon normale pourrait étre di a une floraison
tardive de certaines lignées durant les premiedagemgtions de création de la population,
floraison tardive qui a conduit a la perte de dgaéles (Julier et al. 2007). Chez les trois
populations, des lignées transgressives pour la datfloraison (RILs montrant une floraison

plus précoce ou plus tardive que celle des parentsgté observées, comme pour des caractéres

morphologiques dans la population LR4 (Julier eR@07).
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Un effet saison (printemps vs. automne) a été wbsdfn effet, la somme de degrés-jours
nécessaire pour atteindre la floraison est plugél@ I'automne qu’au printemps. Il est important
de noter que la longueur du jour augmente au pnipseet diminue a l'automne avec une
amplitude comprise entre trois a quatre heureg (Maiériel et Méthodes). La date de floraison
de Jemalong6 et des populations qui lui sont appées, est plus accélérée en photopériode
longue au printemps 2005 que celles des autre2dggncomme observé dans l'essai
photopériode. En automne 2005, la photopériodé¢ glias courte et n’accélere donc pas la date

de floraison d’aucune lignée.

L’héritabilité au sens large de la date de flomiacété calculée pour les 15 lignées répétées trois
fois (populations LR1 et LR5). Cette héritabiligprésente la part de la variance génétique dans
la variance phénotypique totale. Elle est de 82.9®r LR1 et 75.5 % pour LR5. Dans la
population LR4, I'héritabilité était de 82.2 % (idulet al. 2007).

4.2.2 ldentification de QTL

Afin de détecter les zones du génome controlanvdemtions quantitatives observées pour la

date de floraison, une recherche QTL est réaliaée ttois populations de cartographie.

Des cartes cadres composées de marqueurs SSR éigmonibles pour les populations LR1,
LR5 et LR4 (voir Matériel et Méthodes). La détentae QTL a été réalisée avec une méthode de
CIM sur chacune des populations de cartographietofal, trois QTL ont été identifiés sur LR1,
onze sur LR4 et quatre sur LR5. Les pourcentagesvat@nce expliquée par les QTL

s’échelonnent entre 5 et 60 % (Tableau 18).

Pour LR1, des QTL ont été détectés a la méme pos{@1.8 cM) sur le chromosome 7 au
printemps et a 'automne 2005, expliquant respeatient 31 et 34 % de la variation de la date de
floraison. Un autre QTL est également présent atdimne 2005 sur le chromosome 4, le
pourcentage de variation observé est de 16 %. lelesaDZA45.6 ont un effet positif pour
'ensemble des QTL (entre 49.5 et 91.4 °C.J), ezedire qu’ils induisent une floraison tardive.
L’intervalle de confiance des QTL est en moyenn&.8ecM.
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Tableau 18 QTL de la date de floraison détectés par Compdsierval Mapping dans trois
populations de cartographie : LR1 (DZA315.26 x D), LR4 (Jemalong6 x DZA315.16) et
LR5 (Jemalong6 x F83005

Population Lieu, année, saison ChromosoPmesition et intervalle de confiancePosition et intervalle LODscore Effet* R?
sur chaque carte (cM) de confiance projeté
sur la carte consensus

LR1 Lusignan 2005 printemps 41.8 (34— 44) 58.3 (42 - 62) 9.4 914 0.31
Lusignan 2005 automne 45.0 (42 - 50) 62.1 (59 — 67) 3.6 495 0.16
7 41.8 (38 —-43) 58.3 (51 -59) 9.9 735 0.34
LR4 Montpellier 2000 printemps 64.0 (58 — 69) 64.0 (58 — 69) 3.6 27.1 0.05
7 57.5 (55 — 58) 57.5 (55 - 58) 18.6-74.1 0.42
8 18.0 (12 — 23) 18.0 (12 — 23) 43-31.4 0.08
Lusignan 2002 printemps 68.0 (64 - 77) 68.0 (64— 77) 3.1 28.1 0.08
7 56.7 (55 — 61) 56.7 (55 — 61) 9.4-58.6 0.37
8 62.0 (53 — 68) 62.0 (53 — 68) 3.7-31.8 0.10
Lusignan 2003 printemps 0.0(0-4) 0.0(0-4) 3.8 33.0 0.06
7 56.3 (56 — 57) 56.3 (56 — 57) 18.5-99.9 0.60
8 58.0 (52 — 62) 58.0 (52 — 62) 5.3-43.6 0.10
Lusignan 2004 printemps 57.8 (56 — 59) 57.8 (56 — 59) 14.3213.0 0.32
8 4.0(0-12) 4.0(0-12) 4.3-115.0 0.10
LR5 Lusignan 2005 printemps 62.9 (47 — 65) 61.3 (41-64) 42-56.5 0.11
8 2.0 (0-11) 1.6 (0 -8) 5.7 -67.3 0.17
Lusignan 2005 automne 58.3 (55 - 60) 70.4 (65 -72) 3.8-45.2 0.10
7 63.8 (58 — 67) 62.3 (55 — 65) 55-66.8 0.20

* Effet de I'alléle Jemalong6 pour LR4 et LR5, [&E DZA315.26 pour LR1

Pour la population LR4, un QTL a été localisé sucthiromosome 7 pendant les quatre années

d’étude, sur une position similaire comprise eriée3 et 57.8 cM. L’intervalle de confiance

moyen est de l'ordre de 3.5 cM. L'allele Jemalosg6 le chromosome 7 conduit a une floraison

plus précoce de 58.6 a 213.0 °C.J. Ces QTL expiigeetre 32 et 60 % de la variation observée
pour la date de floraison. Sur le chromosome 8siplus QTL sont également présents : en
position 18.0 cM (printemps 2000), 62.0 cM (prinpE2002), 58.0 cM (printemps 2003) et
4.0 cM (automne 2004). Le pourcentage de variatxpliquée est en moyenne de 9.5 %. Pour
ces QTL du chromosome 8, l'allele Jemalong6 a det efégatif (floraison précoce) compris
entre 31.4 et 115.0 °C.J. D’autres QTL ont étéwésy tout d’abord sur le chromosome 1, au
printemps 2000 en position 64.0 cM et au printe2@32 en position 68.0 cM, et également sur
le chromosome 5 au printemps 2003 en position 040 Bour les QTL présents sur les
chromosomes 1 et 5, le pourcentage de variatiofigege est compris entre 5 et 8 % et les

alleles Jemalong6 montrent un effet positif (2738a °C.J) sur la date de floraison.
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La détection de QTL de la morphogenese aérienneéenentre 2002 et 2004 a montré la
colocalisation entre QTL de la date de floraisotorgueur de tiges sur le chromosome 7 (Julier
et al., 2007).

Pour LR5, un QTL a été trouvé au printemps et atdmne 2005 sur le chromosome 7, en
positions 62.8 et 70.4 cM. Il explique respectivamgl et 27 % de la variation et couvre un
intervalle de confiance de 18 et 9 cM. Au printen2095, un QTL a aussi été détecté sur le
chromosome 8 en position 2.0 cM (variation explejae 17 %) et a I'automne 2005 un autre
QTL sur le chromosome 4 en position 58.3 cM ex@iq0 % de la variation. Pour tous les QTL

de cette population, les alléles Jemalong6 onffigh mégatif (entre 45.2 et 67.3 °C.J).

L'utilisation de plusieurs populations maximisediaersité allélique et donc le nombre de QTL
détectés. Ainsi, des QTL ont été trouvés sur lesrmmhsomes 1, 4, 5, 7 et 8 en fonction de la
population et de I'année ou saison. Un QTL majaésent dans tous les environnements sur le
chromosome 7 des trois populations explique de 60 & de la variation totale. Cette région
génomique a donc un effet fort sur la variation&igue de la date de floraison, bien que cet
effet soit plus important chez LR1 et LR4 (R? erit80 et 0.60) que chez LR5 (R? < 0.20).
D’autres QTL dépendants de la saison ont été toogué d’autres chromosomes. Ces QTL de
moindre importance comparés a celui présent swhtemosome 7 pourraient étre reliés aux
effets des conditions environnementales (rayonngmgmotopériode, températures) ou de
cultures (sol, irrigation, ...) qui varient selon gériences. Il existe également une autre région
génomique commune a deux populations (entre 0 t &8 sur le chromosome 8 pour les

populations LR4 et LR5) ou l'allele Jemalong6 aléme effet négatif.

Les alleles a chaque QTL peuvent avoir des eff@térastés sur la date de floraison. Les alléles
Jemalong6 induisent soit un effet négatif (floraiguécoce) comme sur les chromosomes 4, 7 et
8 (populations LR4 et LR5) ou bien un effet posififoraison tardive) comme sur les
chromosomes 1 et 5 de la population LR4. A l'ineetss alléles DZA45.6 sur les chromosomes
7 et 4 ont un effet positif sur la date de floraigpopulation LR1). Les alléles DZA315.16 /
DZA315.26 ont un effet négatif dans la populatidR1Lmais négatif ou positif sur LR4. Les
alleles F83005.5 ont un effet positif dans la papah LR5.
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Sur le chromosome 7, l'alléle DZA315.16 / DZA31526n effet positif dans LR1 mais un effet
positif ou négatif dans LR4. Les effets des all@deQTL du chromosome 7 sont en adéquation
avec la gamme de date de floraison observée peuigieées : Jemalong6 fleurit plus tét que
DZA315.16 et F83005.5, et DZA45.6 fleurit plus tite DZA315.26. La présence de lignées
transgressives peut étre expliquée par une acctioruldalleles positifs ou négatifs provenant
des parents. Une situation similaire a été trowhezA. thaliana(El Lithy et al. 2004; Loudet et
al. 2005).

La recherche de QTL spécifiques des paramétres ahlela (4.1.2) aurait pu étre envisagée.
Cependant, cela nécessitait la mise en place dditmos de culture permettant I'indépendance

des parametres de photopériode et températureesseible de la population étudiée.

4.2.3 Projection de cartes et analyse multi-croisements

L'objectif est d’identifier des QTL communs aux bgtions pour la date de floraison. Les
différentes cartes et les QTL détectés chez LRY €RLR5 ont été compilés. En effet, a partir
de la carte de référence LR4 et des marqueurs COBAUK trois cartes, une projection a permis
de réaliser une carte consensus comprenant I'etsel@b marqueurs. La carte de référence LR4
a été utilisée pour calculer la position des QTh. jposition de chaque QTL ainsi que son
intervalle de confiance ont été projetés des cafeks et LR5 sur la carte LR4 grace au logiciel
Biomercator (Figure 16). A cette étape, des coisaibns de QTL sont visibles, sur les
choromosomes 1, 2, 7 et 8, mais il convient destestréellement ces QTL sont communs aux
trois populations et quelle part de la variatios é@xpliquent. Pour cela, le logiciel MCQTL
permet de réaliser la cartographie de QTL touta@msiclérant les connexions qui existent entre

les populations (plan multi-croisements) (Jourjbale2005).
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Deux QTL ont été trouvés (Tableau 19) :

) sur le chromosome 7, un QTL a été détecté en posr.8 cM avec un intervalle de

confiance de 0.9 cM. Il explique 25 % de la vagatiotale dans les trois populations.
Les alléles de Jemalong6 et F83005.5 ont un efégatif (195.8 et 72.8 °C.J
respectivement) mais les alleles de DZA315.16 eAdLZ6 ont un effet positif (54.7

et 214.0 °C.J respectivement) ;
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(i) sur le chromosome 8, un autre QTL a été trouveasitipn 10.0 cM et couvre un
intervalle de confiance de 16.1 cM. Ce QTL explidu&b de la variation totale et
I'effet des alleles est négatif pour Jemalong6364€.J) alors qu’il est positif pour les

autres lignées (entre 8.8 et 40.2 °C.J).

Tableau 19QTL pour la date de floraison obtenus aprés I\@w&muti-croisements effectuée par
MCQTL dans trois populations de cartographies

Chromosom Position (cM  Intervalle de confianc (cM) LOD Effet des allele (°C.J) R?
score Jemalongé DZA315.16 DZA45.6 F83005.5
7 57.8 57.2-58.1 82.7 -195.8 54.7 214.0 -72.8 0.25
8 10.0 0.0-16.1 7.9 -64.3 8.8 15.3 40.2 0.03

L'effet du fond génétique varie selon les populagio il est de 1 229.0 °C.J pour LR1,
1 399.5 °C.J pour LR4 et 1 446.8 °C.J, pour LR5magléle global expliqgue 80 % de la variation
du caractére. Les deux QTL détectés sur le chromedode la population LR4 n’ont pas pu étre
analysés en multi-croisements car ils sont spémBqd’une seule population. Il en va de méme
sur le chromosome 8 entre les positions 52 et 68L&Mait qu’aucun QTL consensus n’ait été
trouvé sur le chromosome 4, malgré la présenceedr QTL issus de deux populations (LR1 et

LR5), est certainement d0 au mauvais chevauchetiesnntervalles de confiances.

L’intervalle de confiance tres réduit de 0.9 cM @QUIL présent sur le chromosome 7 est borné
par les marqueurs MTIC760 et MTIC714 qui corresgmich mtgsp004g09 et mtgsp002g05 sur
la carte intégrée de l'université du Minnesotap(iivww.medicago.org/genome/map.phget

intervalle de confiance couvre 26 BAC

(http://www.medicago.org/genome/show BAC chr2.ptw29).

4.2.4 Cartographie fine d'un QTL sur le chromosome 7

Du fait de I'important effet du QTL détecté sur daromosome 7 sur I'ensemble des trois
populations de cartographie et en particulier s&4Lnous avons choisi de cartographier
finement cette zone du génome. L’intervalle de ieotle considéré est celui calculé sur LR4 en
génération F6, il représente 7.5 cM. Le but deecétude consiste a réduire lintervalle de

confiance du QTL afin de diminuer le nombre de garendidats.
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Pour cela, une pseudo-population F2 de 1663 plassees d’'une plante F6 hétérozygote aux
deux marqueurs bornant le QTL majeur (mais fixéesdaus les autres QTL détectés) a été créée

et étudiée (Figure 17).

Sur 3 000 graines, 1 663 plantes ont pu étre éisis

Le nombre d'individus N nécessaire pour avoir 95&bchances d’observer yn
crossing-over est égal a :

N =1In0.05/In P100

In P100=In0.05/N
In P100 =In 0.05/ 1663 = - 0.001801

P100 = 1 — 0.001801 = 1 — (0.1801 cM / 100)

Sachant que 1 cM = 550°.0608.4 = 904 010.52 pb
Alors 0.18 cM représents62 812 pb

Avec 1 663 individus, il y a 95 % de chances d’'obseun crossingver dans
16 2812 pb soit 163 kpb.

U

Figure 17 Calcul de la taille du fragment étudié dans legiugla 95 % de chancg
d’observer un crossing-over avec 1 663 plantes ahezopulation F2

200 300 400
| | |

Effectif

100
|

[ I I I I I 1
o0 800 Q00 1000 1100 1200 1300

date de floraison (°C jours)

Figure 18 Distribution de la date de floraison des individigsla pseudo-
population F2

83



4- Résultats

D’importantes variations pour la date de floraisont pu étre observées dans la pseudo-

population F2 (Figure 18). En effet, la floraisdachelonne entre 700 et 1302 °C.J avec une

moyenne de 979 °C.J et une valeur médiane de 95D BE@&xamen des dates moyennes de

floraison des plantes génétiguement fixées et dedrygotes pour 'ensemble des marqueurs

réveéle que :

(i)

(ii)

(iii)

les individus homozygotes pour I'alléle Jemalonigbiissent en moyenne a 946 °C.J,
ceux homozygotes pour l'allele DZA315.16 a 1026J;@t les hétérozygotes autour
de 972 °C.J;

il existe bien une différence significative entes ltrois classes (homozygotes pour
l'allele Jemalong6, homozygotes pour l'alléle DZA3N6 et hétérozygotes)
(P<0.001);

il existe une dominance partielle de l'alléle Jesngb a ce locus. En effet, la Figure
19 qui présente la date de floraison moyenne déwidlus fixés a l'intérieur de
I'intervalle de confiance du QTL détecté en F@stre un cas intermédiaire entre un
effet additif des alléles et un effet de dominarfiesi, les hétérozygotes, bien gu'ils
soient nettement plus précoces que les homozygates I'alléle DZA315.16, sont
faiblement plus tardifs que les homozygotes paltéle Jemalong6. Statistiquement,
cela se traduit par une date de floraison moyenngrdupe d’homozygotes (alléles
DZA315.16 et Jemalong6 compris) significativementfédente de celle des
hétérozygotesH < 0.001). Cette dominance partielle de I'allelend®ng6 explique
gue la distribution des individus pseudo-F2 sug gourbe en cloche dissymétrique

avec une fréquence plus élevée des individus pegcoc
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Figure 19 Date de floraison moyenne des individus homozygetdstérozygotes
sur l'intervalle de confiance du QTL détecté enpgéir la date de floraison dams
un croisement de deux lignées (DZA315.16 x Jem&@pdgM truncatula.

A : allele Jemalong6 B : allele DZA315.16

Les proportions mendéliennes caractéristiques dpomulation F2 (Y, %, Y) sont respectees
(Tableau 20). La distribution des individus homaztys ou hétérozygotes aux marqueurs bornes
MTIC40 et MTIC714 (.e homozygotes ou hétérozygotes sur 'ensemble du)@Uliggere un
contrble monogénique de la date de floraison datie @opulation. Le QTL détecté pourrait
donc dissimuler un géne majeur voire plusieurs geugfisamment proches pour paraitre liés

dans la population étudiée.

Tableau 20Test duy2 évaluant la ségrégation des alleles chez 142@dud non recombinants
(homozygotes ou hétérozygotes) pour 'ensemblerdegueurs a l'intérieur du QTL

Allele Effectifs observés Effectifs théoriques X2
AA 401 355.75 0.007
AB 658 7115
BB 364 355.75

A = alléle du parent Jemalong6 ; B = allele du pa2ZA315.16
hypothese nulle : les alleles ségrégent dans tgsopions Y, %2, Y4

Un test de@ a permis de comparer les effectifs observéséaritpues aux différents marqueurs
(Tableau 21). Seul le marqueur h4_42i13a ne suitlpaegrégation attendue. En effet, celui-ci

présente une absence totale de ségrégation, ia&lé abandonné.
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Tableau 21Test duy? évaluant la ségrégation des alléles a chaqueumarq

4- Résultats

Effectifs observés

Effectifs théoriques

Nom des marqueurs x2
AB BB AA AB BB

MTIC40 449 762 429 410 820 410 0.013

MTIC719 448 756 426 410 820 410 0.01
MTGSP4e09 448 755 427 410 820 410 0.009
MTIC720 451 755 427 410 820 410 0.007
CONSTANS 451 756 427 410 820 410 0.007
ABA 450 753 429 410 820 410 0.006
MTIC705 456 756 426 410 820 410 0.004
MTGSP2e05 456 755 427 410 820 410 0.004
19|15a 454 758 422 410 820 410 0.007
h4 42i13a 0 0 1660 410 820 410 1680
7allb 451 753 416 410 820 410 0.017
MTGSP1h04 456 755 414 410 820 410 0.005
MTIC714 458 771 411 410 820 410 0.014

A = alléle du parent Jemalong6 ; B = allele du paf2ZA315.16

hypothese nulle : les alleles ségrégent dans tggopions Y4, %2, Y4

mtic40
T—mticT19

=

mticy 20

Tallhb

mters pdedd
CORSTANES

_—_\— mitcpzp2eds
TS (2 5)
——mitcgzp b4

MTICT14

()
{019
(=3

o3
(13
(3

R
RN

(3.4

(4.3

(7.3)

Figure 20 Cartographie fine de l'intervalle de confiance@TUL pour la date de floraison sur le
chromosome 7, dans une pseudo-population F2 issikgihées Jemalong6 et DZA315.16 de
M. truncatula La position des marqueurs est indiquée en cemgiits.
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La carte établie dans le cadre de cette étude danaeelongueur de 7.5 cM entre les deux
marqueurs bornes MTIC40 et MTIC714 (Figure 20)eElbmprend 12 marqueurs inégalement
répartis le long de cette portion du chromosomeeg.marqueurs CONSTANS, ABA, MTIC720
d'une part et mtgsp002e05 et MTIC705 d’autre psont situés a une distance génétique de
0.0 cM, c’est-a-dire qu’il n'y a pas de recombimaiobservée entre ces marqueurs. Ce résultat
était attendu puisque ces derniers avaient ét@idégspectivement sur les BAC AC133780 et
AC137822. La densité de marqueurs est importante €10 et 4.3 cM, mais il n’y a pas de

marqueur entre 4.3 et 7.5 cM.

Deux méthodes de détection de QTL ont été emplay@efanalyse de variance par marqueur

et (ii) 'analyse patnterval Mapping

(1 'analyse de variance par marqueur indique un elifieiocus ABA plus fort que I'effet
des autres marqueurs, ce qui signifie donc queTle €@ trouve proche de la position
du marqueur ABA (Figure 21). Cette analyse pernétaiter le marqueur MTIC714
car son effet n’est pas significatif sur la datefldeaison. Cette méthode n’admet pas
la création d’un intervalle de confiance du QTLgmuie, dans le cas présent, chaque
marqueur, a I'exception de MTIC714, a un effet gigatif sur la date de floraison ;

180 000 -
160 000 -
140 000 -
120 000 -
100 000 -
80 000 ~
60 000 -
40 000 ~
20 000 ~
0

carré moyen

marqueurs

Figure 21 Détection de QTL par analyse de variance a chaguguaur. Le marqueur|
ABA est responsable de la plus grande part de hifitéga ce qui indique la position Ia
plus probable du QT
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(i) la méthode dhterval Mappingprésente I'avantage de définir des limites proésbu
QTL. Le résultat obtenu avec un pas de 0.1 cMastda fait comparable a celui de
'analyse de variance : un seul QTL, dont la positia plus vraisemblable se trouve
autour du marqueur ABA (LODscore = 40.62). L'intelte de confiance autour du
marqueur ABA couvre une région de 2.4 cM (Figurg B@née par les marqueurs
MTIC719 (équivalent au marqueur mtgsp003a06) €t5E0|Au total, 19 BAC sont
référencés dans cet intervalle

(http://www.medicago.org/genome/show_BAC_chr2.pwp2¢).

40

38

36

lod

34

32

I~ MTGSP1HO04

I~ ABA-MTIC720-CONSTANS
-19/155 """sssssssssssssssssnnnnnnnnnns

- MTIC710" """ =sssssssnunannunnnnannnnn
I~ MTGSP4EQ9

[~ MTIC705-MTGSP2e05

I~ 7allB

I~ MTIC714

30

T T
2 4 6

© T~ MTIC40

Map position (cM)

Figure 22 Détection de QTL par la méthodisterval Mapping Le LOD score maximum sur le
marqueur ABA indique la présence la plus probableQdL. L'intervalle de confiance du QTL,
situé entre les marqueurs MTIC719 et 19|15a esésepté ici par une fleche.

Une comparaison de la carte obtenue apres cartugripe avec cette carte publique permet de

constater, sur cette faible portion du génom#ldeuncatula des divergences (Figure 23) :

) l'ordre des marqueurs est difféerent (les couplesi®FR0 / mtgsp4e09 et 7allb /
mtgsp1lh04 voient leurs positions inversées) ;
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(i) certains marqueurs cartographiés a une distan0edd=M sur la carte publique sont a
une distance de 1.2 cM pour le couple MTIC719 / @120 et 0.6 cM pour le couple
MTGSP2e05 / 19|15a, ce qui indique que la résolud® la carte présentée ici est de

meilleure qualité, sans doute du fait de la taike la population étudiée (1 663

individus).
Hd_42i3a (0] <« Hi_ 4213 (M
mc719 (2.7
mc720 (2.7
mtgzpdels  (3.4)
falth  (51)
_ mtgsp2eds  (5.6)
:ﬂmcﬂf 09(5'4()? " 191158 (58]
Zpdel .
| 7 6 mtgspd h0d4  (7.8)
1 mtgsp2eds (5.2
—tgas (B.BJE )
mtgsplhdd  (9.7]
—Tallbh (108

Figure 23 Comparaison de la carte génétique publique addessir le site http://www.medicago.of@
gauche) avec celle établie aprés cartographiedink portion du groupe de liaison 7 étudié (atdjo
Seuls les marqueurs communs aux deux cartes seseriés. Leurs positions sont indiquées
centiMorgans

4.2.5 Sélection de genes candidats

La stratégie d’approche des génes se base suumache de génes candidats positionnels (voir
synthése bibliographique). Cette stratégie depeinettre d’identifier, dans la zone couverte par

le QTL majeur détecté sur le chromosome 7, plusigénes candidats au contrble de la date de
floraison.

L’intervalle de confiance considéré est celui d&expres la cartographie fine, soit 2.4 cM entre
les marqueurs MTIC719 et 19|15a. Cet intervallgpkst grand que celui considéré par I'analyse
multi-croisements (0.9 cM) mais il permet de ne @earter les génes qui seraient statistiquement
aux bornes du QTL. A partir des données bioinfoiguats et des ressources bibliographiques
disponibles cheM. truncatulaet chez d’autres espéces modeéles, six genes eamdidt été
sélectionnés a l'intérieur de l'intervalle de camite du QTL parmi 573 genes prédits par
IMGAG.
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lIs ont été nommes, pour plus de facilité, « MtoupMedicago truncatulasuivi du nom du
gene. Quatre d’'entre eux (MtCO, MtFTa, MtFTb et Wit} sont au centre de l'intervalle de
confiance (1.3 cM) alors que MtPKS et MtFD sont 8IrBAC AC149134 ou est ancré le
marqueur borne 19|15a (2.5 cM) (Figure 24).

. mticd0 (0
1 —mticT1a (013

titzpdeld 8
AC123593 3 2 l\/ItFTa
AC1ZE593 72 MFTb

\ACUSSES 92 MtFTC
mhicT20 (1.3)

T ABS (13

\comqmma (13

mhic70s  (1.9)

I ntgzp2els  (15)
AC143134 181 MFD
AC149134739.2  MtPKS

1915a  (2.5)
—t——mitgsplhld (3.4

7allh  (4.3)

MTICT14  (7.5)

pseudo-F2 entre les lignées Jemalong6 et DZA3184 6. truncatula La position des
marqueurs est indiquée en centiMorgans, celle dasgycandidats est indiquée par des ti
bleus et celle de I'intervalle de confiance du Q¥r une fleche rouc

1- MtPKS (AC149134_39.2) : présente une forte sim#aavec le gene PHYTOCHROME
KINASE 1 (PKS), codant pour un substrat de phosghtion pour le phytochrome B
(PHYB) et jouant un role négatif sur l'activité de phytochrome (Fankhauser et al.
1999). L’EST deM. truncatulaprésentant le plus de similarité est BF644398picdeine
module l'activité kinase de PHYB et pourrait airisfluencer sa localisation sub-
cellulaire. Des plantes transgéniques sur-expri@&81 montrent en effet un phénotype

similaire a celui du mutaf®HYR
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Figure 24 Position des genes candidats sélectionnés dateValle de confiance du QTL pouir
la date de floraison détecté a Lusignan en 2006leswhromosome 7 dans un croisement
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Or, il a été demontré que PHYB joue un role inleibitsur I'initiation florale des plantes
de jours courts ou de jours longs avec néanmoiasgninbition plus prononcée sous des
conditions de photopériode inhibitrice. Chez lespain mutanPHYB (iv-1) présente un

phénotype précoce et une moindre sensibilité adagpériode (Weller et al. 1995).

Parmi les six génes sélectionnés, les cing locussts, regroupés sur une distance d’environ
1.7 cM présentent une forte similarité avec dessgaonnus comme étant impliqués dans une

cascade d'interactions géniques promouvant laifiore:

2- MtCO (AC133780_7.1): présente une forte similardeec le gene CONSTANS
d’A. thaliana qui peut étre considéré comme un des genes chésdlamt la transition
florale chez cette plante (Putterill et al. 199%)dent I'expression est contrblée par
I’horloge circadienne (Hayama and Coupland 2004)odle pour une protéine a domaine
B-BOX en « doigt de zinc » s’exprimant principalerhédans les feuilles avant floraison
et induisant I'expression du géne FT clezhaliana (Wigge et al. 2005; Imaizumi and
Kay 2006). L'EST TC86982 d#l. truncatula présente le plus de similarité avec la

séquence codante.

3- , 4- 5- Trois séquences génomiques en tandemle BAC AC123593 de
M. truncatulaont déja été nommeées respectivement MtFTLa (AC3233.2), MtFTLb
(AC123593 7.2) et MtFTLc (AC123593 9.2) (Hecht le2805). lIs présentent tous trois
une forte similarité avec le gene FTAdthalianadont le transfert de TARNm des feuilles
a l'apex constituerait, du moins en partie, le gigr florigene » et accélére ainsi la
transition florale en condition de photopériodeuciive (Huang et al. 2005). Ce gene
semble tres conservé chez les Angiospermes (Imaiamoch Kay 2006; Lifschitz and
Eshed 2006). Il a été demontré que ce géne s’egatiabord dans les feuilles et qu'il est
impligué dans une boucle de rétroaction positivevpguant une augmentation de sa
propre expression (Huang et al. 2005). Il n'a p&s téouvé d’EST qui corresponde
spécifiguement a ces trois génes (MtFTLa, MtFTLbMEETLC) dans les bases de

données ce qui maisse douter de leur expressiarh{ideal. 2005).
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6- MtFD (AC149134 18.1) présente une forte similadig séquence avec le gene FD
d’A. thaliana un facteur de transcription interagissant ave@riatéine FT et initiant
'expression séquentielle des génes de lidentidéale du méristeme au niveau des
cellules méristéematiques de I'apex (Abe et al. 2@lazquez 2005). L'EST TC99455

présente une forte similarité avec la séquencenteddtFD.

Le résultat de l'alignement effectué sur les badesdonnées protéiques (BLASTp) et les
principales caractéristiques des séquences sigslamux genes candidats sélectionnés sont

présentés Tableau 22, Tableau 23 et Tableau 25.

Tableau 22Résultats du BLASTp pour les génes candidats tiéhees (matrice BLOSUM62,
banque de données uniprot_swissprot)

Taille de la séquence

Numéro Séquence similaire chég

Geéne d'accession protequ_le,(audes thaliana E value
amines)
MtFTLa AC123593 3.2 177 FLOWERING LOCUS T 4%
MtFTLb  AC123593 7.2 131 FLOWERING LOCUS T 8%
MtFTLc AC123593 9.2 172 FLOWERING LOCUS T 2%
Protéine en doigt de zinc 73
MtCO AC133780 7.1 416 CONSTANS-LIKE 15 93¢
MtPKS  AC149134_39.2 498 PKS1_ARATH Phytochrome 7 €™
kinase substrate 1
MtFD  AC149134 18.1 320 Protéine FD 8 e®®

(Facteur de transcription
BZIP14) AtbZIP14

MtFTLa, MtFTLb et MtFTLc présentent de fortes sianité avec la séquence protéique du gene
FT d’A. thaliana Cependant, MtFTLb contient une séquence plustealienviron 40 acides
aminées. MtCO montre une forte ressemblance avedSTBANS-LIKE alors que MtPKS et
MtFD ont une ressemblance plus faible avec leses@ps protéiques prédites, respectivement,

PKS1 et AtbZIP14.
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Tableau 23Caractéristiques des séquences similaires auxs gamelidats positionnels étudiés
identifiees par BLASTp. Toutes les séquences degiént été obtenues ch&zthaliana

Type de protéine

Gene X Fonction Références
codée
FT Raf-kinase Signal florigene Huang et al. 2005
(Flowering locus T) Induction des génes FD et SOC1
CcoO Protéine en Acceélération de la floraison en Putterill et al. 1995
(Constans) “doigts de zinc” conditions de photopériode
inductive
PKS Substrat de Régulation de les voies de Lin, 2000
(Phytochrome phosphorylation  signalisation impliquant les
Kinase Substrate) phytochrome A et B
FD Facteur de  Induction des genes conduisant a Blazquez, 2005
(Flowering locus D) transcription “b-  la formation des différentes
ZIP” structures florales

4.2.6 Seéquencage des génes candidats

L’objectif est d’étudier le polymorphisme de ségeefADNg et ADNc) chez deux lignées pour

eventuellement le relier aux différences de prééambservées.

Le séquencage est réalisé chez les deux lignéentpkas contrastées pour leur date de floraison
(Jemalong6 précoce, DZA315.16 tardif) pour lesggires candidats, excepté le gene MtCO pour
lequel le séquencage a été effectué sur les gligées parentales. Une étape de mise au point
des amorces a été effectuée. Plusieurs couplesottamont été testés pour leur spécificité et
leur niveau d’amplification, et deux ont été cheisar gene (ADNg et ADNc) (Tableau 24).

1- L’ADNc de MtPKS a été séquenceé en partie (294 pghedes positions 529 et 823 pb du
gene) et ne révele aucun polymorphisme de séquence.

2- MtCO présente du polymorphisme exonique de changedeepaire de bases (SNP) en
position +389, +1 368, +2 413 et +2 511 pour respeament DZA315.16 et DZA45.5,
F83005.5, DZA45.5, DZA315.16. Il y a une délétiansttquence GAA chez F83005.5 en
position +407 (

3-
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5- Figure 25). Le séquencage de 'ARNmM pour Jemal@tgBZA315.16 ne montre pas de
polymorphisme.

Le séquencage du promoteur a été effectué 1400 aimment du codon ATG. La recherche de
cis-élément révéle entre autre la présence d’uite BATA dont la structure est proche de celle

trouvé dans un géne du pois (Tjaden et al., 199&ljgnement présenté en
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Figure 25 montre la présence de polymorphisme de répétitthnsnotif AAT dans la boite
TATA chez DZA315.16, DZA45.5 et F83005.5 par ragpodemalong6. Il y a une répétition de
motif pour DZA315.15 et DZA45.5, et deux répétisopour F83005.5. Cette différence de
nombre de répétitions pourrait entrainer une meatitbn de la fixation de I'ARN polymérase Il
lors de la transcription de 'ADN en ARNm (Figur6)2En effet, des délétions ou mutations de
la boite TATA n’abolissent pas totalement la traimgon. Les deux effets observés sont : une
diminution du taux de transcription et une pertelalédélité du site de transcription (O'Shea-
Greenfield and Smale 1992). La traduction protéigffiectuée a partir de ces données ne permet

pas d’envisager de modifications induisant une gnet tronquée ou non-fonctionnelle chez

Jemalong6 ou DZA315.16.

Tableau 24Couples d’amorces permettant d’amplifier spéceigent les six genes candidats
(ADN génomique et ADNc *)

Amorce sens

Amorce anti-sens

Gene BAC Nom Séquence Nom Séquence Ta [MgCI2] (mM) ADNc (*) Longueur (pb)
MtPKS AC149134 PKS_B_1F GCAGGTGCTATCTCAGTTAA PKS_B_2R TGTTGAAGATGAATTAGGGT 56 15 1296
PKS_B_1F GCAGGTGCTATCTCAGTTAA PKS_B_2R TGTTGAAGATGAATTAGGGT 56 15 * 369
MtCO AC133780 Co7F AATTCCAGACGCCAAA Co8R TAGTCCTACCTTCCTTCCGA 57.3 15 2461
Co5F ATGGGATGAGGTTACTTGG Co6R GAGCTGAAATTTCTGAGGGA 55.3 15 1445
Co33F TCTGGGATTTTYAAYTAYAG Co31R GCTAATCTTGGNATHTAYGT 55 3 1199
Co9F CTCTCACTCTCTTTCTCG Col2R CAGACTCCGCGAAACTC 54 15 * 1268
Co40F CCACACACTTCAACTTCTTA Co41R GTGTATGAAGATGCATAAGC 54.2 3 1350
MtFTa AC123593 FT1F CATATCCGAGGAACACTTGA  FT2R AGCAATGAGTAGTGGGCAG 56.7 3 2790
FT7F ATGGCTGGTAGCAGTAGGAA  FT8R GCCACTCTCCCTCTGACA 61.7 3 * 507
MtFTb AC123593 FT3F AATACATATCCTTTACTCGC FT4R GACTGTGTTGATAGACGA 51.4 1125
FTOF ATGGCAAGTGGTAGCAGACC  FT11R TGAACTTCTAATTCTGGTTT 52.9 3 * 393
MtFTc AC123593 FT5F TTGCTCCTTCATGACTGG FT6R AATTGATCGACACTGCCTAA 55.4 3 2961
FT12F AAATTTGGTCGACCCTCTTG FT13R ATCTCCTTCCGCCGC 52.9 2 * 503
MtFD AC149134 FD1F GAGGCAGAAGAGGATGATTA  FD2R GAAACTTTGATCTCCAGCTC 58 15 500
FD1F GAGGCAGAAGAGGATGATTA _ FD2R GAAACTTTGATCTCCAGCTC 58 3 _* 191
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TRATATTAGTATGGACTTTACTTCTTTTTTGTAATTTATCGT TNTNAATACATCTGART TTTATAATT TAAAGG TACAARATGRGTACTACCTCCGT TTCARARTACATATTTTCTTT=CCTATTATITIT

ATATTAGTATGGACTTTACTTCTTTTTTGTART TTATCNT THTHAATACATCTGARTTTTATAATTTARAGGTACARARTGRGTACTACCTCCGT TTCARARTACATATTITCTTTICCCATTATITIT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1
AGTCYCGRAATYGTTTATCCCTT T TATARTACARAYGCARCARATACTART Y TYGAT YARCATRCY YATATYTATTGCATY TCARTYTTT TTATAACYACTATATTARCTATAATTAATAARARARYACTT
AGTCTCGAATTGTTTATCCCTTITATARTAC ARATGCARCARARTACTAATTTTGATTARCATACTTATATTTATTGCATTTCAATTITTTTATRACTAATATATTAACTATAATTAATAARARAATACTT

1
TARCARATARTATACATTTTAC TATTARAGT CAACARTATAATCTATTTTTTAATARTARTTGTGTARARC TCRAATARGAARTTCTTACARATATTTTGCTTCARATTGATTTGATATARGTTGCARTG
TARCARATARTATACATTTTACTATTARAGTCARCAATATAATCTATTTTTTARTARTAATTGTG TARAAC TCARATARGAARTTCTTACARATATTTTGCTTCARATTGATTTGATATARGTTGCAATG

391 400 410 q420 430 a440 450 a60 470 a80 490 SO0 510 520

TGAATAGTCATCAACGCTTATTEGTCTAAGARCATCTACARTATCAGAACARRATTTATGTTCTTCARGCATT T TGGTGGATCCACCATTGTCATATGAGGATTCAAGARCARCCATGTARTTTTACTCT
TGRATAGTCATCAACGCTCATTCGCCTARGARCATC TACARTATCAGAACARARTTTATGTTCTTCARGCATTTTGGTGGGTCCACCATTGTCRCATGAGGATTCAAGARCARCCATGTAGTTTTACTCT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 55?

AATGCARRACTACARGGTTTGTTCTTARTTTATTCTAATTGGGTCCCTCARRTCAGTGTTCTEAAATGTTCTTCAGGGAGAACCGTTCTCCAACTTGACATCCATGTCATTCCACTCCARTGRARATATG
BGATGCAAAACTRCAAGGTTTGTTCTTARTTTRATTCTAATTGGGTCCCTCARRTCAGTGTTCTEAAATGTTCTTCAGGGAGARCCGTTCTCCARCTTGACATCCATGTCATTCCACTCCARTGRRRATATG

651 660 B70 680 690 F00 0 720 730 Fd0 750 760 F70 78?

GGATAGARCATRGARACAAGTTCTTATGGCCTCARTAACATAGCATAGARCATATGCTCTAACTACGACCACGTGTCCAARCAGT TTCGGGCATCCCARACACCARARAGCACCAGAARCTTGTTGTTCC
GGATAGARCATRGARACARGTTCTTATGGCC TCARTAACATAGCATAGARCATATGE TCTAAC TACGACCACGTGTCCARRCAGT TTCGGGCATCCCARACACCARARAGCRCCAGAARCTTGTIGTTCE

1
ACITTAATCTTTGC TATGARRCACCAGAARATGACATATTTACCTTTATCARTAAT TARCTGCEGTTAGATCTACGCT TTAARARAACACCACT TCARCAATTRAC TCTCGLGGRATAAGARATATCGGCA
RCITTAATCTTTGCTATGAARCACCAGAARRTGACATATT TACCTTTATCARTAGT TARCTGCCG TTAGATCTRCGCT TTARRAARCACCACT TCARCARTTRACTCTCGCGGRATAAGARATATCGGCA

811 920 930 340 450 60 70 g0 990 1000 1010 1020 1030 1040
1

ATTAACTATTGTCAGG TARGTTTTT TARCARTCTCCAARATGGGARCARCART TATCARAGCRCCAACTCCCTECARARRGCCCARAGTCCCARRARCTGTCACACTGCCACTCAATCCARCRRACARAR
ATTAACTATTGTCAGGTAARGTTTTTTARCAATCTCCAARATGGEGARCAACAAT TATCARAGCACCAACTCCCTECARARAGCCCARAGTCCCARAARCTGTCACACTGCCACTCAATCCARCARACARAR

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1

CARAACCACACRGACARCACTGAATCTCTTCTGTACATGARGCAAGTAGCARTAGTARGARRACGCACATGCARTCAARGAT TCACTACTACTGTCTACTCCACT TCATCARATCATATCCARARAGTGA
CARAACCACACAGACARCACTGARTCTCTTCTGTACATGARGCAAGTAGCARTAGTAARGARARCGCACATGCARTCAARGAT TCACTACTACTGTCTACTCCACT TCATCARATCATATCCARARAGTGA

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

[}
CCARARTATCTTTCACCCTTGTCCCCACHNACACACTAGTCCTRCCTTCCTTCCGACCTACAT TACATTACTCACTITCCTCATGCTTATCATGTGCCATGCCTATGCTTATGCATCTTCATACACACAY A
CCAAA=TATCTTTCACCCTTGTCCCCACHACRCACTAGTCCTRCCTTCCTTCCGACCTACAT TRCATTACTCACTITCCTCATGCTTATCATGTGCCATGCCTATGCTTATGCATCTTCATACACACAY A
TTTCCTCATGCTTATCATGTIGCCATGCCTATGCTTATGCATCTTCATACACACHY A

TITCCTCATGCTTATCATGTGCCATGCCTATGCTTATGCATC TTCATACACACH
s d st st a ittt et bttt esiatisrsratituiverrrstnsavssrsesss [TCCTCATGCTTATCATGTGCCATGCCTATGCTTATGCATCTTCATACACACH

1301 1310 132 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 140 1410 1420 1430

AATAARTAAAT — THI:THHCTTCHETHCHCTHTHE1HHHTTHHH1 CTTCATTCTTICTTTCTTACARCCAARAGTATCCTCCTAARALC
RA L TRCTAACTTCACTACA T[CTTCATTCTICTTTCTTACARCCAARG TRATCCTCCTAARACK
TAAATRAAT= 1RETﬂﬂCTTtR[YﬂCﬂCTBTBUﬂﬂﬂTTRBN CTTCATTCTTCTTICTTACARCCARAGTATCC TCCTAARAC
TAAATAARATRAATARATE TACTARCTTCAC TAC T{CTTCATTCTIETTTCTTACAACCAARGTATCCTCCTAARAL
ARTAAATAART aaat., , , . Tﬁl:TRRETTERET?IEPIETRTRE'IHFIRTTRRR'I

TGTCGTTTCCGTGTGACTAT TGCGACACARGAAG
TGTCGTTTCCGTGTGAC THT TGCGACACARGAAG
TGTCGTTTCCGTGTGAC TAT TGCGACACAAGAAG
TGTCGTTTCCGTGTGACTAT TGCGACACAAGAAG
TGTCGTTTCCGTGTGACTAT TGCGACACAAGAAG

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

CGEGGTGCTATATTGCARACCAGACTCCGCGRARCTCTGT TTRGT TTGCGACCAGCACGT GCAC TCCGCAARCGCACTCGCACTCARGCACGTGCGTTTCCARATCTGTCARARC TGCARAARCGACGCC

CGCGGTGETATATTGCAARCCAGACTCCGCGRARCTCTRTTTAGT TTGCGACCAGCACGTGCRETCCGCARRCGCACTCGCAC TCARGCACGTGCGTTTCCARATCTGTCARARE TRCAARARCGACGEE
CGEGGTGCTATRT TGCAARECARACTCCGLGRAACT CTRTTTAGT T IGCGACCAGCACGTRCRETCCGCARRCECACT CALALTCARRCACGTGCGTITCCARATCTGTCARARE T GCAARAREEACGEL
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BLTTCAGTTCGTTGCT TCACCGRAAACCTAGT TCAATGTCACCGC TGCGAT TGGAACTCTCACGGUGECGACGATGACGACTCCACCTCTTCATCCTTCCACCACCACARCCGLCGLCGTAT TGAARGGTC
GCITCAGTTCGTTGCTTCACCGRAAAACCTAGTTCAATGTCACCGC TGCGAT TGGAACTCTCACGGCGGCGACGRCGACGACTCCACCTCTTCATCCTTCCACCACCACARCCGLCGCCGTATTGAAGGTC
GCTTCAGTTCGTTGETTCACCGARARCCTAGTTCAATGTCACCGCTGCGAT TGEAACTCTCACGGCGGCGACGACGACGACTCCACCTCTTCATCCTTCCACCACCACARCCGECGCCGTATTGARGLTC
GCITCAGTTCGTTGCTTCACCGRAARCCTAGTTCAATGTCACCGCTGLGAT TGGAACTCTCACGGCGGCGACGACGACGACTCCACCTCTTCATCCTTCCACCACCACARCCGCCGCCGTATTGRAGGTC

1631 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

GCITCAGITCGTTGCTTCACCGRAAACCTAGTTCAATGTCACCGCTGEGATTGGAACTCTEACGGCGGCGACGRCGACGACTCCACCTCTTCATCCTICCACCACCACARCEGECGCCGTATTGARGRTE

}E:EEEEEE}EEﬂTCCE'IYEREGRGRTCEUYCTRCEUBGERCTTEB“1ﬁﬁﬂGCEERBCERCGCEE'I11YEGTRGEGBRB"TGRREG1C[ﬂGTGETH:[GGTTGTERBGRRTRGEGMBRGGTGTH

TCACCGGTTGTCCATCCGTTCACGAGATCGT TTCTACCTTRGEACTTGATTTGAAGCCGARCEACGCGGTTTTCGTAGCGGARTT TGAAGGTCCGGTGLT TCCGGTTGTGARGRATAGGGATGAGGTLGTA
TCACCGGTTGTCEATCCGTTCACGAGATCGT TTCTACCTTGLEACTTGATT TGAAGCCGARCGACGCGGTTTTEGTAGCGGARTT TGAAGGTCCAGTGGTTCCGGTTGTGAR---TAGGGATGRGGTGTA
1 TTGTCCAT! T TCACGAGATCGTTTCTACCTT ACTTGATTTGAA ARCGA! TTTTCGTA ARTT TGAAGGT TGGT T TTGTGAR, il ATGAGGTGTA
1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
TGAACAGRTGGTGGAAGT TGRE TT CARAATGAATTGAGAT TCAATGATTGTTGTARTGATGTTGATGATTTGTTGTTAE T TCAGCARAC TCCGTTTACTTICTTTG
TGARCAGGTGGTGGAAGT TGO TT CARARTGAATTGAGAT TCAATGAT TGTTGTARTGATGTTGATGATTTGTTGTTGCT TCAGCARACTCCGTTTACTTICTTTG

TGRACAGGTGGTGGAAGT TGCGRAGAGGAAGRGGAATT TGGAGGARGAT CARAATGAATTGAGAT TCARTGRT TGT TGTAARTGATGT TGATGATTTGTTGTTGCT TCAGCARRCTCCGTTTACTICTTTG
TGARCAGGTBGTGGAAGT TGCGRAGAGGARGRGGAATT TGEAGGARGATCARARTGAATTGAGAT TCARTGRT TGT TGTARTGATGT TGATGATTTGITGTTGCT TCAGCARAC TCCGTTTACTICTTIG

1851 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 20490 2050 2060 2070 2080

CTTAATTTTTCGTCTGAGTTTGATGTTGGTGT TARGAGAARTRAGTAATGAT TATGGAAATGARTCTGGTCTTCTTCTTTGGGATCGTAATCCGTCGTATCARCCTCCTCAGRTTTGTTAATGEGTTTTTA
CTTAATTTTTCRTCTGAGTTTGATGTTGGTGT TARGAGAARTRGTAATGAT TATGGAAATGARTC TGGTCTTCTTCTT TGAGRATCGTAATCCGTCGTATCARCCTCCTCAGRTTTGTTAATGCGTTTTTA
CTTRAATTITTCGTCTGAGTTTGRTGTTGGTGT TARGAGARATRGTAATGAT TATGGAARTGARTC TGGTCTTCTTCTTTGGGATCGTAATCCGTCGTATCAACCTCCTCAGETTTGTTARTGEGITITTA
CTIAATTTTTCGTCTGAGTTTGATGTTGGTGT TARGAGAAATAGTAATGAT TATGGAAATGARTC TGETETTCT TTCT TGEGATCGTAATCCGTCGTATCARCCTCCTCAGETTTGTTAATGLGITITTA

CTTAATTTTTCGTCTGAGTTTGATGTTGGTGT TARGAGAARTAGTAATGAT TATGGAAATGARTCTGGT e TTCT Tk TTGEGATCGTAATCCGTCGTATCARCCTCCTCAGETTTGTTAATGCGTTITTA

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
TGTAACTTTTTTAGAT TARTARARCTTARGATATT TTATAATCTTTCTTATARATATATGTTTTTTAAGATARTARCAGTTTGTTITTTT RRTRTTTT
'lETHHETTT'lT'lHEﬂTTHHTRREETTHHERTRTTTTHTHH'II:TT—ETTﬁ'lHRRTHTHTET'lT'lTTHHEHTHRTF!HCHETT'lI.'v'lTTTTTTT-EREHGEHHERTRRTHETHET'IERHPIHEEERTRRTHTTTT
TGTAACTTTTTTAGAT TARTRARCT TAAGATATTTTATARTCTTTCTTATARATATATGT TTTTTAAGATARTAACAGTTTGTTTTTTT TAGTAGT RATATTTT
1ETHHETTTTT1HEHTTHHTHHHETTHHGHTHTTTTHTHHTE1TTETTHTHRHTHTHTETTT1TTHHEHTHHTHFII:HGTTTIHYTTTTTTTGHEHGEHHGHTRRI’HL TAGT AATATTTT
TGTAACTTTTTTAGATTAATARACT TARGATRTTTTATARTCTTLCTTATARATATATGTTTTTTAAGATARTAACAGTTTGTTTTITTT .GAGAGGARGATRATAGTAGT TGRRAAGGGATRAATATTTT

2211 2220 2230 2240 2260 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 1

RATTAGAAGCTTCTTCTAGARGC TGATCTAGRTTTTGCCATGETATATGARGTTTTGTTCCTTTCTTTGTGGT TAAAGTTTART TACAT TARGRCCCTAAGTCCTAGATCART TGACARAAA--TGCCGA
RATTAGARGCT TCT TC TAGARGE TGATCTAGRT T TTGCCATGGTATATGRAGTTTTGTTCCYTTCTTTGTGET TAAAGTT TARTTACAT TARGACCCTAAGTCCTAGATCART TGACARARRRATGCCGA
AATTAGAAGCTTCTTCTAGARGC TGATCTAGATT TTGCCATGGTATATGAAGTTTTGTTCCTTTCTTTGTGGT TAAAGTT TART TACAT TAAGACCCTAAGTCCTAGATCART TGACARAAA-=TGCCGA
AATTAGARGCTTCTTCTAGARGCTGATCTAGATT TTGCCATGGTATATGARGTTTTGTTCCTTITCTTTGTGGT TRAARGTTTARTTACAT TARGRCCCTAAGTCCTAGATCART TGACARARA—-TGCCGA
AATTAGARGLTTET TCTAGARGE TGATCTAGRTTTTGCCATGETATATGRAGTTTTGTTCCTTITCTTTGTGGT TRARGTTTARTTACAT TARGACCCTAAGTCCTAGATCART TGACARARR . , TGCCGR

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
1

AATTGTTAGGCCAGACACGGTGRCCGAGGTTTGARACTGGTTTCTCCAGTTGEATGTGTGTGRGT TTTCARTGETGATTGTCATTTGGTCTTTC TARAARRARGG TTTART TACAATACCAAGGTTTGAT
AATTGTTAGGCCAGACACGGTGACCGAGG TTTGAAACTGGTTTCTCCAGTTECATGTGTGTGAGT TTTCAATGETGATTGTCATT TGGTCTTTCTARAAARARGG TTTAATTACAATACCAAGGT TTGAT
HHTTGTTHGEEI:HEHCHCEGTEHEEEHEGTT1GHHHCTEGTTH:TECHGTTGEHTGTGTGTGRETTTTCHHTEETGHTTGTEHYTTGETCT1TI:THHHHHHHHEGTTTHHTTHEHRTHCCHHGETTTEHT

BATTGTTAGGCCAGAC
BRTTGTI’HEBE[RGRCHEEG‘IGRCCGﬂGG‘lY‘lGﬂﬂﬂCTEG‘IYTCI’CCHE‘IYBl:ﬁTGTGTE‘IGRGl’TI’TERR‘IGGTGRI’Tﬁ‘ll:BTI’TGGTEY‘IY[\’ﬂﬂﬂHHRRBGGTI’THHY‘IR[MTRCERRBGTTI’GHT

2471 2480 2430 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
1

GGAGT TTEGTATAGCAGARGGGET TAGACCGTGT GGCARACCARGGT TCARTTCTGGTCGAGRGAGARARCCTTGATTGCCAGTCAARTATTTTACAGAT TCACACAGTCGECATATTCGTGETEAT TGE
GGAGTTTGGTATAGCAGAAGGGET TAGACCGTGTGGCARACCAAGGT TCAATTCTGGTCARGAGAGARAACCTTGATTGCCAGTCAAATAT TTTACAGAT TCACACAGTCGGCATATTCGTGGTCATTGE
GGAGTTTGGTATAGCAGARGGGGT TAGACCGTGTGGCARACCRAGGT TCARTTCTGGTCARGRGAGARARCCTTGATTGCCAGTCAAATAT TTTACAGAT TCACACAGTCGGCATATTCGTGGTEATTGG
GGAGT TTGGTATAGCAGARGGGET TAGACCG TGTGGCARACCAAGGT TCAAT TLTGGTCGAGRGAGARARCLT TGAT TGCCAGTCAAATATTT TACAGAT TCACACAGTCGGERTATTCGTGGTEAT THG
GLAGTTTGGTATAGCAGARGGGET TAGACCGTGTGGCARAC CAAGGTTCARTTC TGGTCgAGAGAGARARCC TTGATTGCCAGTCARATATTTTACAGATTCACACAGTCGGCATATTCGTGGTEATTGE

JIGAACAGGTGGTGGAAGT TGCGARGAGGARGAGGAATT TGGAGGARGATCARARTGAATTGAEAT TCARTGAT TGT TGTARTGATGT TGATGATTTGTTGTTGCT TCAGCARACTCCGTTTACTICTITG

4- Résultats

96



4- Résultats

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
1 1

Jenalongb_pron ATCGAGATAGAACACTTCARATTTTARTGCARAT TTCCACATTTAGTGTICGGCARTGCCTTGARTAGTATTACCTCTGGT TGAGGGAARTTTCTTGGAARAGTGTTTAATGACTGATGGGTARATAATGA
DZA315.16_pron ATCGAGATAGAARCACTTCARATTTTARTGCARAT TTCCACATTTAGTGTTCGGCARTGCCTIGARTAGTATTACCTCTGGT TGAGGGARTTTCTTGGAARAGTGTTTAARTGACTGATGGGTARATAATGA
DZA45.5 ATCGAGATAGAARCACTTCAAATTTTAATGCARATTTCCACATTTAGTGTTCGGCARTGCCTIGAATAGTATTACCTCTGGT TGAGGGARTTTCTTGGARARGTGTTTAATGACTGATGGGTARATAATGA
F83005.5 ATCGAGATAGAACACTTCAAATTTTAATGCAAAT TTCCACATTTAGTGTTCGGCAARTGCCTIGARTAGTATTACCTCTGGT TGAGGGARTTTCTTGGAARAGTGTTTAARTGACTGATGGGTARATAARTGA
Consensus ATCGAGATAGAACACTTCAARTTTTARTGCAAAT TTCCACATTTAGTGTTCGGCARTGCCTIGARTAGTATTACCTCTGGTTGAGGGARTTTCTTGGARARGTGTTTARTGACTGATGGGTARARTARTGA

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
1 [}

Jenalongh_pron RATICGAGTARACTAGGCTGCATCGTTGGTCACTAGGGGAATGAGGTAGCAT TGACATGARRRTTTGGTTTATTITTCTTGTGATARTATATIAATAATGTATGATTTTGTTCTGARCTTTYACTTTIGTTA
DZA315,.16_pron ATTCGAGTAAARCTAGGCTGCATCGTTGGTCACTAGGGGAATGAGGTAGCAT TGACATGARRAT TTGGTTTATITTCTTGTGATARTATATIARTARTGTATGATTTTGTTCTGAACTTTIACTTTIGTTA
2A45.5 ATTCGAGTAAACTAGGCTGCATCGTTGGTCACTAGGGGARTGAGGTAGCAT TGACATGAARAT TTGGTTTATTTTCTTGTGATARTATATTARTARTGTATGATTTTGTTCTGAACTTTTACTTTIGTTA
F83005.5 ATTCGAGTARRCTAGGCTGCATCGTTGGTCACTCGGGGAATGAGGTAGCATTGACATGAARATTTGGTTTATTTTCTTGTGATARTATATTARTARTGTATGATTTTGTTCTGAACTTTTACTTTIGTTA
Consenzus  ATTCGAGTAAACTAGGCTGCATCGTTGGTCACT aGGGGAATGAGGTAGCAT TGACATGARRATTTGGTTTATTTTCTTGTGATARTATATTARTARTGTATGATTTTGTTCTGAACTTTTACTTTTGTTA

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990

Jenalong6_pron ATAGGCTTTTAGTTTTACTGGAATGARTTTTTCTCATTRGTTTCAGT TACCAGGACCATTTCACCTCCTTACCRGTCTTITGCTAGT TTACTGTTCCYCTCTTTCTGATRCTTGETTTAAGCTTAATTTTT
D2A315. 1G_pron ATAGGETTTTAGT TTTACTGGAATGARTTTT-CTCATTRGTTTCAGY TACCAGGACCATTTCACCTCCTTACCAGTCTTTGCTAGT TTACTGTTCCYCTCTITCTGATACTTGETTTAAGCTTAATTTTT
DB2A45.5 ATAGGCTTITAGTTYTACTGGARTGARTTTT-CTCATTAGTTTCAGTTACCAGGACCATTTCACCTCCTTACCAGTCTITGCTAGT TTACTGTYCCFCTCTTTCTGATRCTTGETTTARGCTTAARTTTTT
FB83005.5 ATAGGLTTTTAGTTYTACTGGAATGAARTTTT-CTCATTAGT T TCAGT TACCAGGACCAT TTCACCTCCT TACCAGTCTTTGCTAGT TTACTGTFCCFCTCTTTCTGATACTTGETTTAAGC TTAATTTTT
Consensus RATAGGCTTITAGTTITACTGGARTGAARTTTT .CTCATTAGTTTCAGT TACCAGGACCATTTCACCTCCTTACCAGTCTITGCTAGTTTACTGTTCCFCTCTTITCTGATACTTGETTTARGCTTARTTTTT

2991 3000 3010 3020 3030 3040 050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 120
1 1

Jenalongb_prom TTITTTGAAGATTGTTAATTGT TTGGT TATAGGG TAATGCAGGGT TGCAACARTCTCTTGARAARTACAATACTCCTACT TGACARTGAAAT TCGTCATTTTITATCTTAATGEATTGTCATCTTGCATT
DZA315.16_pron TTITTTGARGATTGTTAATTGT TTGGTTATAGGGTARTGCAGGGT TGCARCARTCTCTTGARAARTACAATACTCCTACT TGACARTGAAATTCGTCATTTTTTATCTTAATGCATTGTCATCTTIGCATT
BZ2A45.5 TTITTTGAAGATTGTTAATTGTTTGGT TATAGGG TRATGCAGGGT TGCARCARTCTC TTGARAARTACAATACTCCTACT TGACARTGAAATTCGTCATTTTTTATCTTAATGERTTGTCATCTTGCATT
F83005.5 TITTTIGAAGATTGITARTTGTTTGGTTATAGGGTARTGCAGGGT TGCAACAATCTCTTGARAARTACAATACTCCTACT TGACARTGAAATTCGTCATTTTITTATCTTAATGCATTGTCATCTTGCATT
Consensus  TTITTTGAAGATTGITAATTGTTTGGT TATAGGG TRATGCAGGGT TGCARCARTCTICTTGARAARTACAATACTCCTACT TGACARTGARATTCGTCATITTTTATCTTAATGERTTIGTCATCTTGCATT

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250
1 1

Jenalongb_pron  ATCATTTTGATAARCCATCTTATTTGCAGCTTTCTGTGAT TGCGTGATTGAAGAARRACCARCATATLET TTTATTCTCARTGTAARATCTCAGT TGAGATCTTGGARAATGTTGTTTTGTTTA
DZA315.16_prom ATCATTTTGATARCCATCTTATTTGCAGCTTTCTGTGATTGCGTGATTGAAGARARCCARCATATGLTGGARGAGCTTTATTCTCAATGTAAARTCTCAGT TGAGATCTTGGARAATGTTIGTTTTGTTTA
DB2A45_.5 ATCATTTTGATARCCATCTTATTTGEAGCTTTCTGTGATTGCGTGATTGAAGARARCCARCATATAL TGGARGAGCTTTATTCTCAATGTARAARTCTCAGT TGAGATCTTGGAARRATGTTGTTTTGTTTA
F83005.5 ATCATTTTGATARCCATCTTATTTGCAGCTTTCTGTGATTGCGTGATTGARGARARCCARCATATGCTGGARGRGCTTTATTCTCARTGTAAARTCTCAGT TGAGATCTTGGAARATGTTGTTTIGTTTA
Consensus ATCATTTTGATARCCATCTTATTTGCAGCTTTCTGTGATTGCGTGATTGARGARARCCARCATATGLTGGARGRGCTTTATTCTCAATGTARAATCTCAGT TGAGATCTTGGAARATGTTGTTTTGTTTA

3251 3260 3270 3280 3230 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380
1 1

Jenalongb_pron TCTITACCCITGTACCTTCTTITGARATATTTTITACCTGTCCT TAAGT TAGGGCCATT TARGGCCAT TGCATTTTTCACTCTGCATTART TGAGTTTATTACGGTGTACTGCTTEAACTARCATCATGATA
DZA315.16pron TCTTACCCTTGTACCTTCTTITGAARTATTTTTACCTGTCCTTAAGT TAGGGCCATTTAAGGCCAT TGCATTTTTCACTCTGCATTART TGAGTTTATTACGGTGTACTGCTTCAACTARCATCATGATA
DZA45.5 TCTTACCCTTGTACCTTCTTITGARATATTTTITACCTGTCCTTAAGTTAGGGCCATT TAAGGCCATTGCATTTTTCACTCTGCATTARTTGAGTTTATTACGGTGTACTGCTTEARCTARCATCATGATA
F83005.5 TCTTACCCTTGTACCTTCTTTTGAARTATTITITACCTGTCCTTAAGT TAGGGCCATT THAGGCCATTGCATTTTTCACTCTGCATTARTTGAGTTTATTACGGTGTACTGCTTEAARCTARCATCATGATA
Conzensus  TCTTACCCTTGTACCTTCTTITGARATATTTTITACCTGTCCTTARGT TAGGGCCATT TARGGCCATTGCATTTTTCACTCTGCATTARTTGAGTTTATTACGGTGTACTGCTTEARCTARCATCATGATA

3381 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3430 3500 3510
1 '

Jenalongb_prow TATGTTATARTTAGTCTTTGTACGTTTGTHCAGGTCTGGGATTTTCARTTACAGAARRTCARGAGATATGACATATGATGGTGTAGAARATGC TTCCTTATCGAT TCCARAATCATTACARGATGTGCACA
DZA315,16_pron TATGTTATARTTAGICTTTGIACGTTIGTACAGGTCTGGGATTITCARTTACAGARATCARGAGATATGACATATGATGGTGTAGAARATGCTTCCTTATCGAT TCCARART CATTACARGATGTGCACA
ZA45.5 TATGTTATARTTAGICTTTGTACGTTIGTOCAGGTC TGGGAT TTTCART TACAGARATCARGAGATATGACATATGATGGTGTAGAARATGC TTCCTTATCGAT TCCARARTCAT TACARGATGTGCACA
F83005.5 TATGTTATAATTAGTICTTTGTACGTTIGT( ERGETETGEERTT'lTERRTlﬂERERﬂﬂTEﬂRGHEBTRTEREHTPITGHTGGTETRGHHRHTGET'I'EC'I'TRTEGF!TTI.'.EﬁﬂHRTERTTRERHEHTETGEREH
Consensus  TATGTTATAATTAGTCTTTATACGTTIGT

3511 3520 3530 3640 3550 3560 as70 3580 3590 3600 3610 3620 3640

! 1

Jenalongb_pron | ATATGARTTGCTCAACACTTGGTGATGA TCTATCARGARATGTARGCCATTCT AGATAGTAGTTTTITCARTTCGTGCTAATTTATARTATAGARARAGT TGGAAC TICTG
D2A315.16_pron | ATATGARTTGCTCAACACTTGGTGATGA T CARGAAATGTARGCCATTLT AGATAGTAGTTTTTCARTTCGTGCTAATTTATARTATAGARARAGT TGGAAC TICTG
DZA45.5 | ATATGARTTGCTCAACACTTGGTGATGA Tc C i ARGACATTCT AGATAGTAGTTTTTCARTTCGTGCTAATTTATAR TTGGAAC TTCTG
F83005.5 | ATATGARTIGCTCARCACTTGGTGATGA TCTATC ARGCCATTCT AGATAGTAGTTTTTCARTTCGTGCTAATTTATAR TTGGAAC TGC TTCTG

[® CAACACTIGOTGATGH IC Ln&ﬁﬂﬂm AAGeL) or AGATAGTAGTTTTTCARTTCGTGCYARTTTATAR T AAC TGL ITcre

3641 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770

1

Jenalongb_pron  AGGG ARTCTTARATT TTGGCGTCTGGA-TTETARCACACTTARCAAT TTTTCTGGCAT TAAT TCAARCT TTTARTATGGTACGCACATGCGCTCTCT TACTATGTGCATCTCTGAGCT TAATGT

DZA315.16_pron AGGGAARATATARTCTTARATTTTGGCGTCTGGA-TTCTAACACACTTAACAATTTTTCTGGCATTAATTCARCTTT TARTATGGTACGCACATGCGCTCTCTTACTATGTGCATCTCTGAGCTTAATGT
DB2AA5.5 RAGGGAARATATARTCTTARATTTTGGCGTCTGGAAT TCTAACACACTTARCARTTTTTCTGGCATTAARTTCAACTTTTARTATGGTACGCACATGCGCTCTCTTACTATGTGCATCTCTGAGCTTAATGT
F83005.5 RAGGGAARATATARTCTTARATTTTGGCGTCTGGAAT TCTAACACACTTARCART TTTTCTGGCATTARTTCAACTTTTARTATGGTACGCACATGCGCTCTCTTACTATGTGCATCTCTGAGCTTARTGT
Consensus  AGGGAARATATARTCTTARATTTTGGCGTCTGGAAT TCTAACACACTTAACARTTITTCTGGCATTARTTCAACTTTTARTATGGTACGCACATGCGCTCTCTTACTATGTGCATCTCTGAGCTTRATGT

3771 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
1 1

Jenalongb_pron ATTAGGARTCACCARARGTCTACCARGGART TAATACTACCCTACTACTTIGTCARTTGCTGTARAGTGAGAGTCATTGGATTGCAARCTRTTT TTTGATTRAARATGGT TGAGTGGATGATGCA
DZA315.16_pron ATTAGGAATCACCARARGTCTACCARGGAATTAATACTACCCTACTACTTGTCARTTGCTGTARAGTGAGAGTCATTGGATTGCAARCTGTTTAAGGARATTTGAT TARAATGGTTGAGTGGATGATGCA
D2A45.5 ATTAGGARTCACCARAAGTCTACCARGGAATTAATACTTCCCTACTACTTGTCARTTGCTGTARAGTGAGAGTCATTGGATTGCAAACTGTT TARGGARAT TTGAT TARAATGGTTGAGTGGATGATGCA
FB3006_5 ATTAGGAATCACCARAAGTCTACCAAGGARTTARTACTACCCTACTACTTIGTCAATTGCTGTAARGTGAGAGTCATTAGATTGCAAACTATT TARGGAARTTTGAT TARAATGGT TGAGTGGATGATGEA
Consensus ATTAGGAATCACCAARRAGTCTACCAAGGARTTAATACTaCCCTACTACTTIGTCAATTGCTGTAARGTGAGAGTCATTGGATTGCARACTGTTTARGGAARTTTGAT TARAATGGT TGAGTGGATGATGCA

3901 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 annn 4010 4020 4030

Jenalongb_pron  AAGGCATAGTGACTCTGCATCATTGATTCARGCTCTCTAATGCARGGACTT TGATGGARTATACARATGTTATATTCTATTARTATACTAGTATGAGGTTCTGAACATITTTATTATAATGARATCTTGA
DZA315.16_pron AAGGCACAGTGACTCTGCATCATTGATTCARGCTCTCTAATGCAAGGACTTTGATGGAARTATACARATGTTATATTCTATTARTATACTAGTATGAGGTTCTGAACATTTTTATTATAARTGARARTCTTGA
DZA45.5 AAGGCATAGTGACTCTGCATCATTGATTCARGCTCTCTAATGCAAGGACTTTGATGGARTATACARATGTTATATTCTATTARTATACTAGTATGAGGTTCTGARCATTTTTATTATARTGARATCTTGA
F83005.5 AAGGCATAGTGACTCTGCATCATTGATTCARGCTCTCTAATGCAAGGACTTTGATGGARTATACARATGTTATATTCTAT TARTATACTAGTATGAGGTTCTGAARCATTTTTATTATARTGARATCTTGA
Conzenzus  AAGGCALAGTGACTCTGCATCATTGATTCARGCTCTCTAATGCAAGGACTTTGATGGAATATACARATGTTATATTCTAT TARTATACTAGTATGAGGTTCTGARCATTTTTATTATAATGARATCTTGA

4031 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4aLoo 4110 4120 4130 4140 q150 4150

Jenalongb_promn HTTTTTETITTTHHHHHHHHHHH EHHTTTTGHHHHHGRHHETIEEGTEGETTTHHTHGETiTEHHHHEEHH“EETHTHEHTHEHEHCHHHHETHTGEECETREHTTGETTHEﬂTTCHHIETHEHGHETT

D2A315.16_prow ATTTTICTITTTAAF TTGCGTGGGTTTARTAGCTT TGARARGGARACC TRATACATACAGACARRACTGTGGGCCTRCATTGCTTTGATTCARTGTACAGAGTT

BZ2A45.,5 ATTTTTICTITT TTIGCGTGGGTYTTARTAGCTF TGARARGGARACC TATACA TACAGACARAACTGTGGGCCTRCATTGCTTTGATTCARTGTACAGAGTT

F83005,5 ATITTTICTITTTARRAARARRAA- EﬂﬂTTTTGRHHRHERHRGT'lﬁEETEGETTTHRTHGETiTﬁRHRREERHﬂCETRTRCHTHEREHEHHRHETETGEEEETREHTTECTTTERTTEHHIETREHGHETT

C ATTTTTCTITTT LCAATT TIGCGTGGGTTTARTAGCTTT CTATACATACAGACARARACTg TGGGCCTRCATTGCTTEGATTCARTGTACAGAGTT

4161 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 42510 4260 4270 4280 4230

1 1

Jenalongb_prom CACAT AATAGAGGTCGGCARGATTTTATT ATTCATAGCAAATC TTCCARCTTTCTTTGTACCTAGT TCAACATTAARAGT TACARCAACTGCACCGTTAAGTGTTAGATAARTAT

DZA315.16_pron CACAT AATAGAGGTCGGCARGATTTTATT ATTCATAGCARATCTFCCAACTTTCTTTGTACCTAGT TCAACATTAARGCTACARCAACTGCACCGTTAAGTGTTAGATARTAT

5.5 CACAT ARTAGAGGTCGGCARGATTTTATT ATTCATAGCARATCTFCCARCTTTCTTTGTACCTAGT TCAACATTAARGCYTACARCAACTGCRCCGTTRAAGTGTTAGATARTAT

F83005.5 CACAT ARTAGAGGTCGGCARGATTTTATT ATTCATAGCAAATCTFCCARCTTTCTTTGTRCCTAGT TCAACATTAARGCTACARCAACTGCRCCGTTRAAGTGTTAGATARTAT

[ CACAT ARTAGAGGTCGGCARGATTTTATT ATTCATAGCARATCTFCCARCTTTCTTTGTACCTAGT TCAARCATTAAAGCTACARCAARCTGCRCCGTTAAGTGYTAGATARTAT

4291 4300 4310 4320 4330 4390 4350 4360 4370 4380 4330 4400 4410 4420

1 H

Jenalongb_pron ATTATATTATTATARGCACTATTTCCACATGATTTAGCCTTTATTTACTACATTGTCATATATTTCTGTCTTIGTTTGGTTTATCTATAGGGARCCAGTGCTTGACCARTTGTTTGTCTTIGCARRATT|G

DZA315.16_prom ATTATATTATTATARGCACTATTTCCACATGATTTAGCCTTTATTTACTACATTGTCATATATTICTGTCTTIGTTTGGTTTATCTATAGGGAACCAGTGCTTGACCARTTGTTTIGTCTTTGCARAARTT|G

DZA45.5 ATTATATTATTATARGCACTATTTCCACATGATTTAGCCTTITATT TACTACATTGTCATATATTTCTGTCTTIGTTTGGTTTATCTATAGGGAACCAGTGCTTGACCAARTTGTTIGTCTTTGCARAATT|G

F83005.5 ATTATATTATTATARGCACTAT TTCCACATGATTTAGCCTTTATTTACTACATTGTCATATATTTCTGTCTTIGTTTGGTTTATCTATAGGGAACCAGTGCTTGACCAATTGTTIGTCTTIGCARAATTTG
Consensus ATTATATTATTATARGCACTATTTCCACATGATTTRAGCCTTTATTTACTACATTGTCATATATTTCTGTCTTGT TTGGTTTATCTATAGGGARCCAGTGCTTGACCAATTGTTIGTCTTTIGCARARTT

4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550
' '

Jenalongb_pron | CAGAATCARTCGGATCAGTCATCATCAAGCCATGTGARGARGARAGTAGAAAGCARCAARGARARC TAGAGATGGGTTGTCTTCTGAGTCCAARAT TGAT TGARTCCATAACATACAGTGGCGCCGACAGTG
DZA315,16_pron | CAGAATCARTCGGATCAGTCATCATCAAGCCATGTGARGAAGARAG TAGAARGCARCARGARARC TRGAGATGGGTTGTCTTCTGAGTCCAART TGAT TGARTCCATAACATACAGTGGCGCCGACAGTG
2A45.5 | CAGAATCARTCGGATCAGTCATCATCAARGCCATGTGAAGARGARAGTAGAAAGC ARCARGARARC TAGAGATGGGTTGTCTTCTGAGTCCAART TGAT TGARTCCATARCATACAGTGGCGCCGACAGTG
F83005.5 | CAGAATCARTCGGATCAGTCATCATCAAGCCATGTGAAGAAGARAG TAGAAAGCAARCARGARAAC TAGAGATGGGTTGTCTTCTGAGTCCAAATTGAT TGARTCCATARCATACAGTGGCGCCGACAGTG
Consensus | CAGAATCAATCGGATCAGTCATCATCAAGCCATG TGARGAAGAARG TAGAAAGCARCARGARAAC TAGAGATGGGTTGTCTTCTGAGTCCARATTGAT TGAATCCATARCATACAGTGGCGCCGACAGTG

4551 4560 4570 a5sgn 4530 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 468

Jenalongb_pron THCCRGTTﬂTEGHHCRTCTTITGRETGEGRETGRRRHTGTTRECHRCRTHRRTEECRHGHT"RECT ACAC TGCERTETTRCGI: TAC TC
D2A315.L6_pron | TACCAGTTATGGAACATCTTTTGAGTGGGAG TGAARATGT TAGCARCATARATGCCAAGAT FAG!
DBZA45.5 THtl:HGTTHTGGHHEHTETTiTGRETGEGRETGHRHH1GTTHGCHHCRTHHHTEEEHHGHTiHGETTGGRHE&ECHCHCHHGEHHTHGHEGEGRTGEERTETI‘HCGETHCHREGHGRHGHHGRHHHETE 1
F83005.5 | TRCCAGT TATGGARCATCTTITGAGTGGGAG TGAAAARTGT TAGCAARCATAAARTGCCARGATTAGC T TGGARGAGCACACAAGGAATAGGGGGGATGCTATGTTACGG TRCARGGAGARGAAGAARRRC TCI
Consenzus ACCH A A A f i 2 f i
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q681 4650 4700 4710 4720 q4730 4740 4750 4760 A7 70 4780 4790 4BO0 4810
1 1

JenalongB_pron AAGGTACTATTTCAARTTTTCATGTACTATATGARATGTCATAAGCAARATACARATCAARTATATATATATA-—GAAARCCTATACGATTACTTATCCAAAATAGAAT GAT TGGGGTGGCCAARCTATAAARARR
DZA315.16_pron AAGGTACTATTTCAARTTTTCATGTACTATATGAAATGTCATAAGCARATACARATCAARTATATATATATATAGAAACCTATACGATTACTTATCCAARAATAGAATGAT TGGGGTGGCCARCTATAAAARRR
0ZA45.5 AAGGTACTATTTCAATTTTCATGTACTATATGAAATGTCATAAGCARATACARATCAATATATATATATATAGARACCTATACGATTACTTATCCAAAARTAGAATGAT TGGEGTGGCCAACTATAARAAAA
F83005.5 AAGGTACTATTTCAATTTTCATGTACTATATGAARTGTCATAAGCARATACARATCARTATATATATATA--GAARACCTATACGATTACTTATCCARARTAGAATGAT TGGEGTGGCCAARCTATAARARARA
Consensus AAGGTACTATTTCARTTTTCATGTACTATATGAARTGTCATAAGCARATACARATCARTATATATATATA, .GAARCCTATACGATTACTTATCCARARTAGAATGAT TGGGGTGGCCARCTATARARRA

4811 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4830 4900 4910 4920 4930 4340
1 '

Jenalongb_pron TAAARARTGTAARTATARAATTGAARCCCCAAGT TRARARATAATAACACACT TGGARTATGCACTTATGTGCTTATTTTGAAARGTATCACATTTTATCTTTAGT TTARAGT TGTGGCATCGARCK TTGCACH
D2A315.16_pron TAAARARTGTAARTATAARARTTGAACCCCAAGT TRARRATAATAACACACT TGGRATATGCACTTATGTGCTTATTTTGARAGTATCACATTTTATCTTTAGTTTARRGT TGTGGCATCGARCK TTGCACA
2A45.5 TAAARARTGTARTATARARTTGAACCCCAAGT TARARATARTAACACACT TGGARTATGCACTTATGTGCTTATTTTGARAGTATCACATTTTATCTTTAGT TTARAGT TGTGGCATCGARCK TTGCACA
F83005.6 TAAARAATGTAATATARARTTGAACCCCAAGT TARRRATARTAACACACT TGGARTATGCACTTATGTGCTTATTTTGAARGTATCACATTTTATCTTTAGTTTAARAGT TGTGGCATCAAACK TTGCACA
Conzensus  TAAAARATGTAATATARRATTGAACCCCARGT TRAAARATARTARCACACT TGGARTATGCACTTATGTGCTTATTTTGAARAGTATCACATTTTATCTTTAGT TTARAGT TGTGGCATCgAACETIGCACA

494l 4950 4960 4970 4380 4990 5000 5010 5020 5036033

Jenalong6_pron | GGTTTGACAAGCACATTCGCTATGARTCARGGAAGGCTAGGGCT GATACGAGARAGAGAGT GAGAGGGCGATT TGT TARGGCAAC
02ﬂ315.égﬁp;og G6T TTGACARGCACATYCBCTATGAATCARGGARGEC TAGGLCTGATACGAGRRAGAGR GF GAGASGECGATTGT TRAGGCARC
q

. GGTTTGACAAGCACATTCGCTATGAATC TAGGGCTGATACH ATTTGT TAAGGCARC TGATG
F83005.9 EGTTT[iHEHHECHEHTICEETHT[iHHTEHHEBHHEECTHE[iEETEHTHEEHEHHHEHEHETEHEHEGEEGH1TTETTHHEECHHCTEHTGHTI
[ GGITTGACARGCACATTCGCTATGRATE TAGGECTGATACGAGARAGAGAGT GAGARGGCGATT TGT TRAGGCARCt sate

Figure 25 Alignement (logiciel Multalign) des séquences gaéigues pour Jemalong6,

DZA315.16, DZA45.5 et F83005.5 et les séquencemptices (-1400pb du codon ATG) de
Jemalong6 et DZA315.16 pour le géne MtCO. La boR&A est représentée par un cadre vert,
les exons par un cadre noir et le codon ATG par flawhe. La boite 3'UTR s’étend de la
position 5 042 a 5196pb, soit, sur le BAC de laitpms 77 651 a 77 805pb. La boite 5’UTR est
représentée par un carré bleu.
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TATA

TATA

ARN Pol I

TATA

Protéine régulatrice

Figure 26 Modele schématique d’assemblage de la machinesaléd de transcription. Une
succession d'étapes met en jeu des éléments dwf@omI’ARN polymérase |l et des facteurg

généraux de la transcription. La premiére étapecesstituée par la fixation du facteur de

transcription TFIID (D) sur la boite TATA. Le facte TFIIA (A) stabilise I'association
TFIID/boite TATA. Puis le facteur TFIIB (B) se fixaur le facteur TFIID fixé sur la boite TATA.
TFIIB recrute 'ARN polymérase 1l et le facteur TFI(F). Les facteurs TFIIE (E) et TFIIH (H)
se fixent, suivis par des facteurs supplémentaicesplétant le complexe de transcription. L
facteur TFIIH présente une activité protéine kind$ee phosphorylation de I'ARN polymérass

est réalisée sur la plus grosse sous-unité deyfeaziche en sérine et en thréonine (partie C
terminale). La phosphorylation sur sites spécifiqgdéclenche le début de la transcription. De
plus, arrivée au bout du promoteur, 'ARN polymérds doit étre libérée du complexe des

facteurs de transcription généraux pour démarrémralascription. La phosphorylation d'une de;
sous-unités de I'ARN polymérase est indispensaldar pdéplacer I'enzyme du complexg
d’initiation de la transcription. Tiré de (Lewin @0).
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D

\
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La configuration prédite 2D de cette protéine ingigleux domaines conserves :
0] un domaine en forme de doigt de zinc sur les 5thigms acides aminés. Le motif tire
son nom de la boucle d’acides aminés qui dépassstelule liaison de l'ion zinc.
L’ion Zn?* sert & stabiliser le motif sous forme de doigttype de domaine intervient
principalement dans les interactions protéine-pmeté
(i) un domaine CCT spécifique des végétaux. Ce coutif (d® acides aminés) présent
en fin de séquence protéique est trouvé en gramcbre dans les protéines des
plantes. Il est riche en acides aminés basiques &t appelé motif CCT pour sa
découverte chez CO, COL, TOC1. Ce motif CCT contiere localisation nucléaire
prédite. Les mutants TOCL1 ont été identifiés darsetonde moitié du motif CCT.
La structure 2D de la protéine de MtCO présenté eepifs en hélice alpha et 22 feuillets
béta reliés entre eux par 28 boucles (Figure 27).

10 z0 20 40 =) &0 70
| | | | | | |
MeFPCDYCDTRSAVLTCEPD S AKLCLYCDOHVHS ANALALFHYREFQICONCEND AASVRCF TENLVOCHE
=111 =1=1-] hhbhhhhhhheseass saCas =1=1-Yaful-1
COWNEHGEDDDD S TS S S FHHHNERRIEGLTGCPAVHEIVS TLZLD LEPNDAVFVAEFEGPVVPVWERNED E
EEEELE] hhhh-oesesses EEEEL] EEEEL] P
TYEQUVVEVAEREFNLEED QNELRFND CCHD VDD LLLLOQQTPFTELLNF S S EFDVCVERNEND YCNEEGLL
hhhhhhhhbhhhhhhhhhhheeeee hhhhhh ELLT] =11
LD PNPEYPPOFNY IETLEP REIDENAETIVREPD TV TEVID FQLOESEDMTYD GV ENASLETPESLODVH
=] SEEECCEEEEERREREE 2o
NMNCETLGDD ILSENNQSD QS s S S HVEFEVESNEETPDCLESESELTIESTITY S CAD SV PVMEHLLSGSEN
see hhhhbhhhbhb EEEEETET] EELEEE]
WENINAKISLEEHTENEGDAMLPYEEEFETRRFDEHIRYESPEARADTRERVEGRFYEATDDIQEG
hhhhhhhhhhbbhblhhbhlhlhhhhhbhhb hhhhhhbhhhhhhhhbhhhbhbhcocessecasses

Sequence length - 416

Hélipe alqha {Hh! - 95 is  23.08%
Feuillet béta {Ee) : 102 i= 24.52%
Boucle (pas de structure particuliere) -y - z158 is EZ.40%

Figure 27 Structure 2D de la protéine prédite de MtCO

La structure 3D présentée en Figure 28 est réaisele domaine en doigt de zinc a partir
des bases de données internationales des proétudiées en cristallographie (logiciel en
ligne Cn3D).
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Figure 28Modélisation 3D du domaine en doigt de zinc dert&téine MtCO

Quatre groupes de CONSTANS (COLa a COLd) ont ététdalans la bibliographie chez
M. truncatula(Hecht et al. 2005). La séquence d’ADNc de Jengam €té comparée a
quatre séquences caractéristiques de ces diffggemipes dans un arbre phylogénétique
(Figure 29).

ADNC_RMtCO
TC86982_COLa

[ TC87753_COLb
' TC78669_COLc
TCBE293_COLd

Figure 29 Arbre phylogénétique comprenant les séquencest@OMa, MtCOLD,
MtCOLc, MtCOLd et MtCO

MtCO sur le chromosome 7 appartient au groupe CQuiagontient MtCOLa (TC86982)
et PsCOLa. Ces séquences sont proches des genes@aQ / COL2 cheA. thaliana

4- 5- MtFTa et MtFTc ne présentent aucun palghisme de séquences, que ce soit
dans I'ADNg ou I'ARN. Le séquencage de MtFTb révete insertion exonique de 2 pb
chez DZA315.16 qui entraine un codon STOP et dorcpuotéine tronquée a 123 acides
aminés au lieu de 131. MtFTLa, MtFTLb et MtFTLc eotlpour une protéine RKIR&f
Kinase Inhibitor Proteii
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Les protéines RKIP inhibent la phosphorylation ’actlvation d’autres protéines en

interrompant la formation de certains complexesedt également possible que les
protéines RKIP aient d’autres fonctions comme seafleine molécule d’échafaudage qui
soutient l'activation de cascade de genes danaicest circonstances ou localise cette
cascade a une organelle spécifique (Chetoui 20@53odon STOP présent chez MtFTLb

pourrait rendre sa protéine RKIP non-fonctionnéfigiure 30).

1 25 S0 5 100 125 130
[ | | 2 L L L | | | 1 I L L L | | | 2 L L L | | | 1 ] (b)

Figure 30 Domaine RKIP de la protéine MtFT : (a) MtFTLa et
MtFTLc ; (b) MtFTLc avec une séquence protéiquadieee

La structure secondaire se compose de sept h&ipbs, douze feuillets béta. Cette
protéine MtFT est visualisable (prédiction) dans saégralité en 3D dans la Figure 31.

Figure 31 Structure 3D de la protéine MtFT prédite par [gdael Cn3D
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Les promoteurs de ces trois genes n'ont pas éteeregs. L'absence d’EST propres a ces

trois genes dans les bases de données internaBoms permet pas de prédire
I'expression spécifique de MtFTLa, MtFTLb ou MtFT.Lc
6- L’ADNc de MtFD a été séquence en partie (130 pleelgis positions 808 et 938 pb du

gene) et ne révele aucun polymorphisme de séquenieJemalong6 et DZA315.16.

Le bilan des séquences est présenté dans le Tabedia position des exons dans les génes
MtPKS et MtFD sont prédits par le logiciel IMGAG @bnt pas pu étre verifié. MtCO, MtFTLa,
MtFTLb et MtFTLc ont un découpage introns - exoffe@ué a partir du séquencage de 'ADN

génomique et de '’ARNm pleine longueur. MtPKS nesggmle pas d'intron, la longueur de la

séquence génomique est équivalente a la longuellABBIM. Les trois MtFT présentent des

différences importantes de longueur d’ADN génomi¢h@&8, 1704 et 2139 pb). Ces différences

sont moins importantes pour TARNm entre MtFTa efFVic. MtFTb a une longueur d’ARNmM

inférieure aux deux autres copies.

Tableau 25Positions des génes candidats sur les BAC, lomglesigenes avec le découpage en
exons et la longueur de ’TARNmM

Exons

Nombre

Position Longueur
(pb) ARNmM (pb)

BAC

\ . . Longueur

Géne Numéros Position (pb) ADNg (pb)
MtPKS  AC149134 161253 -162749 1496
MtCO AC133780 50126 - 53771 3645
MtFTLa AC123593 10132-11836 1704
MtFTLb  AC123593 30118 - 30706 588
MtFTLc AC123593 41468 - 43607 2139
MtFD AC149134 109454 - 112188 2734

1-1496 1496
1-577 1003
1325 - 1468

2321 - 2582

2832 - 2854

1-203 533
247 - 310

415 - 457

961 - 1186

1-206 396
291 - 354

456 - 583

1-194 520
456 - 519

647 - 689

1867 - 2088

1-979 1059
2654 - 2734
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4.3 Expression de quelques génes candidats de la date de
floraison

Les six genes décrits ont été étudiés pour leuresspn sur les lignées Jemalong6 et
DZA315.16, cultivés en photopériode courte (12Lle)but est de relier la difféerence de floraison
observée entre Jemalong6 (précoce) et DZA315.16iflta celle du taux d’ARNm transcrits

pour chaque géne candidat.

Le niveau d’expression des genes candidats séleésopar étude bio-informatique et analyse de
séquence a été déterminé par RT-PCR semi-quavditdtous les prélevements ont été effectués
entre 9 et 11 heures du matin, soit aprés 1 a Rselleclairement. Les conditions optimales de

RT-PCR semi-quantitative sont présentées danstkeda 26.

Tableau 26Parameétres optimum pour I'amplification par RT-P§&Rni-quantitative des génes
candidats sélectionnés a I'intérieur de I'intergalke confiance du QTL

Nom du Taille de
Numéro d’accession géne Ta (°C) ['\(/Irga)ﬂ Nocr;l(l‘:nlreesde I'amplicon (pb)

AC123593 3.2 MtFTLa 55.2 1.5 - 507
AC123593 7.2 MtFTLb 57.3 3.0 35 255
AC123593 9.2 MtFTLc 63.2 2.0 - 503
AC133780_7.1 MtCO 53.5 3.0 31 1268
AC149134_39.2 MtPKS 56.0 3.0 35 369
AC149134 18.1 MtFD 57.3 3.0 35 103

MsC27 MsC27 53.0a58.0 1.543.0 32 311

La technique met en ceuvre deux couples d’amoreegene candidat et le gene témoin MsC27.
L'utilisation du gene MsC27 en tant que témoin diveau d’expression s’est avérée
techniguement tres avantageuse. En effet, ce gé&semde des conditions d’amplification trés
flexibles avec une température d’hybridation de®raes comprise entre 53 °C et 58 °C et la
possibilité de I'amplifier dans une gamme de cotregions en MgGl comprises entre 1.5 et

3 mM avec un bon niveau d’amplification et de spété. Ces caractéristiques ont permis
d’'amplifier MsC27 avec l'ensemble des genes sélpnts et ainsi de réaliser un suivi

d’expression semi-quantitatif des genes sélect®nné
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A l'aide d’un outil informatique, un rapport d’exgssion est établi sur photographie d’un gel

d’agarose par comparaison du nombre de pixels déatgene cible et le géne témoin pour

Jemalong6 et DZA315.16. Cette opération permebdé&anter le niveau d’expression de chacun

des deux parents. La mise au point des paramédresimordiale pour I'analyse informatique.

(i)

(ii)

étude transcriptomigue des génes MtFTLa et MtFTtes deux génes n’ont pas pu
étre amplifiés sur ADNc pour une raison inconnuecet malgré l'utilisation de
différents couples d’amorces qui étaient opéragtsisur ADNg. Soit ces genes ne
s’expriment pas aux stades et dans les organegsésalsoit leurs ARNm ont été
dégradés avant la rétro-transcription ;

étude transcriptomigue des génes MtPKS, MtFD et TMHE aucune variation

significative de I'expression de MtFD ou de MtFThla pu étre mise en évidence
dans les différents types d’échantillons étudie?H$ montre une Iégére diminution
de son niveau d’expression dans les feuilles pesirstades avant floraison et apres
floraison chez DZA315.187(< 0.05). Cette légére variation n’a pas été olisechez
Jemalong6. Excepté dans le cas des feuilles pedeidloraison ou une expression
significativement plus forte de MtPKS chez Jematbagété détectéd® (< 0.05), le
niveau d’expression de ces trois genes s’est andi&ire entre les deux lignées dans

tous les organes et a tous les stades de prélevéiangure 32) ;

15 20
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Figure 32 Expression du gene MtPKS (durée du jour 12 heures)
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(iii)

4- Résultats

étude transcriptomique du gene MtC®©hez Jemalong6, une diminution nette de

'expression de ce géne a été observée entre lesgitons prélevés avant floraison
et ceux prélevés a floraisoR € 0.05), son expression ne variant plus dans leliefe

a la fin de la floraison. Au contraire, chez DZA3I& alors que I'expression de
MtCO reste stable jusqu’a la floraison, celle-cgaente significativement en fin de
floraison @ < 0.05). Dans les échantillons de fleurs, aucuneiat@n
significativement différente de I'expression de M@’a pu étre enregistrée quelle
gue soit la lignée étudiée. L'expression de ce gesk apparue similaire entre
Jemalong6 et DZA315.16 dans les échantillons dardleLa comparaison de
I'expression de ce géne chez les deux lignéeséasad permis de mettre en évidence
des niveaux d’expression significativement diffésetians les échantillons de feuilles

prélevés avant floraiso? < 0.05) (Figure 33).
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Figure 33 Expression du gene MtCO (durée du jour : 12 hgures

En effet, dans ce type d’échantillon, il a pu @bservé une expression deux fois plus
importante de MtCO chez Jemalong6 par rapport a Z15A1L6. Cependant, le géne
CO est décrit dans la bibliographie pour avoir @x@ression cyclique durant la
journée (dégradation de son ARN pendant la nuitin Ae confirmer la piste de ce

gene candidat, I'étude de son expression sur wmaée a été réalisée.
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L’étude transcriptomique de MtCO sur une journéé/{2/2007) a partir de cing points de
prélevement permet d’observer les differences desgon entre les deux lignées Jemalong6 et
DZA315.16. Les prélevements ont été effectués emen@&mps chez Jemalong6 et DZA315.16
avant la réalisation de la RT-PCR semi-quantitativeeprofil d’expression suit une courbe chez
les deux lignées avec un pic d’expression 12 heapegs le lever du soleil, c’est-a-dire a
18 heures 30. Malgré une forte variabilité d’expras, des différences du taux d’expression de
MtCO sont visibles entre Jemalong6 et DZA315.1@&sp@r et 8 heures de jolr £ 0.06). Douze
heures apres le lever du soleil, une difféerencapission significativement plus importante de
MtCO est observée chez Jemalong6 que chez DZA31®.X6 0.05) (Figure 34). En fin de
journée (22 h 30), le niveau d’expression a dimiohéz les deux lignées mais reste plus élevé
pour DZA315.16. Il semble donc que la différencepdécocité entre Jemalong6 (précoce) et
DZA315.16 (tardif) soit imputable au géne canditld€CO, inducteur de la floraison. En effet,
son expression plus élevée pour Jemalong6 que DZABIpourrait induire une floraison plus

précoce chez Jemalong6.
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Figure 34 Expression de MtCO sur une journée (24/07/2007)
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5 DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

5.1 Effet de la photopériode sur la date de floraison

L’altération de la date de floraison en réponse @hlotopériode correspond aux interactions entre
les signaux environnementaux et I'horloge circad@(rythmes endogénes ayant une période de
24 heures) (Hayama and Coupland 2004). Meslicagoannuelles sont connues pour étre des
plantes vernalisables de jours longs (ClarksonRumkell 1975). En chambre de culture avec des
photopériodes variant de 12.2 a 16 heures et unpémture entre 15 et 21.3 °C, (Moreau et al.

2007) ont montré que la photopériode a un impaotnri sur la date de floraison de Jemalong6
comparée a l'influence de la vernalisation (4 °Qligés de 1 a 21 jours selon les expériences).
D’autres auteurs ont observé que l'effet de la aksation sur la date de floraison de Jemalong

est plus important en conditions de jours longssma’il peut devenir secondaire par rapport a

I'effet de la photopériode chez d’autres génoty@dsbaud et al. 2006).

La date de floraison influence la possibilité daliser un cycle complet de reproduction. La
photopériode varie selon la saison et la latituéleggaphique. Elle génére des changements dans
la morphogenése des plantes car la réponse a ke diuw jour et de la nuit représente
implicitement I'énergie lumineuse totale (Thomasl afince-Prue 1997). Peu de connaissances
étaient disponibles sur l'effet de la durée de letppériode sur la date de floraison chez
M. truncatulg ainsi que la part de la variation génétique pmite réponse a la photopériode.
Dans cette étude, la date de floraison des huig&g deM. truncatula (provenant du bassin
Méditerranéen et d’Australie) est plus précoce aurg longs qu’en jours courts. De plus, la
morphologie des plantes est fortement altérée. @aontre nettement que la durée de
photopériode, qui correspond ici uniquement a taguion de la longueur du jour (changement
de cycle jour / nuit), est dune grande influenag $¢ développement phénologique et
morphologique des plantes. Une interaction sigaiifi@ entre lignée et photopériode a été
observée : la date de floraison est plus accélgaéeune durée longue de photopériode pour

F83005.5 et Jemalong6 que pour les autres lignéesque Levahim-B est peu influencé.
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Les différences entre les lignées pour la datdatai$on en réponse a la photopériode pourraient
indiquer une adaptation a I'environnement. En effbez le riz Q. sativa, les variétés tropicales
sont des plantes de jours longs tandis que lestearinon-tropicales sont insensibles a la
photopériode (Thomson et al. 2006). Chez le ma&a (mayl I'exposition a des jours longs
retarde le moment de l'initiation et du développatée I'inflorescence terminale, bien qu'il
existe de nombreuses variations entre les hyb(idagger 1984). On peut ainsi concevoir que
des populations dél. truncatulase sont naturellement adaptées pour leur fortblefaensibilité

a la photopériode, dans l'objectif d’assurer lardlson & un moment optimal dépendant des
contraintes climatiques. Les populations avec Uoeison précoce en photopériode courte
(floraison précoce au printemps) seraient adagtéks climats a printemps tiedes et étés chauds,
le cycle de vie étant court. Les lignées avec uoeaion tardive en photopériode courte
(floraison tardive au printemps) échapperaientraid fdans les climats a printemps frais mais
pourraient étre affectées par un stress hydriqudirerde printemps. Dans une collection
d’accessions méditerranéenneshMetruncatulg une corrélation a été établie entre la date de
floraison et la pluviométrie annuelle des sitescdéecte, elle-méme reliée a la latitude, les
accessions les plus tardives a floraison étantesssiles lieux les plus arrosés et les plus
septentrionaux (Julier et al. 2007). La réponse @hbtopériode contribue a cette adaption.

5.2 La modélisation de la date de floraison

L’intérét majeur de la modélisation réside dans gblisation pour la prédiction de la date de
floraison. Dans le modele 1# a + bT + cP), les parametres b, etc ont été spécifiquement
estimés pour chacune des quatre lignées étudiésssdleurs de la date de floraison prédite sont
proches de celles observées avec un Rz compris @93 et 0.99. Les modeles établis permettent
une bonne prédiction de la date de floraison dassconditions de culture. Ils sont cependant
calculés sur un nombre limité de données, provetiastais réalisés en chambre de culture et en
serre. Ainsi, les valeurs intégrées de tempéragtiide photopériode des essais meneés en serre
sont des moyennes depuis le semis jusqu’a la $lonade la lignée considérée. Le modele ne
prend pas en compte les fluctuations de tempéraiwte photopériode qui ont pu avoir lieu. La
généralisation de ce modéle avec les valeurs spéedf des lignées et son application a des

conditions différentes de culture demanderait Uajdes données expérimentales.
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Enfin, il serait utile de prendre en compte la @ude la vernalisation dans le modele afin
d’étudier son impact sur la floraison. Cependaht)’éxiste pas de modele décrit intégrant

photopériode, température et vernalisation.

(Moreau et al. 2007) ont étudié I'impact de la @udé vernalisation sur la date de floraison. Pour
une durée de vernalisation identique a celle deer@tide (7 jours a 4 °C), les valeurs de la date

de floraison de la lignée Jemalong6 ont été prégite le modele de Jemalong6 (Tableau 27).

Tableau 27Modélisation de la date de floraison observée deezalong6 dans les conditions
d’expérience de (Moreau et al. 2007)

Date de floraison

Expérimentation Température  Photopériode Observée Prédite

Chambre de culture 19.0 18.0 33.3 34.9
Chambre de culture 19.0 12.0 76.5 83.3
Printemps 2005 22.8 15.4 37.0 35.6
Automne 2005 17.7 15.4 70.5 52.2
(Moreau et al. 2007) 15.3 12.2 45.8 165.2

La différence importante entre la date de floraistiservée et prédite (119.4 jours) peut étre
expliquée par les températures basses subies ) ger sont autant de jours de vernalisation
accélérant la floraison, non pris en compte pandelele. De plus, dans le dispositif de (Moreau
et al. 2007) les graines pré-germées ont subi hoepériode de 16 h pendant un jour. Il a été
constaté que des graines pré-germées qui ont prags¢ours a une photopériode de 18 h avant
d’étre transférées a 12 h avaient une date deidtoraet une morphologie semblable a celles
restant a 18 h (observation personnelle). On pent @nvisager que le traitement de 16 h subit
par les plantes pré-germées ait influencé le d@pelment de Jemalong6 et donc de sa date de

floraison.
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5.3 Analyse QTL multi-croisements

Cette analyse QTL est la premiere réalisée dheiruncatulaa partir de plusieurs populations.

Une analyse similaire menée sur le mais, et plésifiguement sur I'architecture génétique de la
date de floraison, a permis de préciser les QTLrétant le caractere (Chardon et al. 2004).
Notre étude fournit des indications fortes surdatodle génétique de la date de floraison chez

M. truncatula

La précision de la cartographie QTL dépend de nembrfacteurs comme [I'héritabilité du
caractere, le nombre de QTL impliqués, la distithutles QTL le long du génome, le nombre de
marqueurs ainsi que leur distribution sur le génoshenfin la taille de la population (Knapp and
Teuber 1990). La précision de la position du QTpetd plus de la taille de la population que du
nombre de marqueurs. Pour cette raison, des pamdatelativements grandes ont été utilisées,
avec des cartes cadres. Un plan d’étude multi-emoents offre la possibilité d’augmenter la
taille de la population pour la détection de QTle 9pe de dispositif augmente la probabilité
gu’'un polymorphisme allélique soit présent dandigges parentales, permettant le repérage de
QTL qui seraient indétectables dans un croiseniendls ou les deux parents seraient fixés pour
le méme alléle. Elle permet également I'estimatien effets du QTL pour les différentes lignées
parentales, et augmente la puissance de détealidpTd, donnant une position du QTL plus
exacte. L’accumulation d’informations provenant deéiférents croisements est un atout
considérable dans la détection de QTL (Rebai andfited 1993; Muranty 1996). Ainsi,
I'obtention d’'un QTL commun aux trois populationsidiées a permis d’affiner sa localisation
sur cette région du chromosome 7. L’ajout de noux@aarqueurs dans la région du QTL majeur
sur le chromosome 7 a permis de préciser la pasitioQTL. Un résultat frappant de notre étude
sur les trois populations de cartographie est &oton d’'un seul QTL expliquant 25 % de la
variation dans les trois populations. Sa positigttéaestimée avec un intervalle de confiance de
seulement 0.9 cM, car la population globale étanwdron 600 RILs. Un autre QTL sur le
chromosome 8 explique 3 % de la variation. Ces dgik et le fond génétique dans le modele
utilisé par MCQTL qui prend en compte I'ensemble gdepulations et le réle de chacune d’entre-

elles (date de floraison = population + QTL1 + QYERpliquent 80 % de la variation globale.
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Le fait que certains QTL spécifigues de populatinassoient pas détectés dans cette approche
multi-croisements est di a leur faible contributur la variation dans I'ensemble des trois
populations. Le QTL du chromosome 7 était présanisdes trois populations et avait un effet
fort sur la date de floraison quelle que soit ls@a Les QTL avec de forts effets sont souvent
contrdlés par des genes majeurs qui peuvent di@<lénés. Le gene Hd1 chez le riz explique
un QTL majeur contrdlant la réponse de la date Idmison a la photopériode, EDI chez
A. thalianaexplique un QTL majeur déclenchant la floraisonpfiotopériode de jours longs
(Yano et al. 2000; El-Assal et al. 2001). Ainsiyfiothese d’'un géne majeur impliqué dans le
QTL du chromosome 7 observé dans les trois populaist vraisemblable.

5.4 Cartographie fine et cartographie physique

La carte génétique réalisée pour la cartographe du QTL majeur du chromosome 7 présente
guelques divergences avec la carte physique Mle truncatula proposée en ligne

(http://www.medicago.org/genon)e/ Cette carte physique publique, disponible poar |

communauté scientifique, a été réalisée a partsé&djuencage partiel de la lignée Jemalong6 de
M. truncatula(assemblage des BACs en contigs), puis les coatiggté ordonnés en suivant la
ségrégation de marqueurs dans une population FB9dendividus. Cette carte présente
néanmoins des points faibles importants : le ségpga n’étant pas complétement terminé, de
nombreux contigs ne sont pas ancrés les uns amsaeit de nhombreuses coupures jalonnent la
carte. De plus, I'effectif faible (69 individus) ket type de population étudiée (F2) entrainent une

mauvaise estimation des distances génétiguesraiudais ordonnancement des contigs.
Cependant, la carte physique constitue un soligeiiafgn effet, couplée a une carte génétique
robuste établie par cartographie fine, elle foutaitliste des contigs de BAC contenant les
marqueurs préalablement ordonnés, et établit amesiliste de génes candidats. Une telle liste de

genes candidats ne peut étre considérée commestxiegoour trois raisons majeures :

0] il est évident que la présence de coupures ergreolatigs limite cette liste ;
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(i) étant donné que seuls les contigs cartographiés lilarervalle de confiance du QTL
détecté en F6 ont été utilisés pour établir cette,Icertains contigs mal cartographiés
et donc certaines prédictions de génes ont puétiges ;

(i) certains contigs de BAC ne sont pas pris en corcgatéeurs marqueurs ne ségregent
pas comme h4_42i13a dans cette étude. Ills n'ont g@as été cartographiés dans

I'intervalle.

Pour la mise en oeuvre de cette méthode de gémelidats positionnels, le choix des genes
candidats repose sur leur localisation et donc ¢eeségrégation avec le locus d'intérét (Morot-
Gaudry and Briat 2004). La cartographie fine du Q@€hlisée sur 1663 plantes pseudo-F2 a
permis de réduire l'intervalle de confiance du Q#&L2.4 cM et de sélectionner six genes

candidats, alors que le QTL détecté en F6 présamtantervalle de confiance de 7.5 cM.

L’intervalle de confiance fourni par la cartograptine (2.4 cM) n’atteint pas la précision de
'analyse multi-croisements (0.9 cM). La populatide cartographie fine s’apparente a une
population F2 quant a sa puissance de détectiea structure aux locus considérés. Ainsi, dans
cette pseudo-population F2, environ la moitié aekvidus, les hétérozygotes au locus étudié, ne
sont pas informatifs pour estimer I'effet addit¥.effectif égal, la puissance des tests effectués a
partir des descendances de lignées recombinarites@ieure aux populations F2 (De Vienne
1998). Ainsi, l'effectif total d’environ 600 RIL=fs de I'analyse multi-croisements apporte un
gain de précision face aux 1 663 plantes F2 uéifisén cartographie fine. Il aurait pu étre
envisagé de réduire lintervalle de confiance duLQiéetecté en F7 (cartographie fine) en
augmentant la taille de la population. En effepéate d’individus (1 663 au lieu d’environ 3 000
initialement prévus) a diminué la puissance dedfiéte de la population F2. Le passage de 2 722
individus théoriques (pour avoir 95 % de chancebséwver un crossing-over dans moins de
100 000 pb, soit 0.11 cM) a 1 663 plantes a augindat63 % la longueur étudiée, allant a
'encontre de la stratégie. En effet, & conditiare de nombre de recombinants entre les deux
nouvelles bornes du QTL (MTIC719 et 19|15a) soffisant, la résolution de la détection de
QTL aurait permis de limiter encore le nombre deegecandidats en éliminant par exemple PKS
et FD qui sont situés pres de 19|15a, c’est aadinge extrémité du QTL.
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L’effectif de la population de cartographie fineraiti pu étre calculé pour observer un crossing-
over dans 50 000 pb, ce qui aurait représentédietle 5 400 plantes. Le codt financier élevé du
génotypage et du phénotypage d'une telle populatimms la perspective d’éliminer certains

genes candidats justifie difficilement le déploiemée tels moyens.

L’intervalle de confiance trouveé par I'analyse mughoisements (0.9 cM) est inférieur a celui de
la cartographie fine (2.4 cM). Le choix de l'intaife détecté lors de la cartographie fine pour la

recherche de genes candidats se base sur :

) le fait que les cartes génétiques des populatiétis LR3 et LR4 ne sont pas assez
robustes car réalisées sur un faible effectif desRenviron 200 par population). Il
existe donc des erreurs de cartographie de certamrgueurs. Ainsi, malgré la
probabilité d’observer un QTL commun a plusieurgpuations et la finesse du
résultat, il existe un risque d’une mauvaise edtonades contigs de BAC et donc des
genes candidats ;

(i) la robustesse de la carte détectée lors de lagtapoie fine. Le nombre élevé
d’'individus permet une meilleure cartographie degrqueurs sur cette région du
chromosome 7. Bien que la distance couverte (2.3 le QTL soit relativement
grande, le nombre de génes candidats pour la éafierdison est assez faible. Dans
le cas présent, l'intervalle de confiance n’estapas un frein a la recherche du ou
des genes contrélant le caractere. A linverse,ngrat al. 2007) ont montré la
présence de nombreux genes candidats a la résistantanthracnose chez

M. truncatulasur 200 000 pb, ce qui rend difficile 'analyses digfférents genes.

Notre analyse réalisée par la cartographie fineranis de réduire nettement le nombre de génes

a étudier et d’envisager ainsi une étude transmrigiue de ces génes par RT-PCR semi

guantitative.
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5.5 Le choix des génes candidats

Parmi les six genes candidats (MtPKS, MtCO, MtFTM&EFTLb, MtFTLc, MtFD), cinq sont
décrits dans la bibliographie pour jouer un rolgeuadans le contrdle de la date de floraison. En
effet, les étapes activatrices de la floraison elation avec la date de floraison ont été
particulierement étudiées chéz thalianaet servent maintenant de modéle aux études menées
sur la date de floraison chez d’'autres especesvgaee2006; Zeevaart 2007). Ainsi les génes
CONSTANS (CO) et FLOWERING LOCUS T (FT) jouent uie central dans I'induction de la
floraison en jours longs che&. thaliana On peut envisager que leurs homologues MtCO,
MtFTLa, MtFTLb et MtFTLc aient un réle clé dansdate de floraison cheéd. truncatula

Le groupe | des séquences CORdthalianacomprend quatre sous-groupes chkezruncatula
(répartis sur les chromosomes 1, 7, 8). Le geneQMtlii appartient au groupe la (MtCOLa), est
connu pour son role de promoteur de linitiatioordle (Hayama and Coupland 2004). CO code
pour une protéine nucléaire ayant un motif en doégtinc qui s’exprime de fagon plus ou moins
abondante selon la phase de jour ('expression antgh ou de nuit ('expression diminue) et
qui, en réponse aux jours longs, induit la tramsicnn deFT dans le phloeme des feuilles. En
effet, ce géne est impliqué dans la perception alephotopériode selon le modele des
coincidences externes (Imaizumi and Kay 2006) ;esqmession, qui oscille journaliérement, est
contrdlé par I'horloge circadienne. Au niveau pique, I'activité de CONSTANS est régulée de
maniére a n'étre efficace qu’a la lumiére. Ainsi, doincidence entre un niveau d’expression
élevé de CONSTANS et la lumiére conduit a I'indostde génes intégrateurs de la floraison. Or,
'étude transcriptomique réalisée ici a permis dettra en évidence une expression
significativement supérieure de MtCO chez Jemalgragapport a DZA315.16 dans les feuilles
avant floraison mais également lors de la cinétidiegpression sur 24 heures, ce qui peut étre

relié a I'induction plus précoce de la floraisorezldemalongb.
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ChezA. thaliang FT agit dans I'apex en formant un complexe avedacteur de transcription
bZIP FD (Abe et al. 2005; Wigge et al. 2005). Beere FT et FD soient produits dans différents
sites, I'hétérodimere FT/FD formé agit dans l'apsxactive les génes APETALAL (AP1) et
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1), ceiadeaative alors LEAFY
(LFY) (Figure 35). Longtemps désavouée, I'hypothdsen stimulus commun a toutes plantes
activant la floraison a été recemment reprise. drdat le plus évident de ce stimulus serait la
protéine du géne F{Corbesier et al. 2007). La mise en évidence plhygigue de l'universalité

du florigéne s’est basée sur la différence de ré@@ux jours courts ou longs selon les espéces.
Récemment, il a été montré par transgenése quenke SINGLE FLOWER TRUSS (orthologue
de FT chez la tomate) d’'indifférence a la longugwijour chez la tomate peut se substituer a la
nécessité des jours longs ch&zthaliana (Lifschitz et al. 2006). Le gene FT exprimé sous
conditions de jours courts che2ucurbita moschatainduit la floraison dA. thaliana en
conditions de jours longs (Lin et al. 2007). Ladton des orthologues de FT apparait fortement
conservée chez les plantes a fleurs aussi biemmi@socotylédones que les dicotylédones
(Zeevaart 2007). De plus, la protéine de FT endqastflorigene chez les plantes herbacées a été
également démontrée chez les arbres angiosperrobke(ius et al. 2006; Hsu et al. 2006). Bien
gue le contréle de I'expression de FT varie sedotype de réponse des plantes a la photopériode,
la protéine apparait toujours identique, elle estbite des feuilles a I'apex et d’'un poids
approximatif de 20 kDA (Giavalisco et al. 2006).62IM. truncatulg trois homologues du gene
FT d’A. thalianasont sur le méme BAC (AC123593) du chromosome ZliHet al. 2005). Ces
trois genes FT sont reliés par synténie aux gen€a\S du pois P. sativum (chromosome 5).
Les plantes mutante&igas ont une floraison tardive et ont une réponse pguse a la

photopériode et la vernalisation (Beveridge andfstur996).
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Figure 35 Voies multiples du développement de la floraisorzch. thaliana: photopériode
autonome (nombre de feuilles) et vernalisation ft@ratures basses), la voie du sucrose et lajvoie
des gibbérellines. Pour la photopériode, le pacast situé dans les feuilles et comporte la
transmission d’'un stimulus floral, la protéine ft@. Chez les plantes de jours longs confm
thaliana la protéine FT est produite dans le phloeme ponge a I'accumulation de la protéipe
ICO sous des jours longs. Elle est ensuite trarspguar le phloeme jusqu'au méristéme apical.
Chez les plantes de jours courts comme le riztiteutus floral Hd3a est accumulé lorsque|la
protéine répresseur, Hd1, n'est pas produite el joaurts. Hd3a est transporté par le phloéme
jusqu'au méristeme apical. Ch&zthaliang FT se lie a FD et le complexe protéique FT / FD
active les génes APl et SOC1 qui provoquent I'egwa du géne LFY. LFY et AP
déclenchent ensuite des genes homeéotiques flokauxoie autonome (nombre de feuilles) ef la
voie de la vernalisation (température basse) agfisser le méristeme apical pour réguler
négativement FLC, un répresseur de SOCL1. Le sauzshat la voie des gibbérellines, égalemnent
localisée dans le méristeme, active I'expressicB@EL. Tiré de (Zeevaart 2007).

1%
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5.6 Expression des génes candidats

Six genes décrits dans la bibliographie pour irgenvdans la date de floraison et détectés dans la
région du QTL majeur ont été choisis pour la RT-P&Rii-quantitative. L’avantage majeur de
I'utilisation de la RT-PCR semi quantitative a &8 mise en évidence des différences
d’expression entre Jemalong6 et DZA315.16 alorslguRT-PCR classique n’aurait permis de
comparaisons qu’en terme de présence / absenceldiaation. Or, dans le cas présent, tous les
géenes étudiés se sont avérés exprimés ou non-eégrmimez les deux lignées dans tous les
échantillons étudiés, ce qui aurait conduit, enFROR classique, a I'amplification de I'ensemble

de ces genes sans permettre de comparaison emaoig6 et DZA315.16.

Les niveaux d’expression de MtFTLb, MtFD et MtPK®8tant pas significativement différents
entre Jemalong6 et DZA315.16 dans les échantilttn$euilles prélevés avant floraison ou a
floraison, ces genes ne permettent pas d’explitpsedifférences de précocités observées entre

les deux lignées étudiées.

L’étude transcriptomique des génes candidats séteds a l'intérieur de lintervalle de
confiance du QTL suggere que les difféerences desgon du MtCO, dans les feuilles avant
floraison et durant la cinétique d’expression sdirh2ures, expliquent, du moins en partie, les

différences de précocité de Jemalong6 et DZA315.16.

Il aurait également pu étre envisagé de réalis¢te oftude transcriptomique par RT-PCR
guantitative. Cependant, cette technique requiest @oyens importants (environ 9 000 euros
pour les six génes étudiés) et les résultats obtemu PCR semi quantitative apparaissent

satisfaisants pour un codt relativement modéréif@m@00 euros pour les six genes étudiés).

Néanmoins, certains aspects du mode opératoirergient étre améliorés. En effet, les
échantillons ont été prélevés en chambre de culiudes dates précises, ce qui génére des
différences de stades physiologiques entre Jem@len®ZA315.16. Ce type de regroupement

ne tient pas compte du délai séparant le prélévedeela date de floraison.
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Ceci peut éventuellement constituer un élémentigxght la variabilité observée dans les
échantillons étudiés. L'une des solutions pourésie de prendre en compte les résultats des
modeles de prédictions de la date de floraison di&ohelonner les prélévements d’échantillons

sur une gamme similaire entre les lignées depussrgs jusqu’a la floraison.

5.7 Vers une validation du géne CONSTANS

Parmi I'ensemble des génes candidats étudiés paPCGH semi-quantitative, le gene MtCO
s’avere différentiellement exprimé dans les fesillentre Jemalong6 et DZA315.16. MtCO
pourrait donc expliquer les différences de prééocliservées entre ces deux lignées. D’un point
de vue génomique, I'analyse de séquence a réveplymorphisme du nombre de répétitions
dans la boite TATA du promoteur, c’est-a-dire ungertion d’'un motif TATA supplémentaire
chez DZA315.16 et DZA45.5, et de deux motifs ch&3005.5 par rapport a Jemalong6. La
difficulté de relier ce polymorphisme de séquengehénotype réside particulierement dans le
manque de connaissances sur les actions des padigsatrices des génomes, particulierement
chez les végétaux. Les mutations observées darmite TATA pourraient expliquer les
différences de date de floraison et les QTL troudéss les populations LR5 (Jemalong6 X
F83005.5) et LR4 (Jemalong6 x DZA315.16). Cependdlgs ne permettent pas d’expliquer les
QTL observés dans la population LR1 (DZA315.26 xAdZ.6) pour laquelle le nombre de
motifs est identique entre les lignées parentdl@aurrait donc s’agir d’'un autre polymorphisme
dans la zone promotrice. La réalisation du séqugnci promoteur dans umere-collection

permettrait d’établir une série allélique et déerdla séquence génique au phénotype.

Le résultat de I'analyse transcriptomique coin@dec la détection de QTL effectuée auparavant
puisque le gene MtCO est cartographié sous le piQdL. De plus, le rdle prépondérant de
genes orthologues de CONSTANS dans le déterminggnka date de floraison chez d’autres
especes a déja pu étre démontré. Lors d’'une étedmmtiographie comparée, la présence d’un
orthologue du gene CONSTANS a été révelée danemialle de confiance d’'un QTL pour la

date de floraison cheBrassica nigralLagercrantz et al. 1996).
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Chez l'avoine Avena sativg une étude de ségrégants groupés effectuéeossiptpulations de
lignées recombinantes développées a partir de vavigetés brésiliennes d’avoine a permis de
mettre en évidence un QTL majeur orthologue dudddD1 chez le riz et de CONSTANS chez
A. thaliana(Locatelli et al. 2006).

Différents types de validation fonctionnelle du g&andidat MtCO peuvent étre envisages :

0] la génétique d’association permet d’associer l@abdité phénotypique pour la date
de floraison a la variabilité génétique. Cette appe est réalisée sur un grand nombre
de plantes dore-collection représentant le maximum de la variabilité pour ce
caractere ;

(i) la génétique inverse par I'étude des banques dantsupar EMS TILLING ourntl
qui existent cheM. truncatula permettrait de rechercher des mutants de MtCO et
d’'observer leurs phénotypes. Cependant, les maotatbservées par EMS TILLING
et Tntl s’inserent dans plusieurs régions du génomealldpnc un travail important
de croisements a réaliser pour obtenir un génatggeortant que le gene CO muté ;

(i)  la génétique sens qui permet a partir du phénaitpes d’'une plante, de remonter au
gene muté, dans ce cas aussi, la multitude destiongadans le génome limite
I'observation d’un phénotype typique ;

(iv) la transformation génétique (pAgrobacterium tumefaciepgonvertirait une plante
précoce en tardive et inversement chéztruncatula (i.e. DZA315.16 précoce et
Jemalong6 tardif). Il existe un protocole de transfation optimisé pour Jemalong6
mais pas pour DZA315.16 (Boisson-Dernier et al.1200

(v) chezA. thaliang il est possible de complémenter des mutants K@o¢k-ou} qui
n’expriment plus le géne CO par les génes MtCOatealong6 et DZA315.16. Le
phénotype de ces mutants complémentés montremrstiiouvent I'expression du
gene muteé ;

(vi)  linactivation du gene MtCO par RNAI : la séquenitesiRNA est tres spécifique de
sa cible TARNm, ce qui permet la dégradation d&RINm ciblé qui n’est pas traduit

en protéine. Le phénotype observé correspond #&nangvation de ce géene.
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Bien que l'approche de génétique d’association 'étude de mutants semblent autant de
possibilités vers la validation du géne MtCO, iem’reste pas moins que la transformation de
M. truncatula(iv) représenterait la validation ultime. L'accumatibn d’arguments indépendants

permet de renforcer le choix du gene isolé.

5.8 Quelle stratégie génétique pour la date de floraison ?

Il est a noter que les déterminants des variatiatgrelles de la date de floraison semblent tres
différents d’une espéce a l'autre malgré une ceoasen du signal florigéne. En effet, chez
A. thaliang ce sont les génes FRIGIDA (FRI) et FLOWERING LCEC (FLC) impliqués
respectivement dans la voie de la vernalisatiodagts la voie autonome qui jouent un réle
prépondérant (Salathia et al. 2006). L'action mageadiorthologues de FT a également été mise
au jour puisque, chez les Fabacées, la cartogréipbie’'un QTL expliquant 73 % de la variation
observée de la date de floraison chez le $Bjgc{ne max a permis d’identifier le gene FT1
comme étant impliqué dans le controle de la datkodaison dans un croisement de cette espece
(Yamanaka et al. 2005). Ché&k truncatulg aucun gene orthologue de FRI ou de FLC n’a pu
étre identifié (Hecht et al. 2005). De plus, I'&ugdrésentée ici indique que les différences
observées pour la date de floraison entre les digngéemalong6é et DZA315.16 seraient
imputables au géene MtCO, impliqué dans la voieégriliation de la date de floraison dépendante
de la lumiére. Il semble donc que I'évolution désgmes ait conduit différents génes a contrbler
spécifiquement la date de floraison (car les vaésérales sont identiques), ce qui reflete
I'adaptation des plantes et la diversité de letretégies de développement. Ciezhaliang il a

été montré recemment le role de micro-ARN dangdalation de I'expression de CO (Jung et al.
2007). A I'neure actuelle, aucune étude ne réwelgulantité, la répartition et la position de ces
micro-ARN. Il est donc possible d’en découvrir $&rchromosome 7, proche du gene MtCO,
d’autant que plusieurs genes trouvés sur cettéopodu génome (2.4 cM) ont un réle essentiel

dans I'élaboration de la date de floraison.
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L’étude de ces résultats sur le déterminisme ggmeétde la date de floraison et le rdle majeur
gue semble jouer le géne candidat MtCO ménent &ager d’étudier le role de ses homologues
sur la date de floraison chez d’autres Léguminecskisvées. En effet, des travaux ont montré un
fort degré de conservation macrosynténique avitreuncatula (marqueurs microsatellites dans
un ordre similaire) eM. sativa mais aussPisumsativum Lotusjaponicuset dans une moindre
mesureGlycinemax(Gualtieri and Bisseling 2002; Julier et al. 2003xoi et al. 2004; Aubert et
al. 2006).

Endre en 2002 a publié le premier exemple d’utiisade la conservation de la synténie avec
truncatulapour le clonage positionnel du gene NODULATION REOOR KINASE (NORK)
de la luzerne, orthologue de DMI2. Pour la floraismui est un processus clé dans le
développement de la plante, il pourrait étre emésiétude du polymorphisme de MtCO chez

plusieurs Légumineuses et des études d’association.

123



CONCLUSION




6- Conclusion

6 CONCLUSION

La floraison est une période critique au cours évetbppement des Angiospermes. L’adaptation
a I'environnement et le succes reproductif au skime saison sont dépendants de la date de
floraison. En conséquence, lidentification et laractérisation des genes impliqués dans le
contrdle de la date de floraison revétent une inqp@e majeure dans la compréhension de ce

processus.

L’objectif de la these était d’identifier des geregliquant la variabilité génétique pour la date

de floraison chel. truncatula

Dans un premier temps, et de facon a complétetdanées existantes sur I'effet des paramétres
du milieu sur la date de floraison, 'effet de laopopériode (12 h et 18 h) a été analysé pour huit
lignées. Les données montrent qu’il existe de ldabdité génétique pour la date de floraison
entre ces huit lignées, que la floraison est phésgre en jours longs gqu’en jours courts et gu'il

existe une interaction lignée x photopériode.

Le développement de la plante jusqu’a la floraig@té modélisé selon un modele additif prenant
en compte les facteurs température et photopénmmgennes, avec des parameétres spécifiques
de chaque lignée qui indiquent des réponses diffésede chaque lignée aux températures et

photopériodes.

Les variations quantitatives de la date de flomaistans trois populations de lignées
recombinantes impliquant quatre lignées parenaht®té évaluées et une détection de QTL a
été menée. Un QTL majeur de date de floraison aegéré sur le groupe de liaison 7 dans trois
populations de lignées recombinantes expliquarit0déa 60 % de la variabilité observée. Grace a
analyse multi-croisement, un QTL consensus armig en évidence ayant un intervalle de
confiance de seulement 0.9 cM. La cartographie filee ce QTL majeur, puis l'analyse
bioinformatique des BAC inclus dans lintervalle denfiance du QTL ont permis de de

sélectionner six genes potentiellement impliquéssda contrble de la date de floraison.
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L’étude de leur expression par RT-PCR semi-quamnt#asur des échantillons de feuilles et de
fleurs prélevés a différents stades de développeniez deux lignées contrastés pour leur date
de floraison, suggére qu'un des génes candidatS§OMun homologue du gene CONSTANS
d’A. thaliang pourrait expliquer les différences de précocitsesvées chez les deux lignées.
ChezA. thaliang CONSTANS est décrit comme un des génes clésdongsi dans la perception
de la longueur du jour et dont I'expression esttiéidée par I'horloge circadienne. Son
séquencage pleine longueur a révélé du polymorghimire les deux parents avec une TATA-

box modifiée et une insertion intronique de 2 pb.

Une stratégie de validation fonctionnelle est aisager mais I'étude de la diversité allélique du
géne MtCO dans une core-collection comme celle eursc de réalisation a I'INRA de
Montpellier fournirait également de réelles infotioas quant a I'adaptation des plantes a leur

milieu d’origine et 'impact de MtCO.

Cette approche des génes candidats positionnelem@tidence la cohérence des résultats QTL
avec I'ensemble des génes candidats présents siwrdenosome 7. Il semblerait donc que le
gene contrdlant le caractere de la date de flanasd MtCO et non un gene d’architecture.

Le fait que le QTL observeé sur le chromosome 7 éétiecté sous toutes les photopériodes testées
est cohérent avec un effet quantitatif et non tpi#flide la photopériode. Ainsi, la recherche de
QTL de la date de floraison ne doit pas se regtreia I'effet de la photopériode mais également
de la vernalisation, qui joue également un roledrtgnt sur la date de floraison (Delalande et al.
2004; Moreau et al. 2007). Il serait donc judicieliapprofondir cette piste afin de détecter des
QTL spécifiques a I'effet de la vernalisation sardate de floraison. Ceci permettrait de trouver
le(s) gene(s) contrbélant la réponse a la vernadisathezM. truncatulaet de mieux appréhender

'impact respectif de la vernalisation et de |a fgip&riode.

Enfin, la génomique comparative des Légumineusegrade permettre le transfert des
connaissances dé. truncatulaaux especes cultivées, en particulier la luzetite gois. Ainsi, la
cartographie du gene MtCO chez la luzerne ainsilghede de sa diversité allélique dans une
collection apporterait une indication sur le roke MtCO sur la date de floraison mais peut étre

aussi sur la morphogenése aérienne.
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ANNEXE 1

Annexe

Extraction rapide d'ADN en plaque 96 puits (méthode Cheung)

(BM-MO-MAR-24)

Ce protocole est utilisé pour extraire rapidement de I'ADN mais il ne permet pas
d'éliminer les protéines (Applications : génotypage, amplification par PCR).

Quelgues points importants avant de commencer :

Préparation du matériel (travailler sur glace)

AN

AN NI NN VN N N N

~40-60 mg de feuilles frdiches par puit.

1 bille d'acier de 5 mm par puit (ray-grass, luzerne) ou 4 billes d'acier de 3 mm par puit
(Festuca eskia).

Mettre un couvercle en caoutchouc, essuyer.la plaque.

Congeler dans de I'azote liquide et conserver a -80 °C.

Broyer 2 a 3 min a la mélangeuse a peinture.

Déposer a la pipette multicanaux distributrice 500 pl de tampon d'extraction
(ajouter extemporanément, le sarcosyl (Festuca eskia), le bisulfite de sodium et
la RNase a 10 yg/ml final dans le tampon). Thermosouder 6 sec un thermoseal
(face brillante vers le haut, face mate vers la plaque). Agiter au vortex vitesse
maximum.

Incuber 1h a 60°C et agiter toutes les 15 min par retournement.

Centrifuger 30 min a 4 000 rpm a 20°C.

Pendant la centrifugation, mettre 90 uyl d'acétate d'ammonium 10M et 200
d'isopropanol dans une plaque 96 puits de 650 pl.

A la fin de la centrifugation, pipeter 200 ul de surnageant a la multicanaux, et le
transférer dans la plaque contenant l'isopropanol et I'acétate. Thermosouder un
easypeal. Mélanger délicatement par renversement (6 fois minimum).

Laisser 15 min minimum a température ambiante (ray-grass, luzerne) ou au
congélateur a -20°C dans le cas de Festuca eskia (Précipitation)

Centrifuger 30 min a 4 000 rpm a 20°C.

Vider le surnageant par retournement de la plaque.

Bien égoutter sur papier absorbant.

Rincer les culots avec 100 pl d'éthanol 70% (1°" ringage)

Centrifuger 10 min a 4 000 rpm a 4°C.

Vider I'éthanol par retournement de la plaque et égoutter sur papier absorbant.
Rincer les culots avec 100 ul d'éthanol 70% (2éme ringage)

Centrifuger 10 min a 4 000 rpm a 4°C.

Vider I'éthanol par retournement de la plaque et égoutter sur papier absorbant.
Sécher les culots 20 min maximum a 60°C a I'étuve.



Annexe

v Sur glace, reprendre les culots dans 50 pl de TE 10.1 pH8. Thermosouder un
easypeal.
v Laisser une nuit a 4°C.

Tampon d'extraction :

pour 4 plaques pour 2 plaques
NacCl (2,2M final) 25.38 g 12,69¢
Tris (0,2M final) 485¢ 2425¢g
EDTA (0,7M final) 52¢ 269

qsp 200 ml qsp 100 ml

ajuster a pH 8 avec une solution d'HCI.
Autoclaver et stocker a 4°C.
Ajouter juste avant utilisation :

bisulfite de sodium 1g 05g¢g
sarcosyl (1% final) 29 1g
(chauffer au bain-marie pour dissoudre si nécessaire)

RNase (10ug/ml final) 200 pl 100

NBI : N-Lauroylsarcosine sodium = Sarcosy/

Le sarcosyl est utilisé pour certaines extractions difficiles comme Festuca eskia. Cest un détergent tesioactif
qui permet de casser les noyaux des cellules pour libérer I'ADN. I/ nest pas indispensable den rajouter pour
lextraction dADN de ray-grass ou de luzerne.

NBZ : Le bisulfite de sodium est un agent anti-oxydant.

Acétate d'ammonium 10 M
38.5 g d'acétate d'ammonium
gsp 50 ml

- Autoclaver et stocker a 4°C.

Lacétate dammonium se dissout totalement lors de lautoclavage. A la sortie de lautoclave, bien remuer le
Flacon pour homogénéiser et éviter la cristallisation.

TE 10-1

- 1211 mg Tris

- 37,3mgEDTA

- qsp 100 ml

- Ajuster a pH8 avec une solution d'HCl
- Autoclaver et stocker a 4°C.



Annexe

ANNEXE 2



Annexe



Annexe



Annexe

Vi



Annexe

VIi



Annexe

VIII



Annexe



Annexe



Annexe

XI



Annexe

Xl



Annexe

X



Annexe

XV



Annexe

XV



Annexe

XVI



Annexe

XVII



Annexe

XVIII



Annexe

ANNEXE 3

XIX



Annexe

XX



Annexe

XXI



Annexe

XXII



Annexe

XX



Annexe

XXIV



Annexe

XXV



Annexe

XXVI



Annexe

XXVII



Annexe

XXVIII



Annexe

XXIX



Annexe

XXX



Annexe

XXXI



Annexe

XXX



Annexe

XXX



Annexe

XXXIV



Annexe

XXXV



Annexe

XXXVI



Annexe

XXXVII



Annexe

XXXV



Annexe

XXXIX



Annexe

XL



Annexe

XLI



Annexe

XL



Annexe

XL



Annexe

XLIV



Annexe

XLV



Annexe

XLVI



Annexe

XLVII



Annexe

XLV



Annexe

XLIX



Jean-Baptiste PIERRE, 2008. Recherche de détermintngénétiques de la date de floraison
chez la Légumineuse modéléedicago truncatula

RESUME :

La morphogenése aérienne inclut des caracteresotiesance, de développement et de phénologie, et
conditionne fortement la valeur d'usage des Légemmses. Parmi ces caracteres, la floraison est un
événement majeur du cycle de vie car elle estm@ante pour le succes reproductif. Elle correspotal
transition généralement non réversible d'un mérmstevégétatif produisant des feuilles et tiges, Bn u
méristéme floral. La régulation de ce phénoménephmmyénétique est le fait d’'un réseau complexe de
signalisations. Les légumineuses cultivées ont esauges génomes complexes. C'est le cas de lankizer
(Medicago sativg espéce fourragére pérenne, tétraploide et allegginsi que du poid?( sativun qui
présente un génome de grande taille. Des étudesgséeuvent étre menées sur la légumineuse modéle
Medicago truncatulaespéce diploide, annuelle, a cycle court et @@y De nombreuses ressources
génétiques et génomiques sont disponibles chez esiece qui possede un fort degré de synténidavec
luzerne et le pois. De plus des génes intervenans ¢& déterminisme de la date de floraison ont été
décrits che?. thalianaet chez le pois.

L'objectif de la thése est d'identifier des zonesgénome et des genes en utilisant les connaissahce
outils développés cheéd. truncatulg A. thalianaetP. sativumdans le déterminisme génétique de la date
de floraison cheM. truncatula Apres une analyse de I'effet de la photopériagela date de floraison
d'une gamme de lignées, une approche « geénes eamdibsitionnels » a été mise en oeuvre. La
méthodologie employée consiste a montrer la vdit@lgénétique de la date de floraison en réponse a
photopériode, rechercher des QTQuantitative Trait Locusde date de floraison dans trois populations
connectées de lignées recombinantes, réaliser ufta-amalyse QTL afin de détecter les régions
conservées dans le contrble du caractére entrelgiimms, cartographier finement un QTL majeur et
repérer les genes candidats présents dans sowaligede confiance. L'expression de ces génes a été
comparée pour deux lignées afin d’associer au Eamates génes différentiellement exprimés.

En chambre de culture, la date de floraison delignées a été mesurée sous deux traitementsedr2$

et 18 heures d’'éclairement. Les données montréeiitegiste de la variabilité génétique pour la ddi
floraison entre ces huit lignées, que la floraieshplus précoce en jours longs qu’en jours caatrtps’il
existe une interaction lignée x photopériode. UrL@ajeur de date de floraison a pu étre repérdesur
groupe de liaison 7 dans les trois populationsigleees recombinantes expliqguant de 10 a 60 % de la
variabilité observée. En méta-analyse sur les fopulations, un QTL consensus a été mis en évidenc
ayant un intervalle de confiance de seulement Bl9.a cartographie fine de ce QTL a été réalisédasu
descendance (1663 plantes) d'une plante F6 héguoteyau QTL détecté dans la population LRA4.
L’intervalle du QTL ainsi détecté couvre 2.4 cMx §enes homologues de génes de floraison décets ch
A. thalianaont été identifiés dans l'intervalle de ce QTLditgpar cartographie fine. Leur séquencage
pleine longueur a révélé du polymorphisme entre desx parents: pour MtCO, homologue de
CONSTANS et pour MtFTLc, homologue de FT. Par amnaucun polymorphisme n’a été détecté pour
deux autres homologues de FT (MtFTLa et MtFTLb)pour PKS. Une analyse de I'expression
différentielle par RT-PCR semi quantitative des génes candidats a été réalisée chez deux lignées
parentales contrastées pour leur date de floraeul. le géne MtCO est différentiellement exprimée

ces deux lignées ; ce gene est donc actuellemeptifeipal candidat pour expliquer la variation du
caractére révéelée a ce QTL sur le chromosome7,@angopulations.

Mots clés : Medicago truncatuladate de floraison, QTL, méta-analyse, cartogefihe, genes
candidats positionnels, étude transcriptomique, SDANS.
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ABSTRACT

The aerial morphogenesis includes traits such @sthr development or phenology, and has an impbrtan
effect on yield and quality of legume crops. Amdhegse traits, flowering is a major event of the tfcle
and therefore crucial for the reproductive succéissorresponds to the irreversible transition bé t
meristem that generates plant leaves and stemaifitdal meristem. The morphogenetic regulation of
this phenomenon is a complex network of signalgubee crops often have complex genomes such as
the perennial forage species of alfaldeflicago sativ that is tetraploid and allogamous and pea (
sativunm), with a large genome. Specific studies can bedeord on the model legunidedicago
truncatulawhich is an annual autogamous and diploid speeied,has a short reproductive cycle. Many
genetic and genomic resources are available irsfiésies that has a high degree of synteny witifalf
and pea. In addition, genes involved in the deteigm on the flowering date were describedAin
thalianaand in pea.

The aim of the thesis was to identify genomic ragiand genes M. truncatulausing the knowledge and
tools developed iM. truncatulg A. thalianaand P. sativumfor genetic determinism of the flowering
date. After analysing the photoperiod effect orwldng date of a set of lines, a "positional caatkd
genes" strategy has been implemented. After thiysieaf the genetic variability of the date ofvlering

in response to photoperiod, the methodology cosdigito searching QTLJuantitative Trait Locusof
flowering date in three connected populations abnebinant lines, conducting a meta-analysis QTL to
detect common regions involved in the control @ thait between populations, realising a fine magp

of a major QTL and to identify major candidate geireits confidence interval. The expression okéhe
genes was compared between two parental linesate iteaits with genes that are differentially eeqwed.

The flowering date of eight lines was measuredrawth chambers under two photoperiods: 12 hours and
18 hours of light. The data showed that there wersetic variability for the flowering date among the
eight lines, that flowering was earlier under lodgys that under short days and that there was an
interaction between line and photoperiod. On chmonte 7, a major QTL for flowering date was
detected in three populations of recombinant liegplaining between 10 and 60% of the variation
observed. A meta-analysis on the three populatiemsaled a consensus QTL with a confidence interval
of only 0.9 cM. Fine mapping of this genome regieas conducted in a pseudo-F2 population (1663
plants) derived from a heterozygous F6 plant aQfé from the population LR4. Six genes homologous
to flowering genes described An thalianawere identified in the confidence interval (2.4)cM the QTL
detected in the region of fine mapping. Their faltgth sequences revealed polymorphism between the
two parents : for MtCO homologous to CONSTANS, dmdMtFTLc homologous to FT. In contrast,
there was no polymorphism observed for two othehbBiologues (MtFTLa and MtFTLb) nor PKS. An
analysis of the differential expression by semisjilative RT-PCR of the six candidate genes was
performed in two parental lines contrasting forwising date. Only MtCO gene was differentially
expressed between these two lines. This geneiiertlyrthe best candidate to explain the variatibthe

trait detected at the QTL on chromosome 7 in tip@gpaIlationsS..........ooove i i e,

Key-words : Medicago truncatulaflowering date, QTL, meta-analysis, fine mappipgsitional
candidate gene, transcriptomic study, CONSTANS.
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