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Résumés en francais et anglais et mots clés

Caractérisation fonctionnelle des genes homologdesCYCLOIDEA identifiés chez
Aquilegia coeruleaOrigami’. Mémoire d'Ingénieur C.N.A.M., Paris 2D1

Résumé

La zygomorphie (ou symétrie bilatérale) est déteémipar l'interaction de 4 facteurs de
transcription chez I'espéce modélatirrhinum majusLe plus important est codé par le géne
CYCLOIDEA (CYQ qui est exprimé dans la partie dorsale de larfleu il freine la
croissance des organes. Des homologues du@¥@mnt été caractérisés chez 5 espéces de
Renonculacées. Parmi ces especes, l'ancolie (quiagnomorphe) posséde 2 genes
homologues d€YC qui s’expriment dans les boutons floraux. Les ciifie de mon travail

ont été d’évaluer le réle de ces genes dans lahotogie florale et de préparer de futures
expérimentations complémentaires a celle-ci. Poeta,cjai utilisé une méthode
d’inactivation de genes, le « VIGS ¥ifus Induced Gene Silencipgque jai appliquée sur
différentes espéces de Renonculacées. L'inhibiie’expression des homologues @¥C

n'a pas modifiée la symétrie florale de I'ancoleais elle semble entrainer des conversions
homéotiques de sépales en pétales et d’étaminpsétales. Nous en avons déduit que, chez
'ancolie, ces genes devaient jouer un réle saiisda régulation des genes responsables de
l'identité des organes floraux soit dans la limdatde leurs zones d’action. De plus, nous
avons obtenu des résultats prometteurs sur lessaggpéeces testéees.

Mots clés:CYCLOIDEA symétrie florale, fleur, conversion homéotiquagcalie, Virus
Induced Gene Silencing (VIGS), TCP.

Summary

In Antirrhinum majudlower, zygomorphy (or floral bilateral symmetrg)determined by the
interaction of 4 factors of transcription. The mimsportant is coded by theY CLOIDEA

gene CYQO. CYCis expressed in the dorsal part of the flower, hieslows down the

growth of organsCYCLOIDEAhomologs were characterized in 5 species of Ranaceae.
Among these specie&guilegia(which is actinomorphic) has@YChomologous genes
which are expressed in floral buds. The objectofany work were to estimate the role of
these genes in floral morphology and to prepanmgéutomplementary experiments. To do so,
| used a method of gene silencing, the VIGS (Vinskiced Gene Silencing), that | applied to
differents species of Ranunculaceae.The silendinigecCY Chomologs did not modify the
floral symmetry ofAquilegiabut it seems to result in homeotics conversioapdls to petals
and stamens to petals). We deduced thagunlegia these genes might play a role in the
regulation of the genes determining the floral oggalentities or in determining the limits of
their action area. In addition, we obtained pronggiesults on the others tested species.

Key words:CYCLOIDEA floral symmetry, flower, homeotic conversion, Alggia, Virus
Induced Gene Silencing (VIGS), TCP.



Figure 1: lllustrations des différents types de éinas.

a: Photographie de lys (symétrie radiale ou actorpime)

b: Photographie d’orchidée (symétrie bilatéralepgomorphe)
Les pointillés verts symbolisent les axes de syim@wssibles.
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Les fleurs présentent une variété étonnante deefrdu point de vue de leur symétrie, elles
peuvent toutes étre classées en deux formes palesip celles a symétrie radiale (ou
actinomorphie), comme le lys, et celles a symétilatérale (ou zygomorphie), comme
l'orchidée (figure 1). Les études de fleurs fossdede phylogénie ont montré que la symétrie
radiale est |'état ancestral, alors que la syméil&érale a évolué de nombreuses fois, et de
facon indépendante, en des familles variées degdgiterne et al., 2010). L'origine de la
zygomorphie florale est probablement une conséguédada sélection par la spécialisation de

certains insectes pollinisateurs (Zhang et al.0201

Pourquoi la sélection naturelle favoriserait-ebesymétrie bilatérale ? Parmi les réponses
avancées il y a le fait que les fleurs a symétiiatdrale constitueraient une plate-forme
d'arrivée idéale pour les insectes (Gomeezal. 2006) et qu’elles forceraient les insectes a
s’approcher selon un angle particulier qui entnaihein meilleur dépoét du pollen sur le corps
de l'animal (Armbruster et al. 1994). La survie l@yvolution de plus de 80 % des espéces
végétales dans le monde et la production de 84%esi@eces cultivées en Europe dépendent
directement de la pollinisation par les insectds.réciproquement, certains insectes comme
les abeilles ne peuvent survivre sans les fleues f&urs leur offrent nectar, pollen, mais
aussi huile, chaleur, parfum et leurre sexuel éragge du transport de leur pollen depuis les
étamines productrices jusqu'aux stigmates du méntéum autre individu, permettant ainsi la
fécondation. Le mutualisme qui les lie, a condua aoévolution et a la diversité des insectes
et des fleurs (Citerne et al., 2010).

Les pétales peuvent avoir beaucoup de formes €iffés ce qui contribue a la grande
diversité des architectures florales actuellea. éité montré que la forme de ces pétales peut
parfois évoluer en fonction du type de pollinisateue la plante rencontre dans son
environnement. C’est le cas, par exemple, cheeheeRuellia (Tripp et Manos, 2008) ou le
genre Aquilegia chez lequel le changement d’'un pollinisateur #&besin un pollinisateur
colibri correspond a l'allongement des éperons ardetes des pétales (Hodges et Arnold
1995; Hodges 1997).

La sélection naturelle, en favorisant les phéndaype plus adaptés, peut en partie expliquer
les différentes architectures florales existantasrdes contraintes liées au développement de

la fleur peuvent aussi jouer un réle important.nAdie comprendre comment s’est passée la
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diversification de la forme des fleurs au courd’é@eolution, il est nécessaire d’approfondir
les connaissances sur les mécanismes qui entrgati éors du développement floral et plus
particulierement les génes qui permettent la nisplace des organes et avec eux la symétrie

florale.

Apres un rappel sur les angiospermes et plus @meist sur les caractéristiques de la fleur
elle-méme, je présenterai de fagon plus détaikéguion sait des mécanismes génétiques qui
permettent la création des différents organes udborainsi que les types de symétries qui

existent. Une attention particuliere sera appoatée symeétrie bilatérale et aux connaissances
actuelles sur les genes qui entrent en jeu damgsgaen place. Je décrirai ensuite la technique
qui est actuellement la plus rapide et fiable pilamalyse fonctionnelle de génes chez les
espeéces non modéles: linhibition de gene indude pvirus ou « Virus Induced Gene

Silencing » (VIGS). Enfin, je détaillerai les obijés de mon stage.
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I. Les Angiospermes

l.1. Définition et origine

Les Angiospermes, communément appelés plantesues,fleeprésentent environ 90% des
espéeces végétales terrestres avec plus de 260sp60es qui se répartissent aussi bien dans
les zones tropicales, tempérées que dans les mdiguatiques. Seules les zones froides sont
laissées aux résineux et aux lichens. En grec,oapgime signifie « graine dans un
récipient » par opposition aux Gymnospermes (graum. Les angiospermes se distinguent
des autres plantes a graines par la présence diire,oqui enveloppe les ovules, et qui se
développera pour donner un fruit. Les organes tepteurs sont condensés en une fleur. La
fleur et le fruit, qui sont propres a ce groupesassitent, pour de nombreuses especes, une
interaction avec les animaux nécessaire pour Eprnoduction (pollinisation par les insectes,

le transport des graines par les animaux...).

Les gymnospermes et les angiospermes ont divergesti& d’'un ancétre commun il y a
environ 300-350 millions d’années. Jusqu’ici aucdoeme « ancestrale » d’angiosperme,
permettant d’expliquer leur apparition « subiteuwcaétacé inférieur, n’a été découverte. En
effet, le fossile de restes floraux le plus anciamais découvert esArchaefructus
liaoningensisll a été trouveé en Chine et daterait d'il y a 41825 millions d'années (crétace).
Cependant, une étude récente basée sur des domoéssulaires, montre que 5 grands
groupes des angiospermes seraient apparus il @ eildbns d’années (Moore et al., 2007).
Au sein des Angiospermes, les eudicotylédons (alicets) représentent environ 75% des
especes. Le record du plus vieux fossile de pafemvé indiquerait que les eudicotylédones
sont apparus il y a 135 millions d’années soit gedemps apres l'origine des angiospermes

eux-mémes.

1.2. Arbre phylogénétique simplifié
Selon les classifications phylogénétiqgues des Aspgiones (APG 1l (2003) et APG Il

(2009)) basées sur des données moléculaires, de das Angiospermes comprend quatre



Asterids
Inclus Antirrhinim,

Petunia

Rosids _ ]
Inclus Arabidopsis Eudicotylédones centrales

(core eudicots)
Saxifragales
Santalales
Caryophyllales
Gunnerales

Buxales
Trochodendrales
Proteales

[ Ranunculales
InclusAquilegia

Chleoranthales
" Laurales
Magnoliales
Piperales
Winterales

Eudicotylédones basales

Magnoliidées
et monocotylédones

4 | Monocots
: InclusOryza, Zea

Ceratophyllales

Austrobaileyales Clade ANA
Nymphaeales Angiospermes basals
Amborellales

Figure 2: Arbre phylogénétique simplifié des Angiespes (adapté de Soltis et al.2008).
Cet arbre montre les relations évolutives entrgtaads groupes d'angiospermes. ANA
est un acronyme pour Amborellales, Nymphaeales strébaileyales. L'étoile bleu
indique I'ordre defkanunculalesjui sera détaillé dans la suite du manuscrit. (Krae
2007)
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grands groupes : les Angiospermes basales avecatie gles ANA (pour Amborellales,
Nymphaeales et Austrobaileyales), les Magnoliidééss Monocotylédones et les
Eudicotylédones ou Dicotylédones vraies. ParmiHeslicotylédones, il y a le clade des
Eudicotylédones centrales ou core eudicots etdeegdes Eudicotylédones basales, encore
appelés eudicots basales, qui est constitué dedfesor les Buxales, les Sabiales, les
Trochodendrales, les Ranunculales et les Protéajese 2).

Le clade des Eudicotylédones centrales ou coreetsdilérive d’un ancétre commun avec les
eudicots basales. Les Eudicotylédones sont un grdigspéces végétales tres présentes dans
la plupart des écosystemes terrestres, avec 200p@ees sur Terre. Un grand nombre est
utile pour l'espéce humaine (plantes cultivées, paemple ornementales). Elles se
caractérisent par des feuilles le plus souvent\pes d'un pétiole et montrant une nervation

ramifiée et des grains de pollen a 3 apertures.

[l. La fleur

[I.1. Définition et composition

La fleur est généralement décrite comme la combimaide structures reproductrices
masculines et féminines, sur une tige trés courtentourée par des organes stériles, le
périanthe (Theissen et al. 2002; Bateman et al6@lle a pour fonction de permettre la
reproduction de la plante qui I'a produite. L'éadmsdes fleurs, ou floraison, est éphémeére.

Les fleurs sont parfois solitaires, mais souvegtaepées en inflorescences.

Les fleurs présentent des aspects extrémemens\ariéonction du nombre, de la taille et de
la forme de leurs piéces florales. Les fleurs debomtylédones ont une symétrie d'ordre 4 ou
5 (5 étant le plus fréquemment trouvé) alors gqaaerienocotylédones sont fondamentalement
trimériques (3 sépales, 3 pétales, 2x3 étamines;arpelles). La fleur typique des
eudicotylédones centrales est constituée de quattiilles ou ensemble d’organes insérés
soit en cercles concentriques soit en spiralesusuréceptacle floral. De I'extérieur vers
I'intérieur, on trouve les verticilles, ou ensemiblerganes, suivants :
- Le calice : formé par I'ensemble des sépales.tlsesvent vert, mais peut aussi étre
coloré. Le calice évoque généralement par sa fameeclochette renversée, dont la

fonction est de protéger le bouton floral.
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- La corolle : formée par I'ensemble des pétaleg, efit généralement la partie la plus
voyante de la fleur. Le transport du pollen, et ddm fécondation, est facilité par
l'attraction de pollinisateurs comme les abeilles fes couleurs et les formes des
pétales. Chez certaines especes de plantes 3, flesirpétales possedent une partie
basale, plus ou moins conique, doté d’'un organelépp nectaire » qui produit un
liquide sucré, le nectar, qui est butiné par de breux insectes mais aussi, pour
certaines espéces, par des chauve-souris nectwigardes oiseaux (colibri).

Il arrive que sépales et pétales ne soient pa®rdigbles, on parle alors de tépales pour
désigner les 2 organes (cas de la tulipe).

Calice et corolle forment le périanthe, envelopigeile, qui joue un réle protecteur pour les
organes reproducteurs et attractif pour les aninpalixhisateurs.

- L’androcée : formé par I'ensemble des étaminessill’appareil reproducteur male.
Chaque étamine est constituée d'une partie effl@dilet, et d’'une partie renflée,
'anthere ou est produit le pollen.

- Le gynécée (aussi appelé pistil): formé de I'endendes carpelles, il est I'appareil
reproducteur femelle. Le gynécée est constitué duaire a la base, d’'une partie
effilée, le style, et enfin du stigmate qui réceptie le pollen.

Apres la pollinisation, la fleur est fécondée etvliire se transforme en fruit contenant les
ovules fécondés qui deviendront les graines.

La majorité des fleurs sont bisexuées ou hermajtkesodais il existe des fleurs unisexuées
(soit males soit femelles). Certaines plantes, cenenmais, possedent des fleurs males et
femelles sur un méme individu, on parle alors demégie. Dans ce cas, I'autofécondation est
'un des modes de fécondation possible. En regieémgde la nature favorise plutét la
pollinisation croisée que l'autofécondation quipeemet pas le brassage génétique. Pour cela,
certaines plantes présentent des phénoménes daoimypatibilité ou de décalage de
maturité des fleurs males et femelles qui rendapossible I'autofécondation. Chez d’autres
especes, comme le chanvre, les fleurs males etllésmse forment chez des individus

différents, on parle alors de dioécie. Dans celeagcondation est obligatoirement croisée.



Sépales Pétales Etamines Carpelles
A+E A+B+E B+C+E C+E

AP3' PI

AP3 PI

Carpels

AP1
AP1
Figure 3: Le model ABC

a: Représentation schématique du modele de déatogt floral ABCE, d’apres les
connaissances sur les especes modeles, principalémadidopsis.

Les génes des fonctions A et E sont nécessairedaioelles sépales, les genes des
fonctions A, B et E font les pétales, les génesfdestions B, C et E permettent la
formation des étamines et les genes des foncticatsEfont les carpelles.

b: Représentation du model de quartet proposé peisddn et collaborateurs pour
Arabidospis thaliandcité dans Soltis et al., 2007). En vert, ARPETALAL) est I'un des
genes de la fonction A; en jaune, ARPETALA3 et PI PISTILLATA sont les génes de
la fonction B; en rouge, AGAGAMOUS)st le gene de la fonction C et en orange, SEP
(SEPALLATA)eprésente les genes de la fonction E.
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I1.2. Contréle génétique de I'identité florale

[1.2.1. Le modéle ABC

Le modele ABC est un modele basé sur I'étude deamtsitdArabidopsis thalianaet
d’Antirrhinum majus qui rend compte de l'identité et du développents® organes floraux
des fleurs des eudicots et qui peut s’appliquebalment a tous les angiospermes (Coen and
Meyerowitz, 1991 ; Jack, 2004).

Selon ce modele, l'identité des organes florauxdeéserminée par I'action combinée de 3
fonctions génétiguement indépendantes. La fonctiotétermine l'identité des sépales, les
fonctions A+B l'identité des pétales, les foncti@¥sC l'identité des étamines et la fonction C
l'identité des carpelles (figure 3a) (Soltis et &007). L'étude de mutants floraux a permis
d'identifier trois classes de mutants (A, B et @spntant des modifications spectaculaires de
I'identité des organes de deux verticilles adjacdngs genes responsables de ces différentes
fonctions sont des génes qualifiés d' "homéotiqueal leur mutation provoque le
remplacement d'un type d'organe par un autre.

Les mutants de classe A présentent une fleur dphotwgie anormale. Les sépales ont des
caractéristiques carpellaires : présence de staprati'apex et présence éventuelle d'ovules
sur la périphérie. Les pétales sont égalementn@anot et présentent des caractéristiques
d'étamines : développement de filets a la basar&ip d’antheres au sommet. Cette mutation
correspond donc a une transformation homéotiquesépales en carpelles et des pétales en
étamines. CheArabidopsis thalianales genes de la fonction A sOAPETALAL(APY) et
APETALA2(AP2) Les mutants pour le gedd1 et les mutants pour le géeA®2 présentent
des phénotypes identiques.

Les mutants de classe B présentent des fleurslelometales sont remplacés par des sépales
et les étamines par des carpelles. De ce faitetdre de la fleur est constitué de deux
verticilles de carpelles mal fusionnés du faitalgé&ne stérique. Le "pistil" est ainsi de grande
taille et de forme irréguliere. Cette mutation espond donc a une transformation
homeéotique des pétales en sépales et des étammrezspelles. CheArabidopsis thaliana

les genes de la fonction B sORPETALA3(AP3J) et PISTILLATA(PI). Les mutants pour le
géeneAP3et les mutants pour le géRé présentent des phénotypes identiques.

Les mutants de classe C présentent des fleursipesdwn nombre trés important d'organes.
Le premier verticille est constitué de sépalessdeond de pétales. Au niveau du troisieme
verticille, on observe des pétales a la place thwmiges et au niveau du quatrieme verticille

on observe des sépales a la place des carpeltesillPars, au centre de la fleur, de nouveaux
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verticilles se mettent en place suivant le méme al@dseépales/pétales/pétales/sepales)
comme si une nouvelle fleur se développait au aela premiére. Le phénotype des mutants
de classe C est donc double. La mutation corresponde transformation homéotique des
étamines en pétales et des carpelles en sépalesilleurs, la fleur présente une croissance
indéterminée. Un seul type de mutant8rdbidopsis thaliangrésente ce double phénotype,
il s'agit des mutants pour le geA€AMOUS(AG).

Les fonctions A et C sont antagonistes. Chez lesuntsi de classe A, la fonction C s'étend a
I'ensemble des verticilles @ce versa

Les orthologues de ces genes ont aussi été idantifiezAnthirrhinum majusLa fonction A

est assez peu documentée sauf éghdhaliana.ChezA. majus/e géne homologue AP1 est
SQUAMOSAmais il ne semble pas jouer un réle de fonctiolés genes homologuesAdP2
sontLIPLESS1(LIP1) et LIPLESS2LIP2). Les genes de la fonction B homologuesRs et

Pl sontDEFICIENS (DEF) et GLOBOSA(GLO), respectivement. Le gene de la fonction C
homologue dAG estPLENA(PLE).

Tous ces genes, sauf le ggNRETALA2d Arabidopsis thalianasont des génes qui codent
des facteurs de transcription de la famille des &84 (MADS faisant référence aux 4 genes
chez lesquels le domaine commun a été trouve lemtient :MCM1 (MINICHROMOSOME
MAINTENANCE lde Saccharomyces cerevis)adG (AGAMOUS d’Arabidopsis thaliana
DEF (DEFICIENS d’Antirrhinum majuset SRF(SERUM RESPONSE FACTQ@R I'Homo
sapien3). Ces facteurs de transcription sont hautememsawés et impliqués dans plusieurs
aspects du développement de la plante et notanulaestla floraison et la mise en place des
organes floraux (Theissen et al. 2000 ; Soltid.eP806 pour revue).

Le modéle ABC a été complété avec la découvertdad®nction D impliquée dans le
développement de I'ovule chez le Pétunia (Colontlad.£1995) et la fonction E qui interagit
avec les fonctions A, B et C chez plusieurs espdeesore eudicots (Pelaz et al. 2000; Ditta
et al. 2004) contribuant ainsi a la spécificatianl'ilentité des sépales, pétales, étamines et
carpelles. CheA. thalianac’est la famille de géneSEPALLATASEPL, 2, 2t4) qui donne
cette fonction E avec pour effet d’orienter la éiéfnciation des primordiums pour qu’ils
deviennent des primordiums floraux. L’étude de qupkks mutantSEP1, 2, 3t4 a montre

la conversion de tous les verticilles floraux emudures semblables a des feuilles avec des
trichomes (poils) (Malcomber et Kellogg, 2005). lggmes de la fonction E sont nécessaires

et suffisants pour induire la formation de fleursagtir de primordiums de feuilles.
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Theissen (2001) a élaboré un modéle d'interactotre les différents genes du modele ABC
basé sur I'étude de I'espece mod@lethaliana (Theissen, 2001, Soltis et al. 2007). Le
modeéle des quartets suppose que quatre combinadiffiésentes de quatre protéines
homeéotiques florales différentes déterminent l'idérnles quatre catégories d'organes floraux.
Dans les triples mutan&EPL, 2 et 3 dA. thaliang tous les organes floraux ressemblent a des
sépales, suggérant que l'action conjuguée des ghrms$onctions A, B et E est nécessaire
pour former des pétales, les fonctions B + C + It s@cessaire pour former des étamines et
C + E forment les carpelles (Soltis et al. 2007). hodéle des quartets propose que des
protéinesSEPforment des hétéro-tétrameres avec les protéieegeéhes des fonctions A et B

pour les pétales, B et C pour des étamines et €Cleswearpelles (figure 3b).

[1.2.2. Les modifications du modele ABC

Le modéle ABC classique (ou ABCE) fonctionne pauplupart des eudicots mais certaines
modifications sont nécessaires pour l'adapter awdicets basales et aux angiospermes
basals. En effet, il semble y avoir des modelestiptes qui s’appliquent selon la position
phylogénétique et la structure florale des grougtesliés (Soltis et al., 2007). Par exemple,
Van Tunen et al (1993) ont suggéré que les deuiciies pétaloides deilium devaient étre
contrblés par les mémes genes d'identité d'orgnent proposé un modele ABC modifié
dans lequel I'expression des génes de la fonctiaréB étendue jusqu’au premier verticille,
convertissant ainsi ce qui aurait d( étre des s§gaklon leur position) en organes pétaloides
appelés tépales. Cette hypothése a été appuyéespasultats de Kanno et al (2003) qui ont
montré que les génes homologues de la fonctioeBsment dans le premier verticille chez
la tulipe (la tulipe possede, comniglium, 2 verticilles de tépales). A partir de ces
observations, des modeles dehting border» ou « frontiere changeante » (Bowman, 1997)
et de «sliding boundary »ou « frontiere glissante » (Kramer et al., 2003) é&@ imaginés
pour expliquer le « glissement » de la zone d’esgica des genes de la fonction B de son
emplacement limité (d’apres le modéle ABC classjquers le verticille extérieur (comme
chez les monocotylédonédslium et Tulipa et certains eudicotylédones basales, y compris
Ranunculuset Aquilegig. Chez I'ancolie, il y a encore trés peu d’infotioa concernant les
fonctions A et C mais les genes de la fonction B &g bien étudiés, montrant un modéle
ABC légérement modifie. L’équipe d’E. Kramer (Kramet Hodges, 2010 pour revue) a
détecté 3 genes homologuedd3 (appelésAP3-1, AP3-Z2t AP3-3 et un homologue del.

Chaque paralogue AP3 a un modele d'expression distinct qui évolue sééoristade de
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AP3-1 AP3-1

SEP PET STA STD CAR SEP PET STA STD CAR

Figure 4 : Modeles ABC modifiés basés sur les esgioms aux stades précoces (a gauche) et
tardifs (a droite) des homologueA#3et Pl chezAquilegia vulgarigKramer et al., 2007).

Le stade précoce correspond a la période ou lesesgpad étamines et les staminodes sont
initiés, tandis que le stade tardif englobe touquiea lieu apres l'initiation des carpelles. Des
gradients colorés indiquent une expression passagefaible. Chez I'ancolie, il existe 3
paralogues du ger&P3(AP3-1, AP3-2et AP3-3 mais un seul homologue & Chaque
paralogue dP3a un modele d'expression distinct. Le domaine désgion dd°l regroupe

tous les domaines d'expressiiR3 Les potentielles fonctions A et C ont été notéen fue

les connaissances actuelles chez I'ancolie ne peEmmi@as de certifier leurs zones d’action.
SEP: sépales; PET: pétales; STA: étamines; STbDristale; CAR: carpelles.
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développement des organes floraux (figure 4). hdesprécoce correspond a la période ou les
sépales, les étamines et les staminodes sonfsjniéigdis que le stade tardif englobe tout ce
qui a lieu apres l'initiation des carpelles. Le gg&P3-1 est largement exprimé dans les
pétales, les étamines et les staminodes (orgatugs sintre le verticille des étamines et celui
des carpelles chez l'ancolie) a un stade tres peecu développement floral. Dés que
I'initiation des carpelles a commencé, le domaifexpression de ce géne se rétracte jusqu'a
ce gu'il comprenne seulement les staminodes (Kragheml. 2007).AP3-2 est exprimé
légerement plus tard dans une région couvranttimiges et les staminodes, mais pas les
pétales. Aux stades plus tardifs, son domaine désgion se décale pour exclure les
staminodes, mais s'avancer dans les pétaR3:3 est trés spécifiguement exprimé dans les
pétales au cours de leur développement. Le §knest largement exprimé partout dans les

pétales, les étamines et les staminodes (Krantéodges, 2010).

Chez quelgues angiospermes basales (par exeknmberellg Illicium), les organes floraux
sont disposés en spirale avec une transition gliaddien type d’organe a un autre on parle
alors de dading borders> ou «frontiéres s'effacant »B(izgo et al., 2004)Ce modele
suggere que les transitions graduelles des ordorasix résultent d'un gradient du niveau
d'expression des génes ABC avec, dans les zongargdtion d’'un organe a un autre, une
expression faible et chevauchante des génes né&essadda mise en place de l'identité des
organes. Ces interactions entre genes permetréirmation d’'organes présentant quelques

caractéristiques morphologiques de chacun des esgatjacentéSoltis et al., 2006).

[1.2.3. Les génes cadastraux

Le contréle spatial des domaines d’expression éaggydes différentes fonctions du modéle
ABC est crucial pour la mise en place des orgalmaux au bon endroit sur la fleur. Les
genes responsables de la délimitation de ces demalfexpression sont appelés « génes
cadastraux » car ils restreignent I'action d’'autgéses dans des régions spécifiques. Ces
génes sont encore assez mal connus. Le geéne ehdiEstmieux étudié est le gene
SUPERMANSUP d’Arabidopsis thalianales plantes mutées pour le g&igP,produisent
des étamines a la place des carpelles. Cela réBulie expression ectopique des geABP8

et Pl de la fonction B dans le verticille 4 (Bowman et 4992). Au contraire, I'expression

ectopique d&SUP entraine la suppression des pétales et des é&ufabn et al., 2006). Le
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geneSUPrégule donc négativement I'expression des gé&i3et dePl dans le verticille 4
(carpelles)SUPagit comme « frontiere » entre les verticilles 3.e

Certaines limites des domaines d'expression samtrrdiiées par une inhibition mutuelle
entre genes. C’est le cas, par exemple, pour rdiém@ entre les genes des fonctions A et C.
Chez Arabidopsis thalianala répression de I'expression du gekiel par le geneAG est
supposée mais n'a pas encore été clairement démofdahn et al., 2006). En revanche, la
répression cdAG dans les verticilles 1 et 2 est sous le controlg@&uweAP2, empéchant ainsi

la conversion des pétales en organes reproductearns les mutants simples présentant une
délétion pour I'un des gene£UNIG (LUG), SEUSSSEU ou STERILE APETALASAB,
'expression dAG a été trouvée dans les verticilles 1 et 2 (Glo2e607). Ces genes semblent
donc interagir aveAP2pour limiter 'expression dAG aux verticilles 3 et 4.

Il a été montré que les fleurs des plantes mutées fe geneRABBIT EARS(RBE),
présentent une expression ectopiqué&Gl’dans le deuxieme verticille qui entraine la
production de fleurs avec des pétales fortemenventis en étamines (Zahn et al., 2006).
Lorsque cette mutation est combinée avec une roatgiour AP2 ou LUG, il y a une
augmentation des anomalies des pétales (Krizek.,eRG06). RBE semble donc servir de
« frontiere » entre les verticilles 2 et 3 en enp@t AG d'étre exprimé dans le deuxieme
verticille.

Les plantes mutées pour le gasUSUAL FLORAL ORGAN@FO) produisent des fleurs
déficientes en pétales (Durfee et al., 2003). utagune mutation du gen&G dans ces
mutantsUFO a permis de rétablir la formation de pétale, inditf que I'expression ectopique
d'AG était responsable du manque de développement éatep dans ces mutartd-O
(Durfee et al., 2003). De plus, une expressidtGh été détectée dans les quelques organes
parfois produits dans le deuxieme verticille dedantsUFO. Cela soutient 'idée queFO
semble normalement jouer un rble de « frontieratseeles verticilles 3 et 4 pour limiter la
zone d’expression AG (Krizek et al., 2006, Zahn et al., 2006).

[ll. La symétrie florale

Bien que les mécanismes de controle de lident#® drganes floraux soient aujourd’hui
connus, il reste encore beaucoup de choses a epalie comprendre la diversité qui existe
dans l'architecture des fleurs (leur taille, fornemuleur, nombre et position de chaque
organe...). Parmi les étapes de mise en place deetaet de I'arrangement des organes, la

symeétrie florale est la plus étudiée.
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1.1. Types de symétries

D’une maniére générale, les fleurs sont symétriquais certaines sont asymétriques (cas
rares), comme le canna.

Parmi les fleurs symétriques il y a deux formeagpales de symétrie : 'actinomorphie (état
ancestral) et la zygomorphie (état déerivé appangilrs fois indépendamment au cours de
I'évolution des angiospermes et daté d'il y a envi60 millions d'années) (Citerne et al.,
2010).

Une fleur est dite actinomorphe, ou a symétriealadilorsqu’elle possede plusieurs axes de
symétrie. Dans ce cas, tous les organes d’'un mgmeg(s€pales, pétales ou étamines) sont de
tailles et de formes identiques et sont répartitormément autour du réceptacle floral (figure
la).

Une fleur est dite zygomorphe, ou a symétrie higés lorsqu’elle possede un seul axe de
symétrie qui coupe la fleur en deux moitiés, imagaese de I'autre dans un miroir (figure
1b). Chez beaucoup de fleurs zygomorphes, l'unigxee de symétrie est dorsoventral et
vertical, allant de la bractée (derniéere feuillamtvla fleur) a I'apex de l'inflorescence. Les
fleurs a symétrie bilatérale ont une distributi@s @rganes a maturité qui peut étre irréguliére
autour du réceptacle floral.

La symétrie bilatérale est un caractére adaptatitidleur qui favorise I'interaction avec des
pollinisateurs spécialisés.

Les bases moléculaires de la zygomorphie sonttdécohez quelques espéces modéles,
surtout chez les core eudicots. Obtenir des dont&es les groupes des monocotylédones et
des eudicotylédones basales est maintenant néeepsar préciser les mécanismes évolutifs

qui sont a l'origine de la zygomorphie.

[1.2. Bases génétiques de la zygomorphie

[11.2.1. Les facteurs de transcription TCP

La famille de facteurs de transcriptiom GP »est définie initialement a partir des génes
Teosinte branched({TB1) du mais Cycloidea(CYQ d’A. majuset Proferating Cell Factor

(PCPF) du riz. Vingt-quatre séquences codantes compoutamiomaine TCP ont été trouvées
dans le génome compleAdabidopsis thalianall semble que les protéines du domaine TCP

aient été recrutées au cours de I'évolution poucolardle de la division cellulaire et la
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Figure 4bis : Les facteurs de transcription TCPb@3uet al., 1999)

a: Schématisation du ge@& CLOIDEAd’A. majuscomposé des domaines TCP et R.

b: Alignement des acides aminés qui constituedbtaaine TCP des membres de la famille
TCP. Les membres fondateur de la famille TCP sochd@rés en rose. Les acides aminés
identiques sont en noir, les acides aminés ayantharge semblable ou un caractére
hydrophobe sont en gris. La longueur variable kélice 1l est indiquée par des pointillés.
c: Alignement du domaine R de la sous-famille T@Rlkdsse Il

Figure 5 : Modeéle d’interactions des genes conttdkzygomorphie chez A. majus.
CYCetDICH s’expriment dans le domaine dorsal (les deux sessoipérieures) ce qui
meéne a l'activation dRAD, qui, a son tour, bloque l'activité @8V tant dans les régions
dorsales que dans une partie des régions laté(@edey et al., 2005).
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croissance dans les différents processus de déetognt chez les plantes (Luo et al., 1996).
Les genes de la familleCP sont caractérisés par deux domaines tres consel@omaine
TCP constitué d’'un motif hélice-boucle-hélice basiqoriginal (bHLH) et le domaine R
(Cubas et al 1999). Grace a ces domaines on asginglier 2 sous-familles de facteurs de
transcriptionTCP: 'une apparentéee RCF (TCP de classe 1) et I'autre apparenté€aCet
TB1 (TCP de classe Il). Bien qu'en grande partie consedaes chaque sous-famille, la
composition de la boucle du domaine bHLH est diffée entre les deux sous-familles. De
plus, lesTCP de classe | ont une région qui leur est spécifalee fin du domaine bHLH (la
seconde hélice est rallongée) tandis que les menmd®da sous-famille de classe Il ont un

domaine R situé a des distances variables du dem&@® (figure 4 bis).

[11.2.2. L'espéce modeldntirrhinum majus le géne cl&CYCLOIDEA

Les bases génétiques liées au développement dggtammrphie ont été examinées en
profondeur cheA. majus ou de nombreux mutants d'architecture floralet stisponibles.
L’analyse de mutants péloriques, chez lesquel$ldess présentent une symétrie radiale au
lieu d'une symétrie bilatérale, a permis d'idemtifiles genes contrélant cette symétrie
bilatérale, et en particulier la distinction erlzecdté dorsal et le coté ventral de la fleur.

Les fleurs de type sauvageAd’'majusont des organes fortement différenciés selon wn ax
dorso-ventral, particulierement dans les deuxiemetreisieme verticilles (pétales et
étamines). Les pétales sont de trois types : deydatéraux et ventraux. Les deux pétales
dorsaux, les deux pétales latéraux et I'uniquel@étantral ont des tailles, des formes, des
types cellulaires et des symétries internes diffi@® Plus précisément, les lobes des pétales
dorsaux sont grands et asymeétriques tandis quebke dlu pétale ventral est plus petit et
bilatéralement symétrique. L'étamine dorsale ahiité a I'état de staminode (étamine stérile
qui a souvent l'apparence d'une languette), tagdes les paires d'étamines latérales et
ventrales different dans la longueur du filamentaetillosité. Le développement inégal le
long de l'axe dorso-ventral apparait au début degdnogenese, avec une initiation des
organes dorsaux retardée (Luo et al., 1996).

Le type de pétale et I'avortement de I'étaminealersont contrdlés par l'interaction de quatre
géenes appartenant a la famille d&3P et a la famille des génes de facteur de trangmmipt
MYB (Luo et al. 1996; Corley et al. 2005). Une mutatdans le gen€YCLOIDEA(CYC
appartenant a la famillECP) a un effet phénotypique fort entrainant une pded‘identité

dorsale et une ventralisation des pétales latécaugui modifie la symétrie bilatérale de la
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Figure 6: Arbre phylogénétique de I'ordre dRenunculales

Sur la gauche du schéma est représenté I'arbre girydtique des Angiospermes pour
rappeler la position de I'ordre dBainunculalesSur la gauche est représenté I'arbre
phylogénétique deRanunculalesivec les différentes familles qui le constituent.
L’étoile rouge indique la famille des Renonculac@esRanunculacegequi sera détaillée
dans la suite du manuscrit. (adapté de Jabbouf69)2
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fleur en symétrie quasi-radiale (Luo et al. 1996) C et son homologu®ICHOTOMA
(DICH) (Luo et al. 1999) sont exprimés dans le domaioesal des jeunes méristémes
floraux, aboutissant a la croissance retardée é¢mlgs et des étamines. Au cours de la
croissance, I'expression @& Cpersiste partout dans le domaine dorsal. Au stadd, elle y
favorise la croissance des lobes des pétales etnete développement de I'étamine (Luo et
al. 1996).

L'expression d®ICH est limitée dans la partie dorsale de la fleuples$ particulierement au
niveau des pétales, ou il participe a la formatienleur asymétrie interne (Luo et al. 1999).
L'effet au niveau dorsal des gen@gCet DICH se fait par I'intermédiaire d’un autre géne :
RADIALIS(RAD, appartenant a la famillYB). En effet, il a été montré quRAD est activé
par CYC dans la partie dorsale des méristemes florauxtéCeisal. 2005). L4, il agit de
maniere opposée au geDE/ARICATA(DIV, appartenant a la famillYB) qui est exprimé
partout dans le méristeme (Corley et al. 20@8BY est responsable de l'identité des pétales
ventraux comme lillustrent les fleurs actinomorphgui sont observées chez un double
mutantcyc-dich(Galego et Almeida, 2002; Almeida et Galego, 2008} gene€YC, DIV et
RAD contrélent la symétrie de la fleur entiere maissades organes eux-mémes (Specht and
Bartlett, 2009). Le modele d’interactions des quatenes impliqués dans l'acquisition de la

symétrie dorso-ventrale chéz majusest illustré dans la figure 5.

IV. Etude de la zygomorphie chez les Renonculacées

IV.1. Pourquoi choisir les Renonculacées ?

Les bases moléculaires de la zygomorphie sontdgétes chez quelques especes modeles
commeA. majus,et toutes sont des core eudicots. On manque aiourd’ informations
dans les groupes plus anciens dans I'évolution cetes eudicotylédones basales ou encore
les monocotylédones. Bien que les eudicotylédoressales ne représentent qu’une faible
proportion des angiospermes, c'est un grade outfomve une grande diversité dans la
structure et la forme florale. Les fleurs d'angarspes basales varient considérablement dans
la taille, le nombre des parties florales et l'agement des organes floraux disposés soit en
spirales soit en verticilles.

Selon l'arbre phylogénétique établi par 'APGIlBsIRanunculales sont le groupe frere de

tous les autres eudicots (figure 6). Ce clade @st drucial a une compréhension de
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Figure 7: Arbre phylogénétique simplifié de la fdmiles Renonculacées.

Cet arbre montre I'évolution de la zygomorphie cleszRenonculacées avec les plantes
zygomorphes encadrées en rose.

Les images A,B et C correspondent aux especesétultirs de mon stage.

Al et A2 : photographies de face et de profAgliilegia alpina(images F. Jabbour)

B1 et B2 : photographies de face et de profiNigella damascenémages F. Jabbour)
C1 et C2 : photographies de face et de profiCdesolida regaligimages C. Ridel).
L’étoile rouge fait référence a I'arbre phylogénéegle la famille deRanunculaceaéou
Renonculacées) qui est en figure 6. (adapté de dalbbo2009)
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I'évolution de la symétrie des angiospermes damsdasemble, étant donné sa position entre
les core eudicots d'une part et les angiospernssddsaet les monocotylédones de l'autre.

La zygomorphie serait apparue dans le clade desriRafales 3 fois indépendamment, dans 3
familles difféerentesNlenispermaceae, PapaveraceaeRanunculacea¢Damerval et Nadot,
2007) et avec des caractéristigues différentesur@ig6). Chez les Ménispermaceées
(Menispermacegde on ne retrouve la zygomorphie que chez les dldamelles de certains
genres. Chez les Papavéracdtapaveraceae I'axe de symétrie n'est pas dorso-ventral, mais
transversal. Chez les Renonculacé&ganunculacede la zygomorphie est dorso-ventrale et
associée au périanthe qui est particulier a ceegdaisque les organes s’insérent en spirale sur
le réceptacle floral.

Les travaux de Kolsch et Gleissberg (2006) et deéyaal et al. (2007) sur I'étude des genes
homologues d€YC (CYClike) chez les Papavéracées ont permis d’élaggicbnnaissances
sur I'expression de ces genes au sein de I'ordseRémunculales. Toutefois, les fleurs de ce
clade sont particuliéres du fait de leur rotatienpedicelle pendant leur développement qui
fait passer 'axe de symétrie de transversal aodeesitral. C’'est pourquoi il a semblé
intéressant d'examiner les bases moléculaires dggamorphie dans un autre groupe de
Ranunculales, présentant une organisation floiélerente.

Parmi les Ranunculales, la famille des Renoncutaeéeparticulierement remarquable par la
grande diversité de son architecture florale, aue@érianthe comportant sépales et pétales
distincts ou non, et dans ce dernier cas tous @d&d ou tous sépaloides. La forme et les
caractéristiques des pétales eux-mémes sont divgpkeds, éperonneés, nectariferes...). Cette
famille constitue un groupe clé pour comprendre me8canismes a l'origine de la
diversification des pétales et leur homologie awecqui est décrit chez les core eudicots
(Citerne et al., 2010). De plus, la zygomorphiestyapparue une seule fois et ne concerne que
3 genres Aconitum, Delphiniunet Consolida(figure 7). La question est maintenant de savoir
si ce sont des génes homologues de ceux trouvesAcmeajusqui sont responsables de la
zygomorphie chez les Renonculacées.

V.2. Les genes RanaCyL

Les résultats que je vais présenter maintenantisdntit du travail de these mené par Florian
Jabbour a 'ESE et a 'TUMR de Génétique Végétalddulon. Ces données n’ont pas encore
éte publiées (Jabbour F., 2009).
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Figure 8: Résultats de PCR semi-quantitativesesigéneRANACYLd'Aquilegia
alpina.

Les PCR ont été faites sur les ADNc de jeunes feufe. pouryoung lea,
d’inflorescence (Inflo), de boutons floraux a desdsts successifs de développement
(1-2-3-4) et de dissections de boutons florauxejastant floraison. DP correspond aux
2 pétales dorsaux; oP: les autres pétales (c’dsed pétales latéraux et 1 ventral).
DS correspond au sépale dorsal; 0S: les autretesg@datéraux et 2 ventraux). Et:
étamines. Le gen&CTINEsert de contrdle interne de quantité d’ADNCc.
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F. Jabbour a travaillé sur cing especes de Renacées, deux zygomorphe&cbnitum
napelluset Delphinium staphisagriget trois actinomorphe#&quilegia alpina Clematis recta

et Nigella damascena ayant des phénotypes floraux contrastés quiésgmtent bien la
diversité florale de la famille. Il a caractérigs Igenes homologues @& CLOIDEA(génes
CYClike) chez ces 5 espéces puis il a regardé leurdiexpression. Les genes homologues
de CYCLOIDEAoONt été appelé genBANACYL(RANA pour la racine d®anunculacegeet
CYLpourCYGLike car homologue dEYCLOIDEA.

Deux et trois copies des gelRANACYLont été trouvées, respectivement, chez les especes
actinomorphes et zygomorphes. Le fait qu’il y aitgeneRANACY Lsupplémentaire chez les
especes zygomorphes testées peut faire penser eguggames jouent un rble dans le
déterminisme génétique de la zygomorphie. L'expprsdes RANACYLa été étudiée a
différents stades du développement des plantearet des organes divers pour voir si des
corrélations existent entre le niveau d’expressioles changements morphologiques.

Au stade végétatif, une expression faible a ét@€rbBs uniquement pour les 2 homologues
des especes actinomorphes (sauf @lamatis rectaou seul I'un d’eux s’exprime).

L’expression visible dans les inflorescences ddeles espéces testées est beaucoup plus
forte qu’'au stade végétatif. Dans les boutons, \&len décroissant du stade le plus précoce
au stade le plus avancé du développement de Fesdtence (figure 8). Les gerRANACYL
sont donc exprimés lors du développement des bsuflumaux mais ces résultats ne

permettent pas, pour I'instant, de statuer sudle joué par ces genes.

V. Virus Induced Gene Silencing ou VIGS

Afin d’éclaircir le role des gendRANACYLdans la symétrie florale de certaines espéces de
Renonculacées, nous avons cherché quelle setaitHaique la plus a méme de donner des
résultats rapides pour un colt moindre. Nous acbpossi leVIGScar c’est la seule méthode
qgui permet une analyse fonctionnelle de génes lgseespéces non modeles pour lesquelles
aucune transformation stable n’est envisageablel¢Bmbe et al.,, 1999 ; Purkayastha et
Dasgupta, 2009). Le VIGS utilise la capacité ndieirdes plantes a se défendre face a la
pénétration d’'un virus via la production de pe#BN appelés petits ARN interférants

(SIARN, pour « short interfering RNA »).
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Le siARN généré par I‘action de I'enzyme Dicer se fiar I'intermédiaire de 'enzyme
Argonaute (AGO) du complexe RISC, sur une régiataote d'un ARN messager. La
parfaite complémentarité de séquence entre le siARNRNmM provoque la dégradation

de ce dernier.
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V.1.Les petits ARN interférants

C’est au cours d’expériences visant a provoquetitietion d’un géne pour en déterminer la
fonction que les siARN ont été découverts, chezélmatodeCaenorhabditis elegang-ire et
Mello, 1998) : l'injection dans I'animal d’'un ARNedséquence complémentaire a celle du
gene d’intérét a permis de mettre en évidence @émghene de répression spécifique de ce
géene, que les auteurs ont baptisé « interféredd®@N» (IARN) ou «RNA interference » en
anglais (RNAI). Les auteurs ont découvert que dagtrésence d'un ARN double brin qui
génere la répression. Il a ensuite été montréeuekcanisme peut étre induit par introduction
d’ARN double brin (expérimentalement ou par infeotivirale par exemple), ou par
production d’ARN double brin par la cellule. Layaé de ce mécanisme a réveélé que celui-ci
est homologie-dépendant (c’est-a-dire qu’il agit s ARN de séquence proche présents
dans la cellule), et que l'activité répressive @RN double brin nécessite son clivage en
petits fragments de 21 a 24 nucléotides, appeléts p&RN interférents ou siRNA pour
« short interfering RNA $Le Douarin, 2005; Lodish et al., 2005). Le mécamigitaction des
siARN est résumé dans la figure 9.

L’interférence a ARN, également appelé « RNA silege> chez les plantes, est aussi le
meécanisme qui entre en jeu pour la défense dedepldiace a l'intrusion de certains

pathogénes (Voinnet, 2001 ; Waterhouse et al., 2001

V.2.Principe du VIGS

Le VIGS utilise ce phénomene d'interférence a ARNminduire une baisse d’expression du
gene ciblé.

On utilise un virus modifié, dans lequel on a iméda séquence du ou des gene(s)
d’intérét(s), que I'on injecte par I'intermédiaideAgrobacterium tumefacienmur infecter la
plante. Une fois dans la plante, le virus va rémigson génome grace a une ARN polymérase
ARN dépendante (réplicase), et avec lui la séqueiiogrét qu'il contient, conduisant a la
formation d’'un ARN double brin. Ces longues molésuld’ARN double brin (ARNdb)
exogenes sont ensuite identifiées par la plantenmomtant le signe d’'une infection par un
pathogéne ce qui va déclencher la mise en placesystéme de défense.

La plante produit une nucléase de type Dicer (D@Urp« Dicer-like »), de la famille des
RNases-Ill qui va couper les longs ARNdb et aimedpire des petits fragments d’ARNdb de
21 a 24 nucléotides de long : les petits ARN igtenits (ARNI).
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Figure 10: Principe simplifié du VIGS.

Un virus modifié avec un fragment du gene que I'eatvinhibé est injecté dans une plante.
Lors de sa réplication; le virus produit des ARNubles brins qui sont dégradeés, par les
enzymes DICER de la plante, en petits ARN interfis¢ ARNi). Ces ARNiI sont incorporés
dans le complexe RISC gu’ils guident vers leur A&i¥hplémentaire. L’'enzyme argonaute
du complexe va dégrader 'ARN cible.
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Enfin, Le brin antisens des ARNi est incorporé dansomplexe ribonucléasique contenant
une protéine Argonaute (AGO) : le complexe RISC upe RNA-induced silencing
complex »). Les ARNiI guident ce complexe vers 'ARNible de la plante. Le brin antisens
des ARNi s’apparie par complémentarité a TARNmlejlze qui provoque son clivage (par
AGO) au milieu de la zone d’appariement, et domopossibilité de traduire une protéine
fonctionnelle (Eamens et al., 2008) (figure 10).btie sens des ARNiI est, quant & lui, pris en
charge par une enzyme ARN polymérase ARN dépendanRDR6 (RNA-Dependent RNA
polymerase 6), qui va synthétiser une copie comgigaire de cet ARN simple brin pour
former un nouvel ARN double brin appelé ARNi secnel La RDR6 permet a la fois la
diffusion de l'information aux cellules éloignéesi dieu de l'infection par le virus et
'amplification du systeme de défense, entrainamgida forte diminution de I'expression du
gene d’intérét. Selon le fragment du gene d’intgrébn utilise, on peut réduire I'expression

de tous les homologues de ce gene d’'un coup og@bafique.

V.3.Virus utilisés pour induire le VIGS chez les plante

Au cours des 15 années passées, des travaux anegé&afin d’optimiser cette technique de
VIGS afin gu’elle soit plus efficace et utilisalidbez un grand nombre d’espece de plantes.
Pour que le VIGS fonctionne il faut bien choisirclambinaison virus et plante a infecter. En
effet, le virus qui est utilisé comme vecteur @oibir la capacité d’infecter 'h6te de maniére
systémique, c'est-a-dire dans toute la planteupistans les tissus d'intéréts (tous les virus
n'infectent pas les cellules méristématiques pamgde), et de s’y reproduire a un niveau
suffisant pour induire une réponse.

Plusieurs types de virus ont été étudiés depuis p@@r étre utilisés comme vecteur dans la
technique du VIGS (Burch-Smith et al., 2004). Lesniéres expériences de VIGS ont été
faites surNicotiana benthamian&n utilisant le virus de la mosaique du tabac (TMV le
virus X de la pomme de terre (PVX) comme vecteunstamt un fragment d’'un gene
endogene qui intervient dans la synthése des Rece®: le genBhytoene desaturagfDS
(Kumagai et al., 1995 et Ruiz et al., 1998). Lenp#s infectées avec ces virus ont présenté
un phénotype de blanchiment des feuilles résuli@ntinhibition du gene endogéreDS
Malgré tout, ces virus ne sont pas trés utiliség panalyse de la fonction de géne par VIGS
car les plantes infectées présentent de forts $mgs de maladie virale qui peuvent rendre la

visualisation et l'interprétation des phénotypeffialies. De plus, ces virus ne pénétrent pas
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dans les zones en croissance des plantes ce querarutilisation impossible pour I'étude de
géenes exprimés dans ces tissus.

D’autres virus vecteurs ont été développés plusifigggement pour certaines plantes comme
par exemple les vecteurs dérivés du virus de laaigas du brome (BMV) ou du virus de la
mosaique striée de I'orge (BSMV) qui permettenVI€S chez certaines monocotylédones
comme l'orge, le blé, le mais ou le riz (Holzbet@lk, 2002 ; Hein et al., 2005). Cependant,
lorsqu’on utilise le vecteur BMV, la pénétration dinus et la persistance du VIGS varie
beaucoup selon les tissus infectés et les genkés ¢Ding et al., 2006).

Plus recemment, des vecteurs issus du virus dsdemment du tabac (TRV potibbacco
rattle virug ont été développés et utilisés avec succes pmuretudes fonctionnelles de
plusieurs génes endogéenes chez différentes espécpkntes comme le tabac (Lu et al.,
2003; Burch-Smith et al., 2004), la tomate (Livakt 2002), la pomme de terre (Brigneti et
al., 2004), le pétunia (Chen et al., 2005), le pgMieman et al., 2005), I'ancolie (Kramer et
al., 2007) ou arabidospsis (Burch-Smith et al.,&08ctuellement, il y a environ 60 espéces
(de 12 familles différentes), dont monocotylédoetdes eudicots basales, qui peuvent servir
d’héte au virus TRV et donc sur lesquelles il pétre utilisé comme vecteur pour une
expérience de VIGS. Le virus TRV peut se répandrendniere systémique dans toute la
plante, y compris dans les cellules des méristeatetes fleurs. Les symptdbmes qu'l
provoque sont moindres et ne masquent pas les effigphénotypes induit par I'inhibition du
gene cible. De plus, il est utilisable sur un grawwdnbre d’espéces de plantes. Cela fait du
TRV un vecteur trés utilisé pour faire du VIGS (Zdmd Dinesh-Kumar, 2009).

V.4.Le virus du rattle du tabac (TRV)

V.4.1. Description et réplication du virus TRV

Le TRV est un virus qui a un génome bipartite adeax brins sens d’ARN. L'ARN 1 a une
longueur d’environ 6800 paires de base (pb). llecddux protéines qui correspondent a la
réplicase qui permet la reproduction du virus, pr&éine de 29 kilo Dalton qui permet le
mouvement du virus de cellule a cellule dans lateldbte, une protéine de 16 kilo Dalton
qui est riche en cystéine mais qui n'est pas regpaur la réplication du virus ou pour la
diffusion de linfection de cellule a cellule, ehar séquence ribosomique qui permet la

production de transcrits viraux. L'ARN 2 a une laegr d’environ 2100 pb. Les protéines
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Le virus pénetre dans la cellule ou il libéere sonNA@écapsidation), le ribosome synthétise
la réplicase qui permet de synthétiser ’TARN compaétaire qui va servir de modeéle pour
la synthése de nouveaux ARN sens. Des protéinksaipside et des protéines de
mouvement sont aussi synthétisées pour former deeaoix virus qui passeront dans les
cellules environnantes par les plasmodesmes.(AleoDevergne, 1998).
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codées par 'ARN 2 permettent la formation de lpside, la mobilité du virus dans la plante

et la transmission du virus de plantes a plantesiptermédiaire des nématodes.

Lors de I'infection d’'une plante par le virus TRMIlui-ci détourne la machinerie cellulaire de
la plante pour se multiplier. La stratégie de i&gilon du TRV est comparable au cas d’un
virus a ARN monopartite qui aurait été découpé danigre a séparer, sur 2 piéces
génomiques distinctes, les genes codant pour l&€ipeo de capside et pour I'ARN
polymérase virale. Un cycle de multiplication desusy a ARN monocaténaire sens, est
présenté de facon simplifiée dans la figure 11. thnele virus entré dans la cellule, TARN
est libéré dans le cytoplasme (décapsidation).r&huttion permet la synthese d’'une ARN
polymérase ARN dépendante ou réplicase. Le vidasgeant son ARN dans le cytoplasme et
non dans le noyau, celui-ci n'a pas acces a '’ARNmérase du noyau; il est donc nécessaire
de la synthétiser a partir du matériel génétiquevidus. Grace a l'action de la réplicase,
'’ARN anti-sens (-) est ensuite synthétisé; il eavir de matrice a la synthése du brin sens (+)
complémentaire. Le brin sens permet la productesarotéines virales: protéines de capside
et de mouvement. Les nouvelles particules virabeg ensuite encapsidées, formant ainsi de
nouveaux virus qui sont libérés par passage vizdesux qui traversent la paroi cellulaire
végétale : les plasmodesmes. Les protéines de mmaniequi sont synthétisées par le virus
permettent l'interaction entre le cytosquelettdadeellule et I'ARN viral entrainant ainsi le
passage du complexe acide nucléique-protéine aertrades plasmodesmes. Les virus
peuvent aussi se déplacer a grande distance datenta s'ils atteignent le tissu conducteur
de la séve : le phloeéme. lIs sont ensuite relargaés les autres tissus de la plante ou ils vont
a nouveau se répliquer (Scholthof, 2005).

V.4.2. Le TRV utilisé comme vecteur pour\8GS

Les ARN du virus TRV ont été modifiés pour créeeuxig@ecteurs utilisables pour réaliser la
technique du VIGS. Sur chacun des vecteurs un pgeama@5S dupliqué du virus de la
mosaique du chou-fleufCaMV) et unterminateurdu geéne de lanopaline synthétase
(nopaline synthase terminatoNOS) ont été intégrés. Entre ces deux élémemtsADNc
codant soit 'ARN1 soit TARN2 du TRV a été insérpermettant ainsi de générer des
transcrits viraux intacts. Ces vecteurs sont nmépectivement TRV1 et TRV2 (figure 12).

Les génes nécessaires a linfection de la plantdgsanématodes ont été delété de TRV2
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Figure 12: Vecteur bipartite (TRV1 et TRV2) issuswirus TRV pour la technique du

VIGS.

Les cDNA issus des ARNL1 et 2 du virus TRV ont ét&@daentre un promoteur 35S

dupligué duCauliflower mosaic virugnoté 2x 35 S sur le schéma) et un terminateur da gen
de lanopaline synthétasgopaline synthase terminatoNOSt).

LB and RB sont bordures gauche et droite de chaqustruction.

RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) est la réplickl§® protéine de mouvement;

16K est une protéine de 16kDa riche en cystéinesdRzspond a la séquence ribosomique
qui permet la production de transcrits viraux ;&Pune protéine de formation de la capside
et MCS est le site de clonage multiple.
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(Ratcliff et al.,, 2001) et, a la place, un site denage multiple a été intégré permettant
d’'insérer facilement et rapidement le ou les géna(énhiber (Burch-Smith et al., 2004 ;
Dinesh-Kumar et al., 2003). Un site d’auto-appagatdu ribozome a également été ajouté a
'ARN1 pour une production plus efficace de 'ARNal. Les séquences d’intéréts qui sont
insérées dans le vecteur viral peuvent théoriquemeawoir que 23 nucléotides (taille des
siRNA) mais en pratique la taille idéale se sitnra300 et 1500 pb (Liu et Page, 2008).

Pour une meilleure efficacité du VIGS, TRV1 et TR¥®nt inclus séparément dans
Agrobacterium tumefacienguis les cultures bactériennes sont mélangéesfiet iafiltrées
dans la plante étudiée. L’ARN viral injecté dangl@ante via les agrobactéries sert de matrice
pour la synthése de nouveaux ARN viraux graceraghicase codée par 'ARNL. Il s’ensuit
une généralisation de l'infection par le virus TRWi va déclencher la mise en place de la

défense de la plante et donc I'inhibition du ou gese(s) cible(s).

V.5.Avantages et inconvénients du VIGS

Le VIGS a beaucoup d'avantages mais aussi queigaesvénients comparés a d'autres
techniques utilisées pour I'analyse fonctionnelgydnes de plante (Burch-Smith et al., 2006).
Tout d’abord c’est une méthode relativement faéilenettre en ceuvre et qui permet de
visualiser rapidement un phénotype spécifiquemari binhibition d’'un géne choisi, pour un
colt relativement bas. De plus, c’est une métham@ tes effets sont transitoires dans la
majorité des cas. Sa vitesse de visualisation ajosi sa durée sont variables selon les
especes. Par exemples, les effets du VIGS aveectewr BSMV chez 'orge sont visibles au
bout de 1 a 2 semaines tandis que l'effet du VI@&de TRV chez le pavot de Californie
n’est visible qu’au bout de 16 semaines (Wege.eRaD7 ; Holzberg et al., 2002). L'un des
rares cas de transmission du VIGS a la descendaétgeobservé chez le soja avec le vecteur
issu du virus sphérique latent de la pomme (ASL¥V)'effet du VIGS a persisté toute la vie
de la plante et s’est transmis a la génératiorasitév(Becker et Lange, 2010).

Contrairement a l'utilisation des collections detamis, il n’est pas nécessaire de tester un
grand nombre de plantes, il peut suffire d’'une s@ldnte présentant un phénotype pour avoir
un résultat probant, qui sera facilement reprotle(iBenedito et al., 2004).

La transformation de plantes est I'un des procéaidis peut étre utilisé pour l'analyse
fonctionnelle de génes mais cette technique efititifa mettre au point chez beaucoup
d'espéces et il s'avere parfois impossible d’adeis plantes viables notamment lorsque le

gene testé joue un réle crucial dans le développed®la plante. Le VIGS ne nécessite pas
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la production de plantes transgéniques, c’est dmectechnique particulierement utile sur les
plantes pour lesquelles la transformation est irsipptes ou difficile. On peut la réaliser sur des
plantules comme sur des plantes adultes et, selgadteur utilisé, il n'y a pas (ou trés peu)
de mort des plantes méme si le géne inhibé entyeued un stade précoce du développement.
L’étude d’un gene issu d’'une famille multigéniqueupparfois s’avérer compliquée. Avec le
VIGS il est possible d’'inhiber en méme temps t@ssrhembres d’une famille ou au contraire
un seul membre spécifiquement. Pour cela, il sd#ithoisir soit une région conservée chez
tous les membres de la famille de genes cibléeuocoatraire une zone spécifique de I'un
d’entre eux.

Un autre avantage du VIGS est qu'il permet aisétaerdmparaison de la fonction d’'un géne
entre différentes espéces grace, par exemple,tiisition du vecteur TRV qui peut étre
utilisé surN. benthamianala tomate olAquilegia alpina(Ekengren et al., 2003 ; Liu et al.,
2002; Gould and Kramer, 2007).

En dépit de ses nombreux avantages, la technique/I@S présente aussi quelques
inconvénients. Le plus important d’entre eux es¢ djinhibition du gene ciblé n’est pas
complete. Généralement on obtient 75 a 90% de éaigsniveau d’expression ce qui peut
étre suffisant pour produire une protéine fonctellenet donc empécher la visualisation de
I'effet dO a I'inhibition (Unver et Budak, 2009).

Le choix du virus utilisé comme vecteur est un @gatrfondamental. En effet, tous les virus
ne peuvent pas péenétrer dans tous les tissus aetegl il faut donc veiller a bien le choisir
sous peine de ne pas voir |'effet de linhibition déene d'intérét. De plus, certains virus
utilisés comme vecteur pour le VIGS provoquent sigmptdbmes qui peuvent masquer un
phénotype subtil a cause, par exemple, d’'une nuadifin du développement ou de la
morphologie de la plante. Certains phénotypes peuggalement étre cachés par de la

redondance fonctionnelle des autres membres derléglé du gene ciblé.

V.6.Chez quelles espéces d’eudicotylédones basald&Is & été utilisé?

Parmi les especes pour lesquelles la techniquel@$\A été mise au point il y a tres peu
d’eudicotylédones basales. Seules 4 espéces oetugtiees par cette méthode : le pavot a
opium (Papaver somniferun(Drea et al., 2007), le pavot de californie (Esittolzia
california) (Wege et al, 2007), le pigamon en masduwljctrum clavatumjDi Stilio et al.,

2010)et I'ancolie communeAquilegia vulgari$ (Gould et kramer, 2007).
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VI. Objectifs de mon stage

ChezAntirrhinum majusil a été démontré que le ge@¥ C(de la famille de§ CP) contrdle
'asymétrie dorso-ventrale de la fleur.

Nous avons utilisé une approche de type « geneidatne pour tenter de déterminer le role
précis de genes supposés actifs dans la mise ea géala symétrie florale chez certaines
Renonculacées. Nous avons donc utilisé les homeogie ce géne CYC comme genes
candidats. F. Jabbour, lors de sa these, a casgcties genes homologues chez 5 especes de
Renonculacées : les genBANACYL (données non publiées). Il a montré que les génes
RANACYLs’expriment a un stade précoce du développemesd atissi bien pour des fleurs
zygomorphes qu’actinomorphes.

Chez les Renonculacées, aucun lien n’a été éabiieure actuelle, entre un type de symétrie
donné et un ou des genes particulier(s), bien gaegdnes « CYC like » aient été caractérises
et leurs sites d’expressions localisés (Damerval.e2007 ; Jabbour F., 2009). Afin de tenter
de connaitre le role réel des gemSNACYLchez les Renonculacées sur la morphologie
florale, nous avons choisi d'utiliser la techniqlie VIGS qui est actuellement la méthode la
plus rapide, fiable, facile et peu couteuse poandlyse fonctionnelle de gene pour les
especes difficiles/impossibles a transformer.

L’Ancolie fait parti des plantes testées par F.badaiv et bien qu’elle soit actinomorphe et
gu’elle ne soit donc pas la plante idéale pourenétude de la fonction des gemSNACYL
dans la zygomorphie, nous l'avons choisi comme tplamodéle car c’est la seule
Renonculacée pour laquelle la technique du VIGSogsgtrationnelle (Gould et Kramer,
2007). Dans la suite du manuscrit les deux g&ANSACYLde I'ancolie seront appeld<PlL

et TCP2.

Pour préparer de futures analyses complémentaireglla-ci, jai réalisé deux autres
expeériences. L'une va permettre d’étendre nos desaaces sur le role des gef&3P au
sein de la famille des Renonculacées grace aud&esa technique du VIGS sur d’autres
Renonculacées actinomorphes et zygomorphiige(la damascenat Consolida regalis
L’autre devrait nous permettre de connaitre l'imipda degré d’identité entre séquences

hétérologues sur I'effet du VIGS chAguilegia alpina
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Matériel et Méthodes :

I. Matériel végétal et conditions de culture

Quatre especes de Renonculacées ont été étuddégslegia coeruleaAquilegia alpina
Nigella damascenat Consolida regalis

J'ai acheté les grainesAquilegia coeruleavariéte ‘Origami’, rouges et blanches, (notées
‘Origami’) chez Swallowtail Garden Seeds (Santaf@A, USA).

Les graines dhquilegia alpina(A. alping, de Nigella damascendN. damascenaet de
Consolida regaligC. regalig ont été collectées par F. Jabbour dans le caalisadhese et
proviennent d’horticulteurs ou du Muséum d’HistaNaturelle de Paris (numéro d’accession
deN. damascenau muséum 04-98).

Les ‘Origami’ ont été choisis parmi les nombreusspéces et variétés d’Ancolie sur les
conseils d'E. Kramer a cause de leur rapidité aéssance et de la couleur rouge de leurs
fleurs qui va permettre de bien voir I'effet denhibition du géneANTHOCYANIDINE
SYNTHASHKlIes fleurs deviennent blanches).

l.1. Culture des ‘Origami’

Deux séries de 100 graines ont été semées a 16 dantervalle en serre a 18°C le jour et
16°C la nuit (conditions décrites en annexe 2).

Une fois au stade 3-4 feuilles, les plantes ontrépéguées puis transférées dans la chambre
de vernalisation ou elles sont restées 3 semaifiesdanduire leur floraison. Apres la
vernalisation a 10°C le jour et 5°C la nuit (coiudis décrites en annexe 2), les plantes ont été
placées en serre dans un compartiment de niveauc8rdinement a 18°C le jour et 16°C la
nuit (annexe 2).

La premiere série de plantes a eu plus de malraegezt a poussé moins vite que la seconde
pendant la vernalisation, ce qui fait qu’au monkieur transfert en serre toutes les plantes

étaient de la méme taille.

[.2. Culture desA alping N. damascenat deC. regalis

Trois plateaux de 24 pots contenant chacun 2 ggaine été semés dans le compartiment de

confinement de niveau 3 pour les ancolies et Igsllieis (soit environ 150 graines par espece).
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Les nigelles ont été semées 10 jours apres lediemgmur tenir compte de la vitesse de

germination des plantes et ainsi les avoir toutesn@me stade de développement pour les
infiltrer le méme jour.

Lorsque les plantules ont atteint le stade 3-4llé=ui(soit 43 jours apres le semis pour les
ancolies ou 33 jours pour les nigelles), elles @@t infiltrées sous vide puis repiquées en
barquettes de 6 plantes.

Les graines de consolida ont été plus difficilesbéenir aussi seulement 50 graines ont été
semées. Seules 3 de ces graines ont germé c’asjupola technique de VIGS n’a pas pu

étre testée sur cette espece.

Il. Souches bactériennes

[1.1. Souche dEscherichia coli

La souche DH& électro-compétente d’Escherichia coli a été w@dipour les différents
clonages. Ces bactéries sont cultivées a 37°C keunhiB (milieu Luria-Bertani) liquide ou
solide avec soit de I'ampicilline (lorsque le vestest pGEMT), soit de la kanamycine

(lorsque le vecteur est TRV2) pour sélectionnecleses d'intérét.

II.2. Souche dAgrobacterium tumefaciens

Pour les expériences de VIGS, la souche d’agroba&grobacterium tumefacien358 a été
utilisée. Ces bactéries sont cultivees a 28°C dieumiB liquide ou solide contenant de la
rifampicine, de la gentamicine et de la kanamyqgdoar sélectionner les bactéries ayant
intégré un plasmide TRV (porteur de la résistanda Banamycine). En effet, sur 'un des
deux chromosomes de cette souche d’agrobactérieosee un gene de résistance a la
rifampicine. Elle possede aussi un plasmide helpér lui confere une résistance a la
gentamicine.

Des agrobactéries contenant soit le plasmide TRMi ls plasmide TRV2 étaient déja
disponibles au laboratoire. Ces plasmides sonsidsuwirus de tabac (TRV : Tobacco rattle
virus (virus du bruissement du tabac)). La soudrdenant le plasmide TRV2 a été utilisée

pour y intégrer les différentes constructions ngaiees pour mes expérimentations.
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Tableau I: Liste des amorces et leur utilisation

nom amorce séguence 5'-3' taille attendue (pb) utilisation
ANS-F-Xbal GGICTAGA TTGGGATTGGAAGAAGAAAGGC obtention du fragment du géne
440 ANS d'Ag. vulgaris inclu dans le
ANS-R-BamH1 AAGGATCC ATGTTGAGCAAATGTGCGA

plasmide TRV2 par Kramer E.

Ao-TCP1-BamH1F

GGATCC AATTCCCGGGATTCCTCA

Ao-TCP1l-saclR

GAGCTCTGATCTTCTTCGAGGGTTTTTC

Ao-TCP1-BamH1F2

GGATCC CCCCAAATCAATAGAGAAACCA

Ao0-TCP1-sac1R2

GAGCTC GGGCAATATCGAGTGAGAGC

Ao-TCP1-BamH1F3

GGATCC AGAAACTCATCCCCAAATCAA

Ao0-TCP1-sac1R3

GAGCTC TGGGCGGTGACAATTTTAGT

variable (de 177 a
298)

obtention d'un fragment du géne
TCP1 ainclure dans le plasmide
TRV2

Ao-TCP2-saclF

GAGCTC AAGGGTTGTGCAATTCCAAG

Ao0-TCP2-xholR

CICGAGCTTCCACTCATGCCATTAACC

Ao0-TCP2-saclF2

GAGCTC TTCCAAGCCACAAATGTTCA

variable (de 154 a

obtention d'un fragment du géne
TCP2 ainclure dans le plasmide

A0-TCP2-xholR2 CTCGAGCCTTCTTGAAAGACCCAGCA 332) TRV2
Ao-TCP2-sac1F3 GAGCTC CATGAGGACCGTCTTTACCAG
Ao0-TCP2-xholR3 CTCGAGGTCCCTAGTGCCTTGAGCAG
PDS F TGGAARGARCAYTCIATGATWTTTGCWATG 600 obtention du géne PDS chez N.
PDS R ACRACATGRTACTTIAVDATYTTWGCTTT damascena et C. regalis
PDS-F2-Xbal GGICTAGA CAGCCGATTTGATTTCCCAGAT obtention d'un fragment du géne
440 PDS chez Ag. vulgaris a inclure
PDS-R3-BamH1 AAGGATCC GAGAATTGAGTCGGACTTCACC -
dans le plasmide TRV2
PDS-Nd-F2-Xbal GGICTAGA CAGTCGATTTGATTTTCTAGAT obtention d'un fragment du gene
440 PDS chez N. damascena a inclure
PDS-Nd-R3-BamH1 AAGGATCC GAGAATTGAGTCGAACTTGACC .
dans le plasmide TRV2
PDS-Cr-F2-Xbal GGICTAGA CAGTCGGTTTGATTTCCCAGAA obtention d'un fragment du géne
440 PDS chez C. regalis a inclure dans

PDS-Cr-R3-BamH1

AAGGATCC GAGAATTGAGTTTAACTTGACC

le plasmide TRV2

M13-21 TGTAAAACGACGGCCAGT variable (environ Vérification des inserts dans
M13rev CAGGAAACAGCTATGACC 450) le plasmide pGEMt
TRV2-1 GGTCAAGGTACGTAGTAGAG variable (environ |vérification des inserts dans le
TRV2-2 CGAGAATGTCAATCTCGTAGG 350) plasmide TRV2
TRV2_F1 GAAATTCAGAGGGTGGGTGA variable (environ |Vérification des inserts dans le
TRV2_R1 CCCTTTTGCCTTTGTAACCA 400) plasmide TRV2
Ag Actine-2 GTATTGTGTTGGACTCTGGTGATGGTGT vérification expression du géne
Aq Actine-1 GATGGATCCTCCAATCCAGACACTGTA >80 Actine
AQvANS-F AGTTCATTCCCAAGGAGTATGTGC 738 vérification expression du géne
AgQvANS-R TGGCAGTCACCCATTTTTCATC ANS
FoAal ACAAGGTCCTAGAGATCGT 358 vérification expression du géne
ReAal AAGGGGATTGAATGTAGCT TCP1
FoAa2 GCACTAGGGACAGGAGAAT 325 vérification expression du géne
ReAa2 GTTGTCGTTTTCTCTCTCA TCP2
AQvAP3-1 F GGTTGGTGCTGAAGATCTAAG 340 vérification expression du gene
AqvAP3-1 R TCCGTCACCATGAAGATTTGGC APETALA3-1 (AP3-1)
AQvAP3-2 F TGAGAGAATGCAAGATACCCTGC 330 vérification expression du géne
AqvAP3-2 R CTTCAAAGTCAAGTGCTGGAAAGC APETALA3-2 (AP3-2)
AqQvAP3-3 TGAGTCTGTGAAACTTGTTCGGG 520 vérification expression du géne
AqvAP3-3 R GCAATGCGAATAGCAATGCC APETALA3-3 (AP3-3)
AqvPI F AGAAGCTGTGGGATGCAAAGC 326 vérification expression du gene
AgvPIl R TGAACACGGAAGGTGAATGGC PISTILLATA (PI)
PDS-F2A CAGCCGATTTGATTTCCCAGATGTTCTTCCAGCAC 580 vérification expression du gene
PDS-R2A AATCTCTTTCCACTCCTCGGGCAG PDS chez Ag. alpina
PDS-F3A GCGGTTTGCAATTGGACTAT 480 vérification expression du géne
PDS-R3A CCACTACATTCCCGTTGCTT PDS chez Ag. Alpina
PDS-F2N CAGTCGATTTGATTTTCTAGATGTTCTTCCtGCAC 580 vérification expression du géne
PDS-R2N GATGTCTTTCCACTCCTCGGGCAG PDS chez N. damascena
PDS-F3N GCGGTTTGCTATTGGACTAT 580 vérification expression du géne
PDS-R3N CTATAACATCACCGTTGCTT PDS chez N. damascena
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Des agrobactéries contenant le plasmide TRV2 portdwn fragment du gene
ANTHOCYANIDINE SYNTHASENS ou PHYTOENE DESATURASEDS) dA. vulgaris

ont été fournies par E. Kramer (Gould et Kramef7J0

[ll. Caractérisation des genes d’intérét et clonage

I.1. Extraction d’ADN et d’ARN des plantes

Les ARN totaux d’ ‘Origami’, dA. alping deN. damascenat deC. regalisont été extraits a
partir de 100mg de feuilles (en poudre et conggléesc le kitRNeasy Plant Mini Kien
suivant les instructions du fabricant (Qiagen).

Ces ARN ont ensuite été traités a la DNase (Ingé@n) pour éliminer 'ADN génomique qui
aurait pu étre extrait en méme temps que les ARRNe transcription inverseReverse
Transcription RT) a ensuite été réalisée avec la Superscrigelbn les instructions du
fabricant (Invitrogen) avec des oligos dT pour peftne la synthese des ADN

complémentaires (ADNc) des ARN messagers extraggpthntes.

1.2. Amplification par PCR (Polymerase Chain Reactiogg différents genes

11.2.1. Gene de ANS(ANTHOCYANIDINE SYNTHAS$E

Le geneANTHOCYANIDINE SYNTHASENS a été obtenu par Gould et Kramer (2007) a
partir de la base de données d’EST d’ancolie [DR%86and DR946276], ils ont dessiné des
amorces (ANS-F-Xbal et ANS-R-BamH1 dans le tablegrour amplifier un fragment de
440 pb (paires de bases) swquilegia vulgarigA. vulgarisg.

Le geneANSest un gene constitutif trés conservé d’'une espégee autre, nous avons donc

utilisé le gene obtenu chéz vulgariscomme s’il avait été obtenu chez ‘Origami ‘.

[11.2.2. GénesTCPletTCP2

Au cours de sa thése, F. Jabbour a identifié 2gyénenologues d€YCLOIDEA (appelés
genesTCPletTCP2dans ce rapport) chéquilegia alpina

J'ai dessiné plusieurs couples d’amorces directem@artir de ces séquences, dans une zone
non conservée des gen€&€P afin d’obtenir une amplification spécifigue de cha des

homologues. Ces amorces permettent d’amplifier foegments de 154 a 332 pb a partir
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PD8-Eramer mucl
FD8 Cr validee
P08_Nd_validee

PD8-Eramer mucl
FD8_cr_validee
FDE Hd validee

PDS-Eramer mucl
FD8_cr_validee
FDE Hd validee

PDS-Eramer_nucl
FDE Cr validee
P08 Nd_validee

PDS-Eramer mucl
FD8_Cr_validee
P08 Nd validee

PD8-Eramer nucl
PD8 Cr validee
Pps Wd validee
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tggaaggageat tegatgatttttgeaatgecaageaageraggagagt teagocgattigattboocagatgttot tecageacerttaaatgggatet
TEEAAGEACCACTCEATGATTTTTGCTATGCCAAGCARGCCAGEAGAN TTCAGT O TTTGATTT COCAGA A TTCTTCCAGCACCTTTAAATGEEATCT
TEEAANGAGCACTCRATGATTTTTGCTATGCCARGCARGCCAGGAGAGTTCAGT OGATTTRATTT T CTAGATGTTCTTCC GCACCTTTAAATGENATCT
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|

150 10 170 180 130 00
1 [l [l | 1 1 [l | 1 1 [l [l | 1 1 [l [l | |
gggcaatet! tgaaatgttgacttggecagasaaagtgeggtttgeaattggactattgecageaatge toggtggecaggettatgtiga
GEECAAT T T ARG AR T AR T T TGACT TGO CAGA A ARG T A GG TTTECAATTEGA T TATTEOCAGCAATGETTEETEECCAGED " TATGTTGA
GEECAATCTTARAGAA AR T ARA T T TGACT T O CAGA A ARG TG OEETT TG T ATTERACTAT TGO CAGC T ATGE . TEETEECCACGECTTATGTTGA

10 20 230 2140 250 &0 T 280 230 300
} } } | } } } } | } } } } | } } } } | |
ggctcaagatggtttaagtgttaaagagtggatgaagaageagggeataccegagcgagtaactgatgaggtgtttattgetatgteaaaageecttaae
GECTCACEA TR TTCA TETTAAR  AGTEEATRAACARCCACEETATACC T GAN CEACTAR CTEATEAGETETTTATTGCCATETCARACGC TCTARAC
GECTCAAGATEGETTTAAGTETTAAAGAGTGEATE AGAACCAN BETATACCCOGA . CEAGTARCTGATEAGGTETTC ATTGC  ATETCAARAGCC TTARAC

Ebli] iz 30 340 350 IED T g0 330 400
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ttcataaacceagatgaacttbcaatgeagtgeattbtaattgetttaaacagattecttraggaaaageatggttocaagatgget ket tagatggta
TTCATARACCCAGA TRARCT T T A TGCAGTGCAT T T IGATTGC T TTARACAGA TTCCTTCAGGARAAG ATEE  TCCARGATEEC TTT TTAGATEEAA
TTCAT ARCCOSGA BARCT . TCAATGCAGTGCATTTTBATTECTTTAAA TAGAT L Cok TCAGGAC ARGCATEETTCCARGA TR TTCTTAGATEETA

10 420 £30 &40 450 60 T 480 &30 500
— | e ...
accctectgagagatbgbgeatgecagttgttgateatatteaateat taggtggtoaagtccgacteaattetogyet teaacttgaatga
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cgatggaactgtiaagtetifoacattaageaacqgraatgtagtogasggygatgectatgtaatigetgetocagtigatatettaaaget beticty

TEATGGAACTGTGA: A TCTTTTACACTARGCARCGE T CATGT T A TAEAGEETGATGCCTATGT: S TTGCTECTCCAGTTGATATCTTGAAGCTTCTICTG

Figure 13 : Comparaison des séquences du géne PDS d’A. Alpina, de N. damascena et de

C.regalis :

La séquence obtenue par E. Kramer sur A. alpina est notée « PDS-Kramer_nucl ». Les
séquences obtenues par PCR sur N. damascena et C.regalis sont notées « PDS-Nd_validée »
et « PDS-Cr_validée ». Les différences entre les séquences sont visualisées par des lettres
rouges sur fond blanc. Les fragments infiltrés dans les plantes sont indiqués par un trait vert.
Les amorces utilisées pour amplifier ces fragments sont localisées par une fleche bleue.
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d’ADNCc et ont des extrémités contenant des sitesesiictions (tableau 1) qui serviront, par
la suite, a l'insertion de ces fragments dans &smide TRV2. Toutes les combinaisons
d’amorces F/R ont été testées et tous les proB@E obtenus ont été utilisés pour étre clonés

dans le vecteur pGEMT.

[11.2.3. GénesPDSd’A. alpina deN. damascenat deC. regalis

Le géenePHYTOENE DESATURASEDS d’A. vulgarisa été obtenu par Gould et Kramer
(2007) par PCR sur ADNCc en utilisant des amorcggnérées dans une région conservée du
géene (PDS_F et PDS_R du tableau I). Ce fragmerRDI® a ensuite été séquencé et son
identité confirmée par blast sur le site NCBI [DQ%¥21]. Puis des amorces de ré-
amplification avec des extrémités contenant des gle restrictions ont été dessinées (PDS-
F2-Xbal et PDS-R3-BamH1 sur le tableau I) pour afeplun fragment de 440 pb. Le géne
PDSest un gene constitutif conservé d’'une espécesdautre, nous pouvons donc utiliser le
gene obtenu chek. vulgariscomme s’il avait été obtenu chezAdalpina

J'ai utilisé la méme démarche pour amplifier le@BDSdeN. damascenat C. regalisavec

les amorces dégénérées PDS _F et PDS R (figurgdid)j'ai dessiné des amorces de ré-
amplification, avec des extrémités contenant dies sle restrictions, spécifiqgues de chaque

espece (tableau I).

1.3. Clonage dans pGEMT et transformatioi @oli

Les produits PCR obtenus ont été ligués séparédas des plasmides pGEMT avec la T4
DNA ligase selon les indications du fournisseut la ligation A1360 de Promega).

J'ai ensuite transformé des E.coli Didélectro-compétentes avec les plasmides obterjas et
les ai mises a pousser sur du milieu LB solide exuartt de 'ampicilline pour sélectionner les
bactéries résistantes, de I'IPTG (IsopropgdD-1-thiogalactopyranoside) pour induire
l'enzyme p-galactosidase et de [I'X-Gal (5-bromo-4-chloro-8etyl-beta-D-
galactopyranoside) qui va étre hydrolysé par I'emeyen formant un composé bleu. Les
bactéries ayant incorporées le plasmide n’aurosideaproduction d’enzyme et formeront des

colonies blanches (protocole détaillé en annexe 3).
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11.4. Séquencage et validation des clones

Les colonies obtenues ont ensuite été trices p& € utilisant les amorces M13-21 et
M13rev (tableau 1) qui entourent le site de clonafie plasmide pGEM-T. Les ADN
plasmidiques des clones sélectionnés ont été exslon le protocole de lyse alcaline mis en
place en routine au laboratoire (annexe 4) puisl@ses ont été séquencés avec les amorces
M13-21 et M13rev. Le logiciel Bioedit a permis déader les séquences obtenues avec les
séquences de référence pour valider les clonermatd. A l'issue de cette étape jai
sélectionné et stocké au congélateur -80°C (stogkcéml) un clone pour chaque
construction : TCP1-clonel0, TCP2-clone45, PDS-Net/DS-Cr90.

[1.5. Intégration des constructions dans les plasmide¥ZTRu TRV2ANS et

transformation d&. coli

L’ADN plasmidique des 4 clones sélectionnés a suia double digestion avec les enzymes
de restriction8amH et Xba pour les clones avec le fragmentRleS Bam H et Sad pour
le clone avec le fragment d&€P1etSad et Xhd pour le clone avec le fragment G€P2
Le vecteur TRV2 a été digéré avec les enzyBasH et Xba et le vecteur TRVANS
(fournit par E. Kramer) aveBamH et Sad, ou Sad et Xhd. Les enzymes de restrictions ont
été choisies, en fonction des sites existantsesuedteur TRV2, pour gu’elles ne coupent pas
les fragments de nos genes d’intéréts.
Les produits de digestion ont ensuite été mis aenigur gel d’agarose, les bandes d’intéréts
ont été découpées et 'ADN purifié avec le Qiaquick gel extraction ki{Qiagen) avant
d’étre ligué selon les indications du fournisseuecla T4 DNA ligase, pour intégrer les
fragments des génes d'intérét dans le plasmideuvaliai ainsi obtenu les constructions
suivantes :
- TRV2 -PDS-Nd6 (plasmide TRV2 auquel a été ajouté le fragmem4Dpb du gene
PDSdeN. damascena)
- TRV2 -PDS-CB0 (plasmide TRV2 auquel a été ajouté le fragmend4Dpb du gene
PDSdeC. regalis)
- TRV2-ANS-TCPiclonelO (plasmide TRVANSauquel a été ajouté le fragment de
224 pb du gen&CP))
- TRV2-ANS-TCPzlone45 (plasmide TRVANS auquel a été ajouté le fragment de
322pb du géng@CP2
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J'ai ensuite transformé dé&scoli DH5a électro-compétentes avec les constructions obsenue
et je les ai mises a pousser a 37°C en milieu UBlesgontenant de la rifampicine (protocole
identique a celui de I'annexe 3 en changeant Iéevecle type de bactérie et en utilisant un

milieu LB avec 50 mg/L de rifampicine).

Pour obtenir la construction TRVEANS-TCP1-TCPZplasmide TRV2ANS-TCP2auquel a
été ajouté le fragment du gem€PY) jai fait une double digestion de 'ADN plasmidig du
clone dE. coli contenant le plasmide TRVBNS-TCPlavec les enzymes Sacl-Xhol puis je
lai ligué avec le fragment dGCP2 Jai ensuite transformé des E.coli DH®lectro-

compétentes avec ce plasmide comme je I'ai dé&dquemment.

[11.6. Séquencage et validation des clones

Les colonies obtenues ont ensuite été triées p& @ utilisant les amorces TRV2-1 et
TRV2-2 (tableau 1) qui entourent la zone d’insertates fragments de genes sur le plasmide
TRV2. Les ADN plasmidiques des clones sélectiororé<tté extraits selon le protocole mis
en place en routine au laboratoire (annexe 4) [asisclones ont été séquencés avec les
amorces TRV2-1 et TRV2-2. Le logiciel Bioedit a mmés d’aligner les séquences obtenues
avec les séquences de référence pour validerdeesbactériens.

A l'issue de cette étape, 1 clone a été choisi pbaque construction et un stock glycérol a
été fait: TRV2PDS-N@6-1, TRV2PDS-CO0-1, TRV2ANS-TCP245-1 et TRV2ANS-
TCP1-TCP21 (pour la construction TRVANS-TCPJaucune colonie n’'a été obtenue).

1.7. Intégration des constructions dans les plasmide¥ZTRu TRV2ANS et

transformation dAgrobacterium tumefaciens

Les ADN plasmidiques des clones TR?PBS-NF6-1, TRV2PDS-CBO0-1 et TRV2ANS-
TCP1-TCP21 ont été utilisés pour transformer des agrobestéigrobacterium tumefaciens
C58 (électro-compétentes) selon le méme protocoke aglui décrit pour les E. coli. Les
agrobactéries ont été mises a pousser a 28°C eeunuB solide contenant de 50 mg/L
rifampicine et kanamycine et 25 mg/L de gentamicites colonies obtenues ont été triees
par PCR en utilisant les amorces TRV2-1 et TRV2-2.

A l'issue de cette étape, 1 clone a été choisi pbaque construction et un stock glycérol a
été fait : TRV2PDS-Nd@6-1, TRV2PDS-CO0-1 et TRV2ANS-TCP1-TCPA.
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Figures 14 : Infiltration des ‘Origami’.
a: Ces plantes sont notées « - feuilles » car elles ont recu une injection a la base de la plante.

b: Ces plantes sont notées « + feuilles » car elles ont été infiltrées par injection sur la face
abaxiale (sur le dessous) de deux feuilles en plus de la piqure a la base de la plante.
c: Plan de la disposition des plantes dans le compartiment de confinement niveau 3.
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IV. Virus Induced Gene Silencing (VIGS)

l.1. Infiltration des plantes

[.1.1. Culture des agrobactéries

Les bactériesA. tumefaciensontenant les plasmides TRV1, TR¥ANS TRV2-PDS-Aq
(tous les 3 fournis par E. Kramer), TRVDS-Nd761, TRV2PDS-Cro901 et TRV2ANS
TCP1-TCP21(constructions que j'ai réalisées) ont été cabsr pendant 24 heures en milieu
LB liquide avec rifampicine, kanamycine et gentanec Elles ont ensuite été culottées et re-
suspendues a une DO finale de 2 dans du tampofiltchition (10mM MES, 200uM
acétosyringone, 10mM MgCI2). Ces bactéries ont igbétbées 4 heures a température
ambiante puis, juste avant linfiltration, jai na&lgé (volume a volume) les bactéries
contenant le plasmide TRV1 avec les bactéries nantde plasmide TRV2 dans lequel ont

éte clonés les fragments des genes a inhiber mietdétaillé en annexe 5).

[.1.2. Méthodes d'infiltrations

Pour infiltrer les ancolies ‘Origami’, nous nougrsues inspirés de la procédure publiée par
Gould et Kramer (2007) mais nos plantes étant gmetitous avons décidé de modifier
légerement ce protocole et de tester deux méttditfésentes illustrées dans les figures 14 a
et b.

Toutes les ancolies ‘Origami’ (hormis les témoios) été piquées a la base de la rosette pour
leur injecter ImL du mélange d’agrobactéries a D@ de 2 (ou de tampon d’infiltration
seul) en utilisant une seringue avec une aigudl® &mm de diametre.

Dans la premiére technique d'infiltration, aucumndre injection n'a été faite. Les plantes ont
été notées « - feuilles ».

La seconde technique ajoute une infiltration parféiilles. On injecte 1mL supplémentaire
d’agrobactéries (ou de tampon d’infiltration) sarfdce inférieure de deux feuilles par plante.
Pour cela on utilise une seringue sans aiguille. plantes traitées ainsi ont été notées « +
feuilles ».

Au total on a réparti équitablement sur 2 tablafplantes témoins, 12 plantes infiltrées avec
le tampon d'infiltration seul, 20 plantes infiltetevec la construction TRVANS et 36
plantes infiltrées avec la construction TRXRIS-TCP1-TCPZfigure 14 c). Les plantes de
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chacun des tablars ont été infiltrées a une joudiééervalle et chaque semaine pendant 6

semaines.

Les plantes au stade 3-4 feuilleg\dalpinaet N. damascenant été déterrées puis plongées
dans la solution de bactéries et infiltrées sods gelon le protocole mis en place en routine
au laboratoire de Versailles (voir annexe 6). Lésnges ont ensuite été rempotées en
barquette contenant jusqu’a 8 plantes. Au totalsravions 129 plantesAl alpina(dont 30
plantes infiltrées avec la construction TRXRS-TCP1-TCP2t 33 plantes infiltrées pour
chacune des constructions TRPDSAg, TRV2-PDS-Ndet TRV2PDS-C) et 84 plantes de
N. damascenadont 12 plantes témoins, seulement déterréeserapatées, 12 plantes
infiltrées avec le tampon seul, 30 plantes infdréavec le plasmide TRV2 et 30 avec la
construction TRVZPDS-Nd)

1.2. Culture des plantes en serre de niveau 3 de conéine

La technique du VIGS utilise un plasmide de vimamsmissible par contact, par I'eau ou par
lintermédiaire d’'insectes (Matthews R.E.F, 1980), faut donc la réaliser dans un
compartiment de niveau 3 de confinement afin dé&via propagation du virus a d’autres
plantes de la serre ce qui pourrait fausser leslteés des autres expériences. Ce type de
compartiment est maintenu a une pression négativegpport aux zones voisines. De plus,
I'eau et I'air qui sortent du compartiment sontréis et les quelgues manipulateurs autorisés a
y entrer doivent porter une sur-blouse, des suushiares et des gants jetables.

[.2.1. Culture des ‘Origami’

Compte tenu de la place dont nous disposions, agass fait au mieux pour répartir les

plantes de maniére a éviter les contacts entrs. élles les premiéres infiltrations, les plantes
ont été arrosées au pied en prenant garde a nergas d'éclaboussures et en évitant de
toucher les pots. Toutefois, les plantes étaiegtotgées sur deux tablars qui collectaient
'ensemble des eaux excédentaires. Si la manipulates pots s’avérait nécessaire, il fallait
changer de gants pour ne pas transférer d’agroiecidun type de plante a un autre (par
exemple une plante témoin ne devait pas étre teucpéés une plante infiltrée avec la
construction TRV2ANS.
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[.2.2. Culture dedA. alpinaet N. damascena

Les A. alpina et N. damascenaont été cultivées dans le méme compartiment gee le
‘Origami’. Les plantes étaient regroupées par tyfme construction dans des plateaux

recouverts d’'une mini-serre pour éviter la transinis par contact pendant les 2 semaines qui
suivirent l'infiltration.

Au cours de la culture, nous avons eu des probl@awes des insectes qui se sont multipliés
(des thrips et des mouches des terreaux). Les édequdA. alpinaet deN. damascenant

été infestées de larves qui se sont nourris dé@seisade nos plantes.

Les ancolies sont particulierement sensibles daress, j'ai donc nettoyé les racines a I'eau

puis repiqué les plantes pour essayer de limiteaug de mortalité. Les nigelles possedent un
systeme racinaire bien plus développé que les mscalles n’ont donc pas été repiquées car

elles ne semblaient pas étre affectées outre mpauta prolifération des larves.

|.3. Phénotypage des plantes

[.3.1. Définitions des simplifications de langage utilisg@ar la suite

Les plantes non infiltrées seront appelées pauita & plantes témoins », celles infiltrées par
le tampon d’infiltration seul seront appelées «pda tampon » et celles infiltrées avec le
plasmide TRV2 sans insert seront appelées « plaR¥R ».

Les plantes infiltrées avec les agrobactéries camtiele plasmide TRV2 avec le fragment du
genePDS d’'A. vulgaris de N. damascenau deC. regalisseront appelées, respectivement,
«plantePDS-Ag», «plante$DSNd » ou «plante®DS-Cr».

Les plantes infiltrées avec le plasmide TRMISseront appelées « plantes ANS » et celles
infiltrées par le plasmide TRVANS-TCP1-TCP2eront appelées «plantes TCP ».

Le terme « plante®DSs+ » désignera les plantes dont les feuilles oétbéanchies par
l'inhibition du genePDS

Les fleurs qui sont morphologiguement différentes fleurs témoins (sans tenir compte de la
couleur) seront désignées par le terme « fleurs pliénotype ».

Le terme « fleursANS+ » désignera les fleurs blanchies par I'inhibitidu geneANS et

« fleursANSs- » celles qui ne le sont pas.

-32-






Matériel et méthodes

[.3.2. Fréquence des notations

Pour I'expérience de VIGS sur ‘Origami’ aucune miotan’a été faite avant le 23 Mars (soit
25 jours apres la premiere infiltration), date @iaption des premiéres fleurs blanches. Apres
cette date, les notations ont été faites tousoless jde la semaine et parfois le week-end pour
ne pas avoir plus de deux jours entre deux sédaasothtions, afin d’éviter que les fleurs ne
fanent sans avoir été notées. A partir du 14 Ma #té décidé qu'un nombre suffisant
d’'informations avaient été collectées sur I'ensamibks fleurs et que donc je pouvais me

concentrer sur la notation des fledd S+ et/ou avec phénotype.
Pour I'expérience de VIGS siti. damascenatA. alping la date de premiére visualisation de

I'effet du VIGS a été notée et le nombre de « @aRD+ » a été compté au bout de 35

jours apres l'infiltration des plantes.

[.3.3. Protocole des notations

Au début de I'expérience de VIGS sur ‘Origami’, Bwe savions pas précisément quel serait
l'effet de [linhibition de nos génes d'intérét. Nouavons donc noté un maximum
d’'information. En plus de prendre en photo chacde fleurs approximativement au méme
stade (c'est-a-dire quand la fleur était pleinenégatnouie mais avant I'anthese (la libération
de pollen)), de noter leur position sur la plardangexe 7) et le jour de la photo, jai aussi
compté le nombre de chaque organe les constitnantl{re de sépales, pétales, étamines et

carpelles) et si elles étaieANS+ et/ou avec phénotype (annexe 8).

l.4. Observations microscopiques

Des tissus frais des sépales, pétales et étamaseifedrs ‘Origami’ ont été prélevés pour étre
analysés au microscope électronique a balayage JME#S observations ont été faites sur la
face adaxiale de 22 fleurs au total dont 2 fleéarsdins, 7 fleurs issues de plantes ANS et 13
fleurs issues de plantes TCP.

Afin d’éviter que les cellules ne soient abimées, dbservations au MEB ont été faites dans
I'heure qui suivait le prélevement des organes. ftagments d’organes frais ont été montés
sur un support en aluminium avec un adhésif dofdale-puis étudiés avec le MEB Hirox
SH1500 a 15 kvolts.
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V. Analyse par RT-PCR semi-quantitative de I'expresdies genes d’intérét

V.1.Prélevements en serre

Différents organes de chacun des types de plamieété prélevés en serre puis congelés a
I'azote liquide afin de réaliser ultérieurement dealyses par PCR et RT-PCR.

Sur les plantes ‘Origami’, j'ai préleve les difféts organes des fleurs avant anthése (sépales,
pétales, étamines et carpelles) tandis que su.lakpinaetN. damascenae sont les feuilles
qui ont été prélevées.

Pour les fleurs de type témoin &N+ (ayant le genANSinhibé), j'ai regroupé tous les
sépales d’'une méme fleur dans un tube de 1,5 rak,l&s pétales dans un autre tube et ainsi
de suite pour les étamines et les carpelles. Rsufléurs avec phénotype, j'ai isolé chacun
des organes présentant une anomalie dans deseiles mL différents.

Plusieurs feuilles de différentes plantes.dalpinaou deN. damascenant été prélevées en
meélange pour remplir plusieurs tubes de 1,5 mlLiyjae de construction.

Apres chaque prélevement, les tubes ont été plateygs de I'azote liquide puis conservés au

congélateur -80°C.

V.2.Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux d’ ‘Origami’, dA. alpinaet deN. damascenant été extraits a partir des
prélevements effectués en serre avec le protoceldraction d’ARN utilisé en routine au
laboratoire (annexe 9).

Ces ARN ont ensuite été traités a la DNase (Ingé@n) pour éliminer 'ADN génomique qui
aurait pu étre extrait en méme temps que les ARRNe transcription inverseReverse
Transcription RT) a ensuite été réalisée avec la Superscrigelbn les instructions du
fabricant (Invitrogen) avec des oligos dT pour petne la synthese des ADN
complémentaires (ADNc) des ARN messagers extraggpthntes.

V.3.PCR semi-quantitative

Les PCR semi-quantitatives ont été realisées aircamparer le niveau d’expression des
genes d’intérét selon les types de plantes (ttmtangpons, TRV2, ANS, TCP ou PDS).

Les ADNCc ont été utilisés pour réaliser des amgiibns avec la Taq DNA polymérase selon
les indications du fournisseur (Invitrogen). Lektions des ADNc ont été ajustées (de 1/2 a

1/80) en utilisant le géne dAICTINEcomme contrble interne pour uniformiser les quésti
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d’ADNc de chaque échantillon. ACTINE a été utilisé comme référence car c’'est un géene
constitutif dont la séquence est conservée d'upéaesa l'autre chez les plantes. De plus, son
niveau d’expression est supposé constant et rdfégeiantité d’ADNc. Des mises au point
ont été réalisées sur chacun des génes d'intéwétdaf définir les conditions optimales
d’amplification. Les nombres de cycles ont été sisoipour correspondre a la phase
exponentielle de la PCR. Les amplifications d&CTINE (amorces Aq Actine-2 et Aq
Actine-1) et dePDS (amorces PDS-F2A, F2N, F3A ou F3N et PDS-R2A, RRSA ou
R3N) ont été effectuées avec 28 cycles successitdedaturation a 94°C, hybridations des
amorces a 55°C et élongation a 72 °C (amorcesldaableau I).

L’amplification d’ANS (amorces AqvANS-F et AQVANS-R) a été effectuéeca8é cycles
successifs de dénaturation a 94°C, hybridationsadesrces a 55°C et élongation a 72 °C
(amorces dans le tableau ).

Les amplifications deTCP1 (amorces FoAal et ReAal) et €P2 (amorces FoAaz2 et
ReAa2) ont été effectuées avec 30 cycles succaesid@naturation a 94°C, hybridations des
amorces a 50°C et élongation a 72 °C (amorcesldaableau I).

VI. Analyses statistiques

Des tests de comparaison de moyenne (test de $twdate comparaison de fréquence (test
de Chi2) ont été effectués sur les données relexdtes le 23 Mars et le 14 Mai, c'est-a-dire
dans la période ou toutes les fleurs ont été notées

Le test de Student a été effectué pour compareoiebre moyen des différents organes
présents sur les fleurs témoins par rapport auxdleampons, les fleurs des plantes infiltrées
« + feuilles » par rapport aux plantes infiltrées feuilles » ; les fleurs tampon par rapport
aux fleurs TCP+ANS et les fleurs TCP par rappoxt feeurs ANS.

Le test de Chi2 a été realisé pour comparer laiéce des fleurs ANSs+ (blanches) chez les
plantes infiltrées « + feuilles » par rapport auanpes infiltrées « - feuilles » et chez les
plantes ANS par rapport aux plantes TCP. Ce teaussi été réalisé pour comparer la
fréquence des fleurs avec phénotype chez les plamfiirées « + feuilles » par rapport aux
plantes infiltrées « - feuilles », chez les plamA®S par rapport aux plantes TCP et chez les
fleurs ANSs+ (blanches) par rapport aux fleurs ANSs

Les valeurs statistiques ont été considérée conigmiisatives pour un seuil inférieur ou

égal a 5%.
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Tableau 1bis : Evaluation du cotit de I’expérimentation mise en ceuvre

Dans ce tableau sont regroupées les informations concernant les différentes étapes clés de mon
stage. Pour chacune de ces étapes j’ai noté la durée, le colit, les personnes qui m’ont aidées, la
proportion de leur implication dans ce travail ainsi que mon implication personnelle.

(1) Institut Jean-Pierre Bourgin (1JPB), INRA, Versailles.

(2) UMR de génétique végeétale, INRA, Ferme du moulon, Gif sur Yvette.

(A) le temps indiqué correspond a la durée totale d'occupation des chambres de culture, de
vernalisation et de la serre de confinement.

(B) nombre réel d'infiltration pendant ces 36 jours: 12 car j'ai fait 2 infiltration par semaines (1
pour chaque série de plante)

(C) le temps indiqué correspond a la période pendant laquelle des notations ont été faites. Le
temps réel de notations par jour a varié de 1 a 10 heures.

(D) le temps réel d'utilisation du MEB par jour a varié de 30 minutes a 3 heures sur 9 jours au
total.

N Implication S
Projet-Intitulé | Durée Cout (en Autres des autres Implication
euros) personnes personnelle
personnes
Reallsatlop des _ 47 3200,00 Laufs P. cons_ells 100%
constructions jours 1) techniques
215
Culwredes | .0 s | 400000 | FEMYH: 90% 10%
plantes A) )
36 Laufs P aide lors des
Infiltrations jours 170,00 ' infiltrations 100%
(1) :
(B) sous vide
oo, |72 oy | e
photographies, jours ry . noirp 100%
rélevements ©) (1) faire les
P photographies
Microscopie 18 Laufs P
P heures | 360,00 ' 40% 60%
(MEB) (1)
(D)
extractions 45
0
ARN, RT-PCR jours 1500,00 100%
Analyses : Rousselle 0 0
statistiques 2 jours Y. (2) 50% 50%

Cout total du projet 9230,00 Euros
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VII. Codts du stage

Une estimation du colt de I'ensemble des manipratiprésentées précédemment a été
effectuée. Pour cela, j'ai tenu compte du prix a@dolcation des différentes serres utilisées
pour la culture des plantes, du colt de l'utilisatdu microscope électronique a balayage et
du codt des différents produits nécessaires poutesoles manipulations de biologie

moléculaire. En revanche, je n'ai pas tenu comptealit de I'amortissement des appareils
déja présents au laboratoire (appareil photo, mashHPCR, étuves, ordinateur, etc...). Le colt

total estimé s’éléeve a 9230 euros. Toutes ces dmwant resumées dans le tableau 1bis.

Dans ce méme tableau, j'ai aussi essayé d’estenemps que d’autres personnes avaient pu

passer a m'aider sur ce projet.
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Résultats:

Il a été montré que la zygomorphie (symétrie bild& des fleurs de I'espece modele
Antirrhinum majusest déterminée par l'interaction de 4 facteurstrdascription. Le plus
important d’entre eux est codé par le généCLOIDEA ,dont les gene3 CP identifiés chez
I'ancolie sont les homologues.

Lors de sa thése, F. Jabbour a mis en évidengarésgion de ces geneé€P dans les organes
floraux de plusieurs especes zygomorphes et actimims a un stade précoce du
développement. L'ancolie a des fleurs actinomorpkaprime les genesCP (F. Jabbour,
2009) et c’est aussi la seule Renonculacée poueliggla méthode du \irus Induced Gene
Silencing» (VIGS est opérationnelle (Gould et Kramer, 2007). Cathnique se base sur
l'interférence a ARN et permet d’inhiber I'expremsid’'un géne endogene de la plante grace a
l'infection de cette plante par un virus ayant gnéé dans son génome un fragment de la
séquence du gene d'intérét. L'infection virale afme un mécanisme de défense chez la
plante qui va produire des petits ARN dirigés ocené virus et contre la séquence d’'intérét
gu’il contient. Cette réaction va entrainer uneucthn du niveau d’expression du gene ciblé

ce qui devrait étre visualisé par un phénotypectiraent observable sur la plante.

Nous avons utilisé la méthode MIGS pour essayer de déduire le role des gdr@R de
'ancolie sur la morphologie de la fleur. On a rex@né une corrélation entre le (les)
phénotype(s) observé(s) lors de linhibition desegI PC et leur niveau d’expression révélé
par RT-PCR semi-quantitative.

[. Inhibition des génesCP chez I'ancolie par la technique du VIGS

l.1. Obtention des séquences codantes des Jéties

Le geneCYCLOIDEAtrouvé chezAntirrhinum majuscomporte des domaines conservés
spécifiqgues qui ont été utilisés pour caractérides genes homologues chez différentes
espéeces de Renonculacées. Au cours de sa thekhdeur a identifié 2 genes homologues
deCYCLOIDEAchezAquilegia alpinaappelés geneBCPlet TCP2dans ce rapport.

Bien guA. alpinaet A. coeruleaOrigami’ soient deux espéeces différentesdqliilegia on a

considéré gue la séquence des génes étaient céasmnsein d’'un méme genre et j'ai donc
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Aformosapubescensl - CAGGARGTTTTTTTTTTTTTAGCET GTEART ATAGAACARALT TTCTACARRARMGCAGGC TEETACCRGT CCREANT TCCCGGGAT TCCTCARCCGARR
TCP1 cloneld

Aformosapubescensl GRATAGARACTCATCCCCARATCART AGAGARRCCARCATGARTARATATART TATGATC TGECABT GGCAGTEECAGT T GGTAR
TCP1 cloneld GGATCC | CCCCARATCART RGAGRRRCCARCATGART ARATATARTTATGATC TGECABT GGCAGTEECAGT T GGTAR

Aformosapubescensl TGGTGGTEETEETEAGRET GAGTCTATCATTGT TGAGARCARGARARAT TCTARCT TATGTGACARRRACCCT CEARGARGAT CART ARAGARAGATCET
TCP1 cloneld TGETGET GGTGETEAGRAGTGAGTCTATCAT TGT TEGEARCARGARRART TCTARCT T ATGTCAGARRARCCCT COARGARGATCAAT ARAGAARGATCGT

Aformosapubescensl CATACTARRATTGTCACCGCCCARGETCCTAGAGAT COTAGRATGRAGGCTCTCACTCEATATTGCCCRCAGET TCTTTATGET TCARGACATECTTGGTT
TCP1 cloneld CRTACTARARTTGTCRCCECCCAGAGCTC |

Figure 15 : Comparaison de séquences du géne TCP1 d’ A. formosa x pubescens et d” A.
caerulea ’Origami’:

La séquence obtenue par blast sur le site NCBI et correspondant a la séquence trouvee par F.
Jabbour est notée « Aformosapubescensl ». La séquence que j’ai obtenue par PCR sur
‘Origami’ est notée « TCP1-clonel0 » et correspond au fragment inséré dans les plantes. Les
rectangles roses indiquent les sites de restrictions BamHI et Sacl des amorces qui ont permis
d’amplifier le gene TCP1 (notées par une fleche bleue). Les enzymes de restrictions ont été
utilisees pour intégrer le fragment au plasmide TRV2. Les rectangles noirs indiquent les
différences entre les 2 séquences.

L) 20 S0 40 50 1] m &0 a0 100

PR O o [P IR POV IR IPUUPRPRY [P RPN IPUPUPRY UV IPUPPPRD IV NPV ISR IR (PP IR I |

Ralpinaz GBI TCTTTTEARAGEGT TRTECAAT TCCARECCRCARRTGT TCACT TCARATEART TTEC TRT TEAGIATAAT CTETTTTTCCRGTTTTCTCCR
TCP2-clone 45 GAGCTC | TTCCARGCCRCARRTGTTCACTTCARATGAAT TTGCTGTTGAGRATAAT CTGTTTTTCCAGTTTTCTCCR
110 10 130 140 150 160 17 130 1a0 200

PR T O U ISP VUPUY IO IVUURPRY IR EUUPUPRN IPUPAURY [UPUPRN IOV IV NPV ISR IVOPRRY (RPN IR I |

Ralpinaz ACTTTTCATGRAGERCCGTCTTTACCAGT TCT TCTCTCARCARC ARCAATCACTCLARNARCT G TTTCARGAAGTGT TEARGAARCCATEATTAACH
TCP2-clone 45 RACITTTCATGAGGACCGTCTTTACCAGTTCTTGTCTCARCARCRACAATCACTGGARAAACT: TTTCARGAAGTGT TGAAGAARCC ATGATTRAACA
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

B N PSP [ IR VR (PPN IR [P IR IO (PP RN IPSRTPN (PP IR IV (PP I

Ralpina2? AGGCAGTTTCRAARCACCATCARCARTAGE ARTGCTGGGTCTTTCARGARGGT TARTGGCAT GAGTCEGAAGART CCTARRGAGHFAGATC TEGCARGARAGR
TCP2-clone 45 AGRCAGTTTCARRCACCATCARCIATATI ARTGCTREGT CTT T ARGARGGT TART GRCAT GAGT GEAREART CCTARMEARGIGATC TREC ARGIARGR
310 30 330 40 350 360 370 380 390 400

PR O o [P IR POV IR IPUUPRPRY [P RPN IPUPUPRY UV IPUPPPRD IV NPV ISR IR (PP IR I |

Ralpina? TCGTC AAGATAGT TRCT GCTCARGGC ACTAGGGAC AGGAGARTGAGACTC TCCCT TEGARAT CGCTCGCARGT TCTTTGATCTGCAAGRCATGCT T

TCP2-clone 45 TCRTCHT

IGCAAGATAGT TRCTGCTCARGGCACTAGEGAC - | CTCEAG

Figure 16 : Comparaison de la séquences du gene TCP2 d’Ag. alpina et d’Ag. caerulea
‘Origami’:

La séquence obtenue par F. Jabbour sur Ag. alpina est notée « Aalpina2 ». La séquence
obtenue par PCR sur ’Origami’ est notée « TCP2-clone 45 » et correspond au fragment
inséré dans les plantes. Les rectangles roses indiquent les sites de restrictions Sacl et Xhol
des amorces qui ont permis d’amplifier le gene TCP2 (notées par une fleche bleue). Les
enzymes de restrictions ont été utilisées pour intégrer le fragment au plasmide TRV2. Les
rectangles noirs indiquent les différences entre les 2 séquences.



Résultats

dessiné plusieurs couples d’amorces directemerartir ples séquences de F. Jabbour. Ces
amorces ont été choisies dans une zone non coesemtre les deux gen@€P afin d’obtenir

une amplification spécifique de chacun des homaeglies produits PCR obtenus ont été
envoyes a séquencer et les séquences ont ensudéigeices avec celles de F. Jabbour. Jai
trouvé 97% d’identité entre les 2 séquences potiralgment du geng&@CPl et 98% pour le
fragment du gend@CP2 (Figures 15 et 16). Ces résultats confirment ¢aiebjen amplifié
chez ‘Origami’ les mémes génes que F. Jabbour Ahalpina

[.2. Réalisation et vérification des constructions

Le virus du tabac ¥abacco Rattle Virus a la particularité d’avoir besoin de 2 ARN poear s
répliquer. Pour réaliser les constructions poumkthode du VIGS, chacun de ces ARN est
contenu dans un plasmide différent. Nous avonssétilun de ces plasmides pour(TRV2)
insérer nos genes d'intérét puis nous avons cetijies 2 plasmides, par l'intermédiaire
d’agrobactéries, dans les plantes. Le virus s'émis anultiplié, la plante a lutté contre
l'invasion et, par la-méme, a inhibé I'expressi@bs génes d’intérét.

Ce plasmide viral TRV2 nous a été donné par laialigte duVIGSsur I'ancolie : E. Kramer
de I'Université de Harvard. Elle y a intégré ungiment du gené&NS (ANTHOCYANIDIN
SYNTHASEd'A. vulgarisqui va permettre de visualiser si l'inhibition andionné. En effet,

le geneANSjoue un role dans la synthese des flavonoidegpilisontrdle la conversion des
leucoanthocyanidines (peu colorées) en anthocysagsdjcolorée). LorsqueANSest inhibé,

on obtient une absence de coloration des fleurgapparaissent alors blanches au lieu d’étre
colorées. Etant donné que le gé&iéSest un géne conservé et qu’il existe une fortatitée
entre les différentes espéces d’ancolie, nous adécglé de garder la construction d’E.
Kramer @A. vulgarig au lieu de réamplifier ANSd”’Origami’.

A ce plasmide TRVANS jai intégré par clonage un fragment de chacungned CP1et

TCP2(protocole détaillé en annexes 4 et 5).

A chaque étape permettant d’'insérer I'un des fragsnde gene3CP au plasmide TRV2-
ANS les amorces TRV2-1 et TRV2-2 du plasmide TRV@uffe 17 a) ont été utilisées pour
amplifier et vérifier par séquencage les clonegmix.

Le séquencage du plasmide final a montré qu’ileoait bien le fragment du geA&Sinséré

par E. Kramer et les fragments de nos genes datg€CP1let TCP2(figure 17 b).
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~—FBamHI (2080)

Sacl (2299)

TCP2
plasmide TRV2-ANS-TCP1-TCP2  Trva.

(10579 pb)

®hol (2611)

b

CAGTTTTTGATAATTCACTGGGAGATGATACGCTGTTTGAGGGAAAAGTAGAGAACGTATTTGTTTTTATG
TTCAGGCGGTTCTTGTGTGTCAACAAAGATGGACATTGTTACTCAAGGAAGCACGATGAGCTTTATTATTA
CGGACGAGTGGACTTAGATTCTGTGAGTAAGGTTACCGAATTCTCTAGATTGGCATTGCAAGAAGAAAGGC
TAGAAAAGGAAGTTGGTGGCATGGAAGATTTGCTGTTGCAGCTGAAGATCAATTACTATCCTAAATGCCCA
CAACCAAAACTGGCACTCGGTGTTGAAGCCCACACTGATGTTAGTGCTCTCACTTTTATAACCCACAACAT
GGTGCCTGGTTTGCAAGTTTACATTGATGAAAAATGGGTGACTGCCAAGTGCGTCCCCAACTCTATAATCG
TGCACATTGGAGACACCCTAGAAATTTTGAGCAACGGAAAGTACAAGAGTATACTGCACAGAGGACTAGTG
AACAAGGAGAAGGTCAGGATCTCGTGGGCGGTTTTCTGTGAGCCACCTAAAGAGAAGATTGTTCTTAAACC
ACTGCCAGAGCTTGTGACCGAGTCAGAGCCAGCACTCTTCCCACCTCGCACATTTGCTCAACATGGATCCC
CCCAAATCAATAGAGAAACCAACATGAATAAATATAATTATGATCGTGGTGGCAGTGGCAGTGGCAGTGGC
GGTGGTAATGGTAATGGTGGTGGTGGTGAGAGTGAGTCTATCATTGTTGGGAACAAGAAAAATTCTAACTT
ATGTGAGAAAAACCCTCGAAGAAGATCAATAAAGAAAGATCGTCATACTAAAATTGTCACCGCCCAGAGCT
CTTCCAAGCCACAAATGTTCACTTCAAATGAATTTGCTGTTGAGAATAATCTGTTTTTCCAGTTTTCTCCA
ACTTTTCATGAGGACCGTCTTTACCAGTTCTTGTCTCAACAACAACAATCACTGGAAAAACTGAAACTTTC
AAGAAGTGTTGAAGAAACCATGATTAACAAGGCAGTTTCAAACACCATCAACAATATTAATGCTGGGTCTT
TCAAGAAGGTTAATGGCATGAGTGGAAGAATCCTAAAGAAGAGATCTGGCAAGAAAGATCGTCATAGCAAG
ATAGTTACTGCTCAAGGCACTAGGGACCTCCGAGGCCCGGGCATGTCCCGAAGACATTAAACTACGGTTCTT
TAAGTA

Figures 17 : Construction TRV2-ANS-TCP1-TCP2

a: Schéma du plasmide TRV2 dans lequel on a intégré les fragments des génes ANS (en
rose), TCP 1 (en vert) et TCP 2 (en bleu) grace aux sites de restriction indiqués sur la droite
du schéma. Le couple d’amorces noté en noir (TRV2-1 et TRV2-2) ont été utilisés pour
vérifier les constructions .

b: Séquence du clone TRV2-ANS-TCP1-TCP2-1 apres verification .

Fragment du plasmide TRV2 amplifié avec les amorces TRV2-1 et TRV2-2. Les parties
noires de la séquence correspondent a la séquence du plasmide TRV2. Les zones colorées
correspondent aux différents fragments de génes qui ont été insérés dans le plasmide TRV2.
En rose on retrouve le géne ANS, en vert le géne TCP1 et en bleu le géne TCP2.
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[.3. Observations

[.3.1. Fleurs des plantes témoins

Les fleurs des plantes témoins sont constituégsetes florales insérées en spirale (cas des
sépales) ou sur des cercles concentriques avéextirieur vers l'intérieur, 5 sépales rouges,
5 pétales bicolores en forme de cornet avec unoap@courbé (blanc en haut du cornet et
rouge sur I'éperon), en moyenne 65 étamines etstieninodes qui entourent 5 carpelles
(figure 18a). Parfois seuls 4 sépales et 4 pesalesprésents (1 cas sur 40 plantes).

J'ai aussi observé certains organes floraux auaseope électronique a balayage (MEB).
D’aprés les résultats publiés par E. Kramer (Kraeteal., 2007), la distinction des types
cellullaires des organes est plus facile du cotiatl c’est pourquoi nous nous sommes
focalisés sur ce coté uniquement.

Les cellules de sépales des fleurs témoins sosthoenbées (figure 19e) tandis que les
cellules de pétales sont plus plates (figure 1B&s cellules des filets des étamines sont
longilignes (figure 20f). Nous n’avons pas regdidgpect des cellules des staminodes ou des

carpelles.

[.3.2. Fleurs des plantes infiltrées avec le tampon dfmfion

Les fleurs des plantes infiltrées par du tampomfiltiation seul avaient la méme
morphologie que les fleurs des plantes témoinsu@gdl8a). Aucune fleur blanche n’'a été
observée sur ces plantes. Parfois seuls 4 sépalkkspétales sont présents (2 cas sur 38

plantes).

Afin de voir si le tampon d'infiltration a eu unfef au niveau des cellules des fleurs, nous
avons observeé les sépales et les pétales au nopestectronique a balayage (MEB).
Les résultats ont été les mémes sur les plantétséas avec le tampon d'infiltration seul que

sur les plantes témoins indiquant que le tamporma&d’effet sur la morphologie des fleurs.

[.3.3. Effet du tampon sur le nombre d’organes

Pour voir si le tampon d’infiltration avait un rokur le nombre d’organes des fleurs, jai
compté sur 40 fleurs témoins et 38 fleurs tampensombre de sépales, pétales, étamines et

carpelles (voir exemple de notations en annex®a@yr chacune de ces données jai ensuite
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Tableau Il: Comparaisons de moyennes du nombre d’organes chez les fleurs des plantes
témoins et tampons. La valeur significative du test de Student est notée en jaune.

Plantes témoins
moyenne (e.t.)

Plantes tampons
moyenne (e.t.)

Test de Student

(40 fleurs) (38 fleurs) (Palue)

Sépales 4,96 +/- 0,19 4,94 +/- 0,24 0,6541
Pétales 4,96 +/- 0,19 4,97 +/- 0,18 0,9254
Etamines 64 +/- 6,70 59,59 +/- 4,43 0,0055
Carpelles 5,14 +/- 0,52 5,27 +/- 0,65 0,3861




Résultats

réalisé un test de comparaison de moyennes estrtabres d’organes des fleurs témoins et
ceux des fleurs tampons (tableau Il). Le test ded&it n’a révélé aucun effet du tampon

d’infiltration sur le nombre de sépales, pétalesapelles mais il a montré que les plantes
témoins ont significativement plus d’étamines e plantes tampons (respectivement 64 et

59,59 étamines, Pvalue=0,0055). Le tampon a doreffahsur le nombre d’étamines.

|.4. Effet de I'inhibition des gene&NSet TCP sur la morphologie florale

[.4.1. Description des phénotypes observés

[.4.1.1. Observation des fleurs entiéres

Des fleurs blanches ont été observées sur leseglaANS et TCP, elles étaient soit
partiellement blanches soit entierement blanchesno® illustré sur la figure 18b. Ce
blanchiment est le signe que le gexieSa été inhibé (Gould et Kramer, 2007). Ces fleurs
blanches seront appelées « flelildS+ » dans la suite de ce rapport.

Des fleurs différentes des fleurs témoins ont agtgsobservées. Elles seront appelées « fleurs
avec phénotype » dans la suite du rapport. Cesopyas ont principalement touchés les
sépales mais certaines étamines ont, elles auésemié un aspect anormal. Dans certains cas,
seule I'extrémité du sépale est modifiée en une zanchatre et arrondie et dans d’autres,
les sépales ont des formes que jappellerai «@ées » car ils ressemblent plus a un pétale
gu’'a un sépale. Sur chaque fleur avec phénotypegrigre de sépales touchés a varié de 1 a
4 avec parfois un « gradiant » de transformatiorséjale. Par exemple sur la figure 18d, on
peut voir que cette fleur a 3 sépales anormaux damissemblent a des pétales et 1 a une
extrémité blanchétre et arrondie.

Ces fleurs avec phénotype n'ont pas été obserugeles plantes témoins ou les plantes

tampons mais certaines fleurs des plantes ANS miaisat ces caractéristiques (figure 18c).

1.4.1.2. Observations au microscope électronique a balay(dfeB)

Afin de voir si les modifications observées pounaiétre associées a une modification du
type cellulaire, nous avons observé les différemtganes de la fleur au microscope

électronique a balayage (MEB).

- 40 -



Fleur témoin Fleur ANS Fleur ANS avec Fleur TCP avec
phénotype phénotype

Figure 18 : Morphologies des fleurs d ’Aquilegia coerulea ‘Origami’

a a d: Photographies de fleurs entiéres.

a: Fleur témoin, b: Fleur contenant la construction TRV2-ANS,

c: Fleur contenant la construction TRV2-ANS et présentant un phénotype,

d: Fleur contenant la construction TRV2-ANS-TCP1-TCP2 et présentant un phénotype,

e a 0: Photographies de sépales et de pétales. e: sepale et f: pétale dune fleur témoin

g: sépale et h: pétale d’une fleur TRV2-ANS ou I’ANS est fortement inhibé,

i a k: sépales de différentes fleurs TRV2-ANS avec de haut en bas un niveau croissant de
conversion de sépale en pétale.

| & o: sépales de différentes fleurs TRV2-ANS-TCP1-TCP2 avec de haut en bas un niveau
croissant de conversion de sépale en pétale.

i et I: sépales avec un bord blanchatre 1égérement gaufré, j et m: sépales avec un renflement,
n: seépale avec un éperon mais non completement transformé en pétale, k et o: sépales
convertis en pétales.



Sépale de fleur ANS  Sépale de fleur TCP
avec phénotype avec phénotype

Sépale de fleur témoin Sépale de fleur ANS

Pétale de fleur témoin Pétale de fleur ANS

Figure 19 : Morphologies cellulaires des fleurs d’‘Origami’

a, e, i et m: Fleur témoin; b, f, j et n: Fleur contenant la construction TRV2-ANS;

C, g, k et o: Fleur contenant la construction TRV2-ANS-TCP1-TCP2 et présentant des sepales
avec phénotype; d, h, | et p: Fleur contenant la construction TRV2-ANS et présentant un sépale
avec phénotype,

a a d: Photographies de sépales, i et j: Photographies de pétales

eah, k, I, oetp: cellules adaxiales de sépales vues au MEB au grossissement x300 (ou x70
pour o et p)

m et n: cellules adaxiales de pétales vues au MEB au grossissement x300,

g et h: cellules normales des zones notées en bleu sur les photos c et d,

k et I: cellules des zones blanchatres notées en vert sur les photos c et d,

o et p: cellules normales et de type « pétale » des zones notées en rouge sur les photos c et d,
(o: cellules de type « sépale » en haut a droite de la photo et cellule de type « pétale » en bas a
gauche; p: cellules de type « sépale » en bas de la photo et cellule de type « pétale » en haut)



0,25¢cm

Figure 20 : Morphologies des étamines des fleurs d’‘Origami’

a: Photographies d’étamines de fleur témoin,

b a e : Photographies d’étamines de fleur contenant la construction TRV2-ANS-TCP1-TCP2 et
présentant des anomalies,

f: Photographie de cellules du filet d’une étamine de fleur témoin prise au microscope
électronique a balayage (MEB) au grossissement x300. Les cellules sont longilignes et
étroites.

g: Photographie de cellules d’étamine de type « pétaloide » prise au microscope électronique a
balayage (MEB) au grossissement x100. Il y a un mélange de 2 types cellulaires. Certaines
sont plutdt longilignes et étroites (fleche bleue) et d’autres sont petites et plus larges (fleche
rouge).
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Figure 21: Description de I’expérience de VIGS sur les ‘Origami’ au cours du temps.
La distance entre 2 traits noirs verticaux représente une semaine.

Du semis a la vernalisation 60 jours se sont écoulés.

Du semis a la premiére infiltration 120 jours se sont écoulés (dont 3 semaines de
vernalisation).

De la premiére infiltration a la fin des notations 95 jours se sont écoulés.

De la premiére infiltration a la derniére 5 semaines se sont écoulées.

Les premieres fleurs ANSs+ sont apparues 25 jours apres la premiére infiltration. Les
premieres fleurs avec phénotype sont apparues en méme temps chez les plantes TCP.
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Figure 22: Evolution du nombre de fleur au cours du temps.

a: nombre de fleurs au cours du temps pour les plantes ANS; b: nombre de fleurs au
cours du temps pour les plantes TCP. Le nombre de fleurs totales est représenté en vert,
les fleurs ANSs+ sont en rose et les fleurs avec phénotype sont en bleu.

Entre les deux figures j’ai mis, pour rappel, I’échelle de temps pendant laquelle j’ai fait
les notations. La distance entre 2 traits noirs verticaux représente une semaine.



Résultats

Les cellules des sépales des « flebikS+ » observées au MEB sont bombées (figure 19f)
tandis que les cellules des pétales sont plus splgitgure 19n). Ces types de cellules
correspondent a ce qui a été observé chez leeplghoins (figures 19 e et m).

Lorsque les fleurs avec phénotype (qu’elles sagmtes de plantes ANS ou TCP) présentent
une anomalie a I'extrémité d’'un sépale on peut uie le type cellulaire a changé a cet
endroit précis. En effet, on trouve bien les cebulle types sépales dans la partie normale du
sépale (figures 19g et h) mais ce sont des celtidetypes pétales que I'on trouve au niveau
de I'extrémité anormale (figures 19k et I).

Lorsque la fleur avec phénotype a un sépale «gidtab> (ressemblant fortement a un pétale)

on trouve la encore les deux types cellulairesutég 190 et p).

[.4.2. Description temporelle

De la premiere infiltration a la fin des notatioss sont écoulés 95 jours dont 36 jours
d’infiltration.

Les premieres fleurBNS+ sont apparues en méme temps que les fleursphésotype au
bout de 25 jours aprés la premiére infiltratiogfie 21). Les premiéres flelddN S+ ont été
notées sur les plantes ANS et TCP tandis que lemipres fleurs avec phénotype sont
apparues uniquement sur les plantes TCP (figurgsPZhdant le mois suivant (jusqu’au 26
Avril), des fleursANS+ ont été continuellement observées sur les dgmestde plantes
(figures 22 a et b). Durant cette période, la propo de fleursANS+ sur les plantes ANS est
1,5 fois plus élevée que celle observée sur laggdal CP.

On peut définir un pic de floraison qui a commeb8gours apres le début des infiltrations (le
26 avril). En effet, le nombre total moyen de flepar jour et par plante est passé de 0,3 a 1
pour les plantes ANS et TCP.

C’est pendant ce pic de floraison que des fleuex phénotype ont commencé a étre visible
sur des plantes ANS (figure 22a). Le nombre deaslewec phénotype sur les plantes TCP a
également augmenté pendant cette période. Danstéade ce rapport, je décrirais les fleurs
des plantes ANS en méme temps que celles des pla@PB puisque les plantes ANS ont
donné les mémes types de fleurs.

Au bout de 71 jours aprés la premiére infiltrat{e14 Mai), j’ai arrété de faire des notations
sur toutes les fleurs pour me concentrer uniquersentes fleursANS+ et les fleurs avec
phénotype. Nous avons pris cette déecision paraéygavait trop de notations a faire chaque

jour sur I'ensemble des fleurs arrivées a matufité.plus, un grand nombre de notations
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Tableau Ill: Comparaisons de moyennes du nombre d’organes chez les fleurs des

plantes infiltrées « + feuilles » et « - feuilles ».

Plantes -feuilles Plantes +feuilles Test de Student
moyenne (e.t.) moyenne (e.t.) (Pvalue)
(708 fleurs) (594 fleurs)
Sépales 4,94 +/- 0,33 4,96 +/- 0,21 0,2971
Pétales 4,96 +/- 0,31 4,95 +/- 0,22 0,6687
Etamines 59,17 +/- 6,18 58,42 +/- 6,41 0,0922
Carpelles 5,21 +/- 0,79 5,28 +/- 0,81 0,1971

Tableau IV: Comparaison de fréquences des fleurs ANSs+ chez les plantes infiltrées
« + feuilles » et « - feuilles ». La valeur significative du test de Student est notée en

jaune.
nombre de fleurs | nombre de fleurs fréquence Test de Chi2
ANSs+ ANSs- ANSs+ (Pvalue)
+feuilles 117 278 0,30
- 0,0185
-feuilles 108 374 0,22

Tableau V: Comparaison de fréquences des fleurs avec phénotype chez les plantes
infiltrées « + feuilles » et « - feuilles ».

nombre de fleurs | nombre de fleurs fréquence Test de Chi2
phénotype+ phénotype- phénotype+ (Pvalue)
+feuilles 26 370 0,07
0,9607
-feuilles 31 452 0,06

Tableau VI: Comparaisons de moyennes du nombre de chaque organe des fleurs tampon
par rapport aux fleurs TCP+ANS.

Fleurs tampon Fleurs TCP+ANS Test de Student
moyenne (e.t.) moyenne (e.t.) (Pvalue)
(38 fleurs) (318 fleurs)
Sépales 4,91 +/- 0,29 4,95 +/- 0,28 0,4979
Pétales 4,95 +/- 0,22 4,96 +/- 0,27 0,8996
Etamines 59,90 +/- 3,2 58,81 +/- 6,35 0,1429
Carpelles 5,24 +/- 0,62 5,24 +/- 0,81 0,9816




Résultats

avaient déja été faites, nous avions donc une bosp@sentativité du nombre d’organes

moyen sur les fleurs de type témoin.

[.4.3. Comparaison des 2 techniques d’infiltration desfgs

Deux méthodes différentes d'infiltration des planbat été testées : une unique injection a la
base de la plante, plantes notées « - feuillesunetinjection a la base plus des injections
dans les feuilles, plantes notées « + feuilles ».

Pour voir si une méthode est plus efficace quetréawn test de Chi2 a été effectué sur le
nombre total de fleurs des plantes ANS et TCP saeite. Ce test a permis de montrer que les
plantes « + feuilles » ont significativement plesfiburs ANSs+ que les plantes « - feuilles »
(fréequences respectives a 0,30 et 0,22, Pvalue8b)(iableau IV). Il semble donc que plus
on injecte de virus dans la plante et plus elle tneote fleurs ANSs+.

En revanche, la méthode d'infiltration n’a pas fBefsur le nombre total de fleurs avec

phénotypes (tableau V).

Pour voir si une méthode a un effet différent detife sur le nombre d’organes, j'ai réalisé un
test de comparaison de moyennes sur les nombrgaties des fleurs de I'ensemble des
plantes tampons, ANS et TCP (tableaux lll). Le tstStudent n’a révélé aucun effet de la

meéthode d'infiltration sur le nombre de sépalesaleg, étamines et carpelles.

|.4.4. Effet sur le nombre d’'organes totaux

Pour tester si I'inhibition des gen@dNSet TCP a un effet sur le nombre d'organes, nous
avons utilisé uniguement les données corresporadatpériode ou toutes les fleurs ont été
notées, c'est-a-dire du 29 Mars au 14 Mai (soit fB@ds ANS et 577 fleurs TCP). Puisque
nous avons vu un effet du tampon d’infiltration inombre d’étamines, nous avons utilisé
les fleurs « tampon » comme témoin pour cette aralyoit 38 fleurs).

Lorsque I'on fait un test de Student sur le nomiogganes des fleurs ANS par rapport aux
fleurs TCP (tableau VI), le test montre que lesideANS ont significativement moins de
carpelles que les fleurs TCP (respectivement 5t 524 carpelles, Pvalue=0,0069). Il n’y a
pas de différence pour les autres organes. Simpare les fleurs tampon au cumul des fleurs
ANS+TCP, on obtient des différences non signifieipour le nombre de sépales, pétales et

étamines (tableau VII).
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Tableau VII: Comparaisons de moyennes du nombre de chaque organe des fleurs TCP
par rapport aux fleurs ANS. La valeur significative du test de Student est notée en

jaune.
Fleurs TCP Fleurs ANS Test de Student
moyenne (e.t.) (577 moyenne (e.t.) (Pvalue)
fleurs) (318 fleurs)

Sépales 4,96 +/- 0,20 4,95 +/- 0,31 0,3169
Pétales 4,96 +/- 0,25 4,96 +/- 0,29 0,7011
Etamines 58,52 +/- 5,99 58,97 +/- 6,54 0,6043
Carpelles 5,24 +/- 0,93 5,18 +/- 0,72 0,0069

Tableau VI1II: Comparaison de fréquences des fleurs avec phénotype entre les plantes
ANS et TCP. La valeur significative du test de Student est notée en jaune.

nombre de fleurs | nombre de fleurs | fréquence avec Test de Chi2
sans phénotype avec phénotype phénotype (Pvalue)
TCP 520 44 0,08
0,0479
ANS 302 13 0,04

Tableau IX: Comparaison de fréquences des fleurs ANSs+ chez les plantes ANS et
TCP. La valeur significative du test de Student est notée en jaune.

nombre de fleurs | nombre de fleurs fréquence Test de Chi2
ANSs- ANSs+ ANSs+ (Pvalue)
TCP 452 110 0,19
<10-4
ANS 200 115 0,37

Tableau X: Comparaison de fréquences des fleurs avec phénotype chez les plantes
ANSs+ et ANSs-. La valeur significative du test de Student est notée en jaune.

nombre de fleurs | nombre de fleurs | fréquence avec Test de Chi2
sans phénotype avec phénotype phénotype (Pvalue)
ANSs+ 196 29 0,13
<10-4
ANSs- 624 28 0,04




Résultats

1.4.5. Effets sur le nombre d’'organes dans les fleurs ANS&uU avec phénotype

Afin d’avoir une idée de l'efficacité du VIGS selgue I'on injecte un ou plusieurs genes a
inhiber dans la plante, jai comparé les fréequerntes fleursANS+ etANS- au sein des
plantes ANS et TCP (tableau VIII). Le test de ChiZnontré que les plantes ANS avaient
significativement plus de flelkNS&+ que les plantes TCP (fréquence respective 0,038¢,
Pvalue<1d). Sachant que le vecteur intégré dans les plahS contient un fragment
d’ANS de 440pb et que celui qui est intégré dasplantes TCP fait en tout 986pb, on peut
déduire du test de Chi2 qu’une petite insertionsdBRV2 donne une meilleure efficacité de

I'inhibition.

Devant la présence inattendue de fleurs avec pygmahez les plantes ANS, j'ai voulu tester
si le nombre d'organes avec phénotype était le méams les types de plantes (ANS ou
TCP). Pour cette analyse, je n'ai utilisé que lesirs ayant donné un phénotype sur les
sépales (tableau IX). J'ai réalisé un test de @hi2a montré que les fleurs des plantes TCP
ont significativement plus de sépales modifiés tpgefleurs des plantes ANS (fréquence
respective 0,08 et 0,04, Pvalue=0,0479). Cela uligue ce qui déclenche le phénotype est

présent en plus grande quantité dans les plantes TC

J'ai ensuite voulu voir s’il y avait une corrélatientre le fait qu'une fleur SORNS+ et le

fait qu’elle ait un phénotype. J'ai réalisé une pamaison des fréquences des fleurs avec
phénotype en fonction de leur typd&S$+ ouANS- en cumulant les informations de toutes
les fleurs des plantes ANS et TCP (tableau X).dst tle Chi2 a montré que les fleANS+
avaient significativement plus de chance d’avoir pinénotype que les fleur8NS-
(fréquence respective 0,13 et 0,04, Pvalug¥10

1.5. Effet de I'inhibition des geneSNSet TCP sur leur niveau d’expression

Pour vérifier s’il y a bien eu diminution de I'exgasion des geneSNS et TCP dans les
plantes ANS et TCP, jai réalisé des PCR semi-qtaivies sur ADNc. J'ai utilisé le gene de
I’ ACTINEcomme controle interne de la quantité d’ADNc présatans chaque échantillon.
Les PCR ont été faites sur les sépales, pétattamines d’'une fleur d’'une plante « tampon »
et d’'une fleurANS+ d’'une plante ANS ainsi que sur les sépales pliénotype des fleurs de
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Figure 23: résultats de PCR semi-quantitatives sur les genes ACTINE, ANS et TCP1.

Les PCR ont ét¢ faites sur les ADNc de sépales (S), pétales (P) et étamines (Et) d’une fleur
d’une plante tampon et d’une fleur ANSs+ d’une plante ANS et sur les sépales avec
phénotype des fleurs de plantes TCP et ANS (exprimant ou non I’ANS). Le géne ACTINE
sert de contrdle interne de quantité d’ADNCc.

plante plante  sépales de fleurs
ANS  tampon  avec phénotype
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Figure 24: résultats de PCR semi-quantitatives sur les genes de la fonction B.

Les PCR ont ét¢ faites sur les ADNc de sépales (S), pétales (P) et étamines (Et) d’une fleur
d’une plante tampon et d’une fleur ANSs+ d’une plante ANS et sur les sépales avec
phénotype des fleurs de plantes TCP et ANS (exprimant ou non I’ANS). Le géne ACTINE
sert de contrdle interne de quantité d’ADNc. Les 3 homologues du géne APETALA 3 ont été
testés (AP3-1, AP3-2 et AP3-3)) ainsi que le géne PISTILLATA (PI).



Résultats

plantes TCP et ANS (exprimant ou noANS. Toutes les fleurs ont été prélevées avant
anthese.

Le geneANSest fortement exprimé dans les sépales et pétalés fleur « tampon » et dans
les fleursANS- avec phénotype mais n’est pas (ou trés peujregmtans les étamines. Ce
résultat est logique puisque les étamines ne smt@lorées en rouge. Lorsque les fleurs sont
ANS+ le niveau d’expression du geABlSest fortement diminué dans les sépales et encore
plus dans les pétales (figure 23). Cela prouvéidagité de I'inhibition du géenANS
L’amplification du genelTCP1montre une expression de ce géne dans les sépétakes et
eétamines des plantes tampon, ANS et TCP. Il ne leepats exister de différence d’expression
entre ces 3 types de plantes.

Le geneTCP2n’a pas donné de résultat visible sur gel d’'agapmsir aucun des échantillons

testés.

1.6. Expression des génes de la fonction B dans lesgdanmodifiées

Devant les types de phénotypes que nous avonsveélsseous avons supposé que I'inhibition
des géne3 CP avait pu entrainer la modification de I'expressi@s genes de la fonction B,
géenes qui déterminent I'identité des pétales eéthwines (Krizek, 1996 ; Krizek et Fletcher,
2005 ; Theissen &il., 2000). Il y a 2 génes qui sont responsables tnlzion B :APETALA

3 (APJ) etPISTILLATA(PI). Le geneAPETALA 3a trois homologues notég>3-1, AP3-2et
AP3-3 J'ai réalisé une PCR pour chacun de ces géenekesgépales, pétales et étamines
d’'une fleur d’'une plante tampon et d’'une fleAINS+ d’'une plante ANS ainsi que sur les
sépales avec phénotype de fleurs de plantes TGSt (exprimant ou non ANS. J'ai
utilisé 'ACTINEcomme contrdle interne de la quantité d’ADNCc.

Le géneAP3-1s’exprime chez toutes les plantes testées etosigr les organes hormis les
étamines (figure 24). IAP3-2s’exprime principalement dans les pétales desdlmstées et
plus ou moins fortement dans les sépales des ftearsins, ANS et sépales avec phénotype.
L’ AP3-3s’exprime uniquement dans les pétales des flémgins et ANS et faiblement dans
certains sépales avec phénotype. Le géha’exprime fortement chez toutes les plantes
testées et sur tous les organes sauf les étamiriesdi trés faiblement exprimé.

D’aprés les résultats sur les témoins, AP3-3 siex@ispécifiquement dans les pétales. Hors
une expression a été aussi détectée dans les sepae phénotype ce qui appuie notre

hypothése de conversion homéotique des sépaleStairp
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Figure 25: Alignement des séquences retrouvées dans les fleurs apres infiltration.
En rose on retrouve le géne ANS, en vert le gene TCP1 et en bleu le géne TCP2. Les
polymorphismes sont visualisées par des lettres en couleur sur fond blanc.
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l.7. Test de I'hypothese d’une contamination des plaAS

Devant le nombre de plantes ANS qui ont présenséfldars avec phénotype (9 plantes sur
19), nous nous sommes interrogés sur les raison®mupu conduire a ce résultat. La
premiéere idée a laquelle nous avons pensé fut guhénotype observé ne devait pas étre
spécifiguement did a I'inhibition de nos ge&sP1et TCP2 En faisant des recherches dans
la bibliographie, nous n’avons pas trouveé d’infotima concernant ce type de phénotype qui
serait apparu lors d’autres expérienced/teS sur Ancolies (Gould et Kramer, 2007). Nous
avons donc pensé que des plantes ANS avaient @e@itaminées avec le plasmide TRV2-
ANS-TCP1-TCPpuisque le virus TRV se transmet par contact.

Pour rechercher cette éventuelle contamination, rgalisé des PCR pour amplifier les
plasmides TRV2 injectés dans les plantes. J'aisatiles mémes amorces que lors de la
vérification des constructions : les amorces TRV2t1TRV2-2 qui sont spécifiques au
plasmide TRV2. J'ai obtenu des amplifications pseulement 8 fleurs : 3 fleurs de 3 plantes
ANS différentes et 5 fleurs de 3 plantes TCP défifdes (3 fleurs d’'une méme plante ont été
testées). Les séquences obtenues pour les flesiglatdes ANS correspondent parfaitement
au fragment du génANS du plasmide TRVANS Pour les plantes TCP, on retrouve la
séquence compléte du plasmide TRMS-TCP1-TCP®our 2 des fleurs mais, en revanche,
les 3 autres fleurs, issues de la méme plante @i@kent une séquence incompléte. En effet,
le fragment du gen€CP1a été totalement tronqué et seules les 100 dempaires de bases
du TCPZ2restent (figure 25).

[I. Extension méthodologique de la techniqué&/taS

Il.1. Application a d’autres Renonculacées

Dans la famille des Renonculacées, la techniqu&/I@®S5 n'a été mise au point que chez
'ancolie. Pour pouvoir étendre nos connaissanuesesrole des génebCP au sein de cette
famille, nous avons testé la techniqueMdGS sur d’autres membres. Nous avons choisi une
autre espece actinomorphéNigella damascenaet une espéce zygomorph&opnsolida
regalis

Lors de cette expérimentation nous n'avons passezade plantes d& regalisviables, nous

n'avons donc pas pu testeM&Ssur cette espéece.
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Tableau XI: Résultats de I’extension méthodologique du VIGS.
a: Test de I’application du VIGS sur N. damascena
b: Test des limites du VIGS sur A. Alpina
Dans chaque tableau on retrouve le nombre de plantes semées au départ pour chaque
type de construction testé, le nombre de plantes ayant survécues, le pourcentage de
ces survivants et le pourcentage de phénotype visible (PDSs+) sur ces plantes

survivantes.

. . % de . %
N. damascena Semis | Survivants . phénotypes .
survivants phénotypes
deterrees- 12 12 100 0 0
rempotées
infiltrées avec le 12 1 92 0 0
tampon
TRV2 30 25 83 0 0
PDS-Nd 30 13 43 9 69
b
0, 0,
A. Alpina Semis | Survivants /O.de Phénotypes . %
survivants phénotypes
TCP1-2-TRV2-

ANS 30 18 60 0 0
PDS-Aq 33 19 58 8 42
PDS-Nd 33 17 51 13 76
PDS-Cr 33 11 33 3 27




Résultats

[1.1.1. Constructions et infiltrations

J'ai utilisé le gen€®DSpour voir si la techniqgue dMIGSétait applicable ched. damascena

Il est constitutif, est exprimé a un stade préabeceléveloppement et son inhibition n’est pas
|étale pour la plante. Ce gene entre en jeu dasgrithese des caroténoides qui collectent la
lumiére nécessaire pour la photosynthése tout@@geant la chlorophylle grace a leur action
photoprotectrice. Si on inhibe I'expression de éaggon obtient un blanchiment des feuilles
ce qui fait du gen®DS un outil idéal pour une visualisation facile epicee de l'effet du
VIGS.

J'ai utilisé 12 plantes témoins seulement détenpéésrempotées. J'ai infiltré, une seule fois,
les plantules sous vide, 33 jours aprés le sermes; goit le tampon d'infiltration seul (12
plantes tampon), soit le plasmide TRV2 sans i8&plantes TRV2), soit le plasmide TRV2
auquel j'ai intégré le fragment du geRBSdeN. damascené30 plantes TRVRDS-NJ.

[1.1.2. Description des phénotypes observés

[1.1.2.1. Plantes témoins et plantes tampons

Lors de la notation 35 jours aprés l'infiltraticenjcune des 12 plantes témoins n’était morte
apres avoir été déterrée et rempotée et une seald 2 plantes tampons était morte apres
avoir été déterrée, infiltrée sous vide et rempotée

Les plantes des deux types se sont développéesleonent jusqu’a atteindre environ 25 cm
de haut, leur feuillage était dense avec des é=uillen vertes, fines et découpeées (figure 26a).

L’infiltration n’a donc pas d’effet visible sur développement des plantes.

11.L1.2.2. Plantes infiltrées avec le plasmide TRV2 sans tnser
Sur les 30 plantes infiltrées par le plasmide TR¥8s insert seules 25 ont survécu (tableau
Xla).
Les plantes TRV2 avaient atteint 15 cm de haut amemt de la notation et elles n’avaient
gue 3 ou 4 feuilles bien vertes, fines et découfiggse 26b).

Le virus TRV semble donc géner le développemennabdes plantes.
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Figure 26: Effet du VIGS sur N. damascena 35 jours aprés infiltration.

a: Nigelles déterrées et rempotées (les plantes infiltrées avec le tampon d’infiltration seul
avaient le méme aspect).

b: Nigelles infectées avec le virus TRV2

c: Nigelles infectées avec le virus TRV2-PDS avec effet de I’inhibition du géne PDS visible

Figure 27 : Visualisation de I’effet de I’inhibition d’homologues du géne PDS sur des feuilles
d’ A. alpina 35 jours apreés infiltration.

a : géne PDS provenant d’A. vulgaris

b : gene PDS provenant de N. damascena

c : géene PDS provenant de C. regalis
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[1.1.2.3. Plantes infiltrées avec le plasmide TRRRS-Nd

Sur les 30 plantes infiltrées par le plasmide TRRI2S-Ndseules 13 ont survécu (tableau
Xla).

La premiére observation de feuilles blanches, samé&inhibition du genéPDS (PDS+), a
été notée 17 jours apres linfiltration et 35 joaqmés l'infiltration j'ai noté que cela était
visible sur 69 % des plantes qui ont survecus€tbXl).

Les plante?DSs+ ne mesuraient que 3 a 8 cm de haut au momeéatraeation contre 15cm
en moyenne pour les plantes ne présentant pasilidtioh visible du genePDS Au sein
d’'une méme plante on pouvait voir une différenceaiée entre les feuilles poussées avant
linfiltration puisqu’elles avaient la méme taillgue les feuilles témoins et les feuilles
poussées aprés linfiltration et ayant le gdteS inhibé puisqu’elles étaient plus petites
(figure 26c¢).

Le plasmide TRVZDS a un effet sur le développement des plantes duplas fort que

celui obtenu avec le virus TRV seul.

[1.1.3. Effet de l'inhibition du gén®DSsur son expression

Afin de comparer le niveau d’expression du gexsdes nigelles ayant été infiltrées avec le
plasmideTRV2-PDS-Ndpar rapport a celui des autres plantes, j'ai @&lga ARN totaux des
différents types de plantes, j'ai produit des ADg transcription inverse et réalisé des PCR
semi-quantitative sur ces ADNc. J'ai essayé d’'umiiser la quantité d’ADNc pour chaque
type de plante grace au gene IBRCTINE puis jai testé 2 couples d’amorces pour voir
I'expression du genBDS.Un seul des couples d’amorces a donné une angpidic (figure
28a). Le niveau d’expression du gérieSdes plantes PDS est inexistant ou trop faible pour
étre visualisé sur gel d’agarose tandis que leatggatémoins, tampons et TRV2 ont un
niveau d’expression a peu pres semblable (si opacnavec ACTINEqui sert de contréle
interne de quantité d’ADNc). Il y a donc bien eweunhibition de I'expression du geRdS
dans les plantes PDS.

[1.2. Limites du VIGS

J'ai testé I'impact du degré d’identité entre sémes hétérologues sur I'effet du VIGS chez
A. alpina En effet, il peut étre plus facile et plus rapiie faire du VIGS en utilisant la

séquence d'un gene déja connu chez une espéceména famille plutét que de devoir
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témoin

tampon

TRV2
TRV2-PDS-Nd

PDS amorces PDS-F3N et PDS-R3N

ACTINE

TCP1-TCP2
PDS-Aa
PDS-Nd
PDS-Cr

TRV2-ANS-

PDS amorces PDS-F2A et PDS-R2A

PDS amorces PDS-F3A et PDS-R3A

ACTINE

Figure 28: résultats de PCR semi-quantitatives sur les génes PDS

Les PCR ont été faites sur les ADNc de feuilles. Le géne ACTINE sert de contrdle
interne de quantité d’ADNc. Différents couples d’amorces d’amplification du gene PDS
ont été testé chez: a- N. damascena, b- A. alpina.



Résultats

caractériser ce méme géne pour I'espece qui noéiesse. Pour faire ce test, j'ai utilisé des
fragments du gén®DS d’A. vulgaris (fourni par E. Kramer), d&. damascenat deC.
regalis

[1.2.1. Constructions et transformations

Apres avoir caractérisé le geR®S deN. damascenat deC. regalis 2 especes différentes
de Renonculacée, j'ai comparé les séquences olstemuetilisant le bast 2 a 2 du site NCBI.
Les séquences des geiBS d’A. vulgariset d'A. alpinaont 89% d’'identité (la séquence
d’A. alpinaa été fournie par P.Laufs de 'INRA de Versailldss séquences issues e
damascenau deC. regalisont toutes les deux 90% d’identité avec celk. dulgariset 87%

d’identité avedA. alpina

J'ai infiltré sous vide, une seule fois, les pld@sud3 jours aprés le semis. Jai utilisé 30
plantes que jai infiltrées avec la construction VERANS-TCP1-TCP2pour voir si
l'inhibition des genes TCP avait un effet au staélgétatif (aucun effet n’a été observé). Ces
mémes plantes ont été utilisées comme si elleemivaiste été infiltrées avec le plasmide
TRV2 puisqu’elles ne contenaient pas le géne PO$aus intéresse dans cette expérience.
33 plantules dA. alpinaont été infiltrées avec chacune des construcfidRig2-PDS-Av(A.
vulgaris), TRV2-PDS-Ndet TRV2PDS-Cr.

[1.2.2. Description des phénotypes observés

Les A. alpinaont subi une invasion de larves d’'insectes quid#vorés leurs racines c’est

pourquoi 30 jours apres linfiltration un repiquades plantes a été nécessaire pour essayer
d’en sauver quelques-unes. Toutes les ancoliegasstges de petites tailles et ont eu du mal a
survivre suite a cette invasion c’est pourquoi agcdonnée sur le développement des plantes

n'a été notée.

I1.2.2.1. Plantes infiltrées avec le plasmide TRYRS-TCP1-TCP2

Lors de la notation 35 jours aprés l'infiltratidhne restait plus que 18 plantes vivantes sur
les 30 plantes infiltrées avec le plasmide TRM2S-TCP1-TCP2t parmi celles-ci aucune

n'avait de feuilles blanches (tableau Xlb). De plesir morphologie générale était identique a
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celle desA. alpinades autres tests ce qui veut dire G@let TCP2n’ont pas d’effet sur les
feuilles. Nous nous sommes servis de ces planteameo plantes témoins puisqu’elles

n'avaient pas recus de plasmides TRR2S.

I1.2.2.2. Plantes infiltrées avec les plasmides TRRI2S

Sur les 33 plantes infiltrées par les plasmides ZRWDS-Aq TRV2-PDS-Ndet TRV2PDS-
Cr seules 19, 17 et 11 plantes ont respectivemewnésuia I'invasion de larves (tableau Xlb).
La premiéere observation de feuilles PDSs+, signBim@bition du genePDS a été notée 27
jours apres linfiltration et 35 jours aprés l'ifation j'ai noté que cela été visible sur 42 %
des plantes TRVERDS-Aq 76 % des plantes TRVRDS-Ndet 27 % des plantes TR\RDS-

Cr qui ont survécu (tableau Xlb et figure 27). /E5Sa donc fonctionné quelle que soit la

construction testée.

[1.2.3. Effet de l'inhibition du géne PDS sur son expressio

Afin de comparer le niveau d’expression du gexs desA. Alpinaen fonction du plasmide
qui leur a été infiltréj'ai extrait les ARN totaux des différents typaés plantes, jai produit
des ADNCc par transcription inverse et réalisé dE® Bemi-quantitative sur ces ADNc. La
guantité d’ADNc de chaque type de plante a étéoumisé au mieux grace au gene de
'ACTINE puis j'ai testé 2 couples d’amorces pour voir 'egsion du gen®DS (figure
28b)

Le niveau d’expression du gem®S des plantes infiltrées par les constructions THRZS
est plus faible que celui visible sur les plantddtiées avec le plasmide TRVERNS-TCP1-
TCP2 Si on compare les 3 constructions TRRRS entre elles, il semble que leur niveau
d’expression soit les mémes (comparaison faite aail 'en tenant compte du niveau
d’expression de ACTINBE. L'inhibition du géne PDS semble avoir fonctionagssi bien

pour les 3 constructions testées.
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Discussion

La méthode duVirusInduced Gene Silencing (VIGS) chezAquilegia coerulea ‘Origami’

Lors de mes expériences de VIGS jai montré quarngon d'infiltration n'a pas d’effet sur
la morphologie des fleurs, ni sur le nombre de IeSpgétales ou carpelles. En revanche |l
entraine une augmentation du nombre total d’étasnjde 59,59 a 64 étamines). Bien que ce
résultat indique un effet du tampon d’infiltratiaqui peut potentiellement modifier la
compréhension des résultats de certaines étudesn’agterfere pas avec nos résultats. En
effet, les constructions ANS et TCP n’ont pas &e#ur le nombre d’organes, ce n’est donc

pas un élément qui permettra de déduire le rOlgodegénes d’intérét.

Le test sur la méthode d'infiltration (« + feuilles« - feuilles ») n'a pas montré d’effet sur le
nombre total d’organes mais il y a significativernplus de fleurs ANSs+ (blanches) chez les
plantes « + feuilles » (pour lesquelles on a idei®s agrobactéries dans les feuilles en plus
de la base de la plante) que chez les plantesuilles » (pour lesquelles seule l'injection a la
base de la plante a été faite) (fréquences respsctie 0,3 et 0,22). Cet effet peut étre
expliqué par le fait que l'injection dans la bass glantes est délicate a réaliser, le tampon
d’infiltration ne pénétre pas toujours correctemdguis les plantes, entrainant ainsi une perte
d'une partie des agrobactéries. Chez les planteeudles » le nombre d’agrobactéries
injectées est plus important, le nombre de viruxipits dans la plante apres injection I'est
donc aussi. La plante va produire plus de ARNi datier contre ces virus permettant ainsi
linhibition de I'expression du géne cible dans plde fleurs. En revanche, le nombre de

fleurs avec phénotype n’est pas influenceé par haue d’infiltration.

Les fleursANS+ (fleurs blanches) sont plus fréquentes chepléeges ANS (0,37) que chez
les plantes TCP (0,19) ce qui laisse supposer gsieconstructions contenant des petits
fragments sont plus efficaces pour induire le VIGS.effet, le fragmenANSinséré dans le
vecteur TRV2 fait 440pb contre 986pb pour le fraghANSTCPXTCP2 L'influence de la
taille des inserts sur I'efficacité du VIGS semblatout dépendre du vecteur utilisé et semble
étre assez variable d’'une espéce a une autre. Brasmussen et ses collaborateurs (2007)
ont montré que, chez l'orge et avec le vecteur diswirus de la mosaique de raie d'orge
(BSMV), le VIGS donne de meilleurs résultats lowrsdjinsert a une taille comprise entre 128

et 584 pb. Toutefois, en utilisant le vecteur TRAézNicotiana benthamianaliu et Page
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(2008) ont, eux, montré que des inserts infériaut500pb donnent de bons résultats. Lorsque
les fragments ont plus de 1500pb ou s'ils ciblestdxtrémités du géne a inhiber ils entrainent
peu ou pas de diminution du niveau d’expressiogé&he ciblé. Une explication possible a ce
résultat est que I'on détériore la reproductioraléirquand un grand fragment étranger est
inséré au génome viral limitant ainsi la diffusido virus (Liu et Page, 2008). Une autre
possibilité est que les grands inserts sont trosdps de la recombinaison et donc, méme si
le TRV se répand de maniére systémique dans laeplBinsert ayant été perdu, I'inhibition
voulue ne peut pas se faire (Liu et Page, 2008).

De méme, jai constaté qu'il y avait significativent plus de chance de voir un phénotype
sur une fleur si celle-ci e®{N+ (0,13) que si elle estiNS- (0,04). On peut supposer que
lorsque le VIGS se met en place il permet l'inhdritde tous les genes ciblés. Parfois une
fleur a présenté un phénotype alors qu’elle érNSs-, on suppose alors qu’une
recombinaison a tronqué une partie de I'insert rgaes le fragment restanftCP sansANS a

été suffisant pour induire une inhibition. Lorsqia réalisé des amplifications pour vérifier
la présence des constructions dans les sépalespaéeotype, je n'ai pas réussi a obtenir
d’amplification visible sur des sépaladlS-. En revanche, j'ai obtenu des amplifications sur
des fleurs ANSs+ qui ont montré que la construgbiggsente dans les sépales avec phénotype
n'était pas toujours conforme a celle que jai age dans la plante au départ. En effet,
certaines fleurs des plantes TCP possedent uné&ectien dont IETCP1entier et une grande
partie duTCP2ont été tronqués. Cela confirme la possibiliténd’aélétion du gendNSdans

les fleursANSs-avec phénotype. Une autre hypothése expliquatypeede fleur est que les
ARNi produits en réponse a l'infection par le viretscomplémentaires de TARNm du gene
ANSn’ont pas dégradé ’'ARNm ciblé a cause d’'une prtidactrop tardive ou en trop faible

guantité.

L’hypothese de la contamination des plantes ANS :

Le fait d’avoir noté des fleurs avec phénotype lsarplantes ANS est un résultat inattendu
pour lequel nous n’avons, pour l'instant, aucunglieation claire.

Notre premiére hypothese a été que le phénotypaabae devait pas étre spécifiquement da
a l'inhibition de nos gene$CP1 et TCP2 Nous avons supposé que cela pouvait étre di a
l'infection par le virus TRV. Le témoin permettade voir I'effet de linfiltration des vecteurs
TRV1 et TRV2 sans insert n'a pas été réalisé lasndtre expérimentation (a cause du
mangue de place dans le compartiment nous avovikegie le témoin ANS qui semblait étre

plus important car il permettait de voir si le VIG& efficace). Cependant, Wege et al. (2007)
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et Gould et Kramer (2007) ont montré que ces vesteuavaient pas d’effets sur
I'architecture florale, la taille des organes oudmps de floraison. Les phénotypes que I'on a
obtenus ne sont sans doute pas causés par I'offedtale par le TRV.

Notre deuxiéeme hypothese était que le g&iNdS pouvait avoir causé ces phénotypes.
Toutefois, Gould et Kramer (2007) mentionnent, dengs travaux sur le VIGS chex.
vulgaris,qu’ils n’ont vu aucune anomalie florale lors derlétude.

La fréquence d’apparition des fleurs avec phénoggielus faible chez les plantes ANS que
chez les plantes TCP ce qui laisse supposer ggenlsit qui induit ce phénotype est présent
en plus grande quantité chez les plantes TCP. i pbus avons noté que I'apparition des
phénotypes sur les plantes ANS est survenue 28 pmnes les premiers phénotypes sur les
plantes TCP. Nous avons donc pensé gue des plaN®svaient pu étre contaminées par le
plasmide TRV2ANS-TCP1-TCP2es plantes TCP. L'une des hypotheses pouvanigeepl

la contamination est une erreur de manipulation @uiait conduit & un mélange des
constructions ou a une inversion ponctuelle ergge donstructions ANS et TCP (soit au
moment de la préparation des agrobactéries satderlinfiltration). Le virus TRV étant
transmissible par contact nous avons aussi supgpesé contamination avait pu se faire via
des insectes, par I'eau ou encore par simple coukes feuilles entre elles ou lors des
manipulations des plantes. Dans le compartimemjudeantaine ou les plantes étaient isolées
il y avait des thrips et des mouches des étangemuété apportés par un terreau non traité
avant le premier semis des ‘Origami’. Ces insested de bons vecteurs de transmission car,
méme s’ils ne piquent pas forcément les plantespduvent s’étre posés sur des gouttes
d’agrobactéries présentes sur les feuilles deggdanfiltrées avec la méthode « + feuille » et
les avoir transmises a d'autres plantes. L’eau pessi avoir permis la contamination car
'arrosage a pu laver I'excédent de bactéries apgepiqlres faites a la base des plantes et les
entrainer vers les racines des plantes voisine&ffien) les pots des plantes étaient posés sur
un méme tablar qui recueillait I'eau des différenpdantes sans aucune compartimentation.
De plus, les nombreuses manipulations des potle [g&rriste, pour les arrosages, ou par moi-
méme, pour les infiltrations et les notations, prdbablement conduit a une contamination
par contacts. En effet, les plantes étant nombseuisétait difficile d’éviter que leurs feuilles
se touchent. Une contamination a donc pu se faitadsectement de feuilles a feuilles, soit
par transmission via les gants si on a oublié @agér de gants apres avoir touché des plantes
TCP.

Toutefois, aucune fleur avec phénotype n’a été reBsesur les plantes témoins ou tampon.

Ces plantes étant dans la méme piece et sur legsn@ivlars que les autres, il semble étrange
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gu’elles aient échappé a la contamination. Celat meexpliquer par leur disposition
légeérement a I'écart des autres et par le faitlgs étaient moins nombreuses. De plus, je les
ai toujours manipulées en premier aussi bien psanbtations que lors des infiltrations avec
le tampon.

On peut donc supposer que s’il y a bien eu contatioim, elle serait plutét due a une erreur
soit lors de la culture des agrobactéries soitdersinfiltration.

Les amplifications par PCR des fragments inséréss das plantes n’ont pas permis de
déterminer si une contamination a réellement audee la présence des constructions TRV2-
ANS-TCP1-TCP2ans les fleurs avec phénotype des plantes ANS$amsapu étre détectée
tandis que les constructions TRYANSI'ont été. Il est possible que ce soit dd a un quande
sensibilité de la méthode de visualisation des FEReffet, les amorces TRV2-1 et TRV2-2
utilisées permettent aussi bien I'amplification ldeconstruction TRVANS que celle de la
construction TRV2ANS-TCP1-TCP20n suppose que la contamination est due a uearerr
ponctuelle ou a des transmissions de petites déardie bactéries par contact, on s’attend
donc a ce que la majorité des constructions préseatdans la plante soient de type TRV2-
ANS. Une PCR va permettre d'amplifier les différentesnsiructions présentes dans
I'échantillon mais cette amplification se fait p¥édntiellement sur les molécules présentent
en grand nombre et sur celles qui sont les plukefaa amplifier c’est-a-dire les plus petites.
Le fragment correspondant a la construction TRAKESsera donc majoritairement amplifié et
lors de la visualisation des amplifications sur dielgarose on ne pourra pas forcément voir
les molécules qui sont minoritaires et qui correslemt a la construction TRVRNS-TCP1-
TCP2

Role des gene$CP chezAquilegia coerulea ‘Origami’ :
Lors de sa these, F. Jabbour (2009) a caract@&s§ahes homologues G¥ CLOIDEAchez

5 espéces de Renonculacéds (apellus D. staphisagria, A. alpinaC. recta et N.

damascenp Il a montré que ces geénes, gu'il a apRENACYL,s’expriment a un stade
précoce du développement et ce aussi bien poufleles zygomorphes qu’actinomorphes.
Deux geneRANACYLont été trouvés che&quilegia alpina J'ai caractérisé ces mémes

genes cheAquilegia coeruleaOrigami’ (appelesTCP1et TCP2.

Les expériences de VIGS que jai réalisées suigéegsTCP1let TCP2chez ‘Origami’ ont
permis de mettre en évidence deux types de phétypduits par I'inhibition de

'expression de ces genes. J'ai observé le plusestwne transformation morphologique
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Figure 29: Variantes possibles du modele ABC

a: Représentation schématique du modele ABC ddajipement floral chez I'ancolie.
La fonction A permet de faire les sépales, les géles fonctions A et BAPETALAS3
(AP3-1, AP3-2, AP 3-3) et PISTILLATA) font les pétales, la fonction C permet la
formation des étamines.

b: Représentation schématique du modele de déwaiogmt floral ABC dans le cas d’'un
mutant SUPERMAN (SUP).

c: Représentation schématique du modele supposévetogpement floral ABC en cas
d’inhibition des génes TCP1 et TCP2 chez ‘Origami’.



Discussion

partielle des sépales en pétales et parfois desirga en structures pétaloides, mais les
carpelles n'ont jamais été touchés. Ces modifioatiant été confirmées par des observations
au microscope électronique a balayage (MEB) quinoonitré la présence de cellules de type
pétales sur des organes qui par ailleurs avaiemtcdbBules de type sépales ou étamines.
L’inhibition des géned CP a donc conduit & une conversion des sépales ektdssnes en
pétales.

Selon le modele ABC &. thaliang on sait que pour produire des pétalesst nécessaire
d’avoir une expression des génes de la fonctioPRHTALAL et 2) et des génes de la
fonction B APETALA 3(AP3 et PISTILLATA(PI)). Chez l'ancolie le modéle ABC est
modifié (figure 29a) (Kramer et al., 2007). En &ffes 3 génes homologuesA®#3 (AP3-1,
AP3-2et AP3-3 et le géne homologue & s’expriment dans les pétales, étamines et jusque
dans les sépales. Cette expression dans les sésaleassagere, tres faible et varie au cours
du développement de la fleur. De plus, on ne satgmcore si les fonctions A et C existent de
la méme maniére que chéz thaliana En effet, Davies B. et al. (2006) ont soutenu gue
fonction A, comme spécifié dans le modele ABC dtass, n'est pas applicablédatirrhinum

et a la grande majorité des plantes a fleurs. Ldébeode détermination des organes floraux
chez Antirrhinum implique seulement les genes de la fonction B etB@n que les
homologues du gendP2 de la fonction A soit apparemment exprimés cheelques
angiospermes basals (par exemfdlaborellg, I'expression des homologue&\@1 chez le
nénuphar et IdMagnolia est plus forte dans les feuilles et les carpejles dans le périanthe.
Ces genes ne semblent donc pas jouer un rble dadétérmination des organes liés a la
fonction A. Cependant, la fonction A peut ausse é&onférée par d'autres genes que des
homologues des genesAdthalianamais cela n’a pas été démontré pour l'instant.

Dans notre expérience, nous avons vu que le §&83 est exprimé uniquement chez les
pétales des témoins et chez les sépales convertiétales ce qui confirme bien qu’il y a eu
une conversion homéotique des sépales en pétaketefts sur les étamines n'ont pas donné
de résultats visibles en PCR semi-quantitative skmge a cause de la trop faible quantité

d’ARN présent dans les échantillons).

L'un des rbles possibles des gergSP1 et TCP2 chez I'ancolie pourrait étre de limiter

I'extension de I'expression des genes de la foncAoet B puisque ce sont ces genes qui
permettent la formation des pétales. On ne corpetprécisément le(s) mécanisme(s) qui
limite(nt) I'action de ces génes mais des étudesramtré qu’il existe des génes cadastraux

qui limitent I'action d'autres genes dans des reggpécifiques de I'organisme (Yun, 2002).
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Chez les fleurs, ces genes permettent le maintienedfrontiére entre les différents
verticilles. Un exemple d'un gene «frontiere » &IPERMAN (SUP trouvé chez
Arabidopsis thalianantre le 8™ et le 4™ verticille. Les fleurs pour lesquell&JPERMAN
est inactif ont des étamines dans le verticillée$tea-dire a la place des carpelles (Schultz et
al., 1991; Sakai et al., 1995). Dans ces fleursnd&ant, I'expression des gengB3 et Pl de

la fonction B est non seulement détectée dansdegiéime et troisieme verticilles comme
attendu, mais s’étend aussi dans le quatriemecillestimenant a la formation d'étamines
supplémentaires au sein du verticille des carpeffegire 29b). Les carpelles ne se
développent pas ou sont défectueux (Schultz etl@8]; Sakai et al., 1995). La fonction
principale deSUP est de maintenir la frontiére entre les vertisilldes étamines et des
carpelles, en réglementant I'équilibre de la péadifion cellulaire dans ces deux verticilles.
Les fonctions deSUP sont conservées chez d'autres plantes, commesitidi le cas de
I'orthologue deSUP qui a été trouvé chez le pétunRhGUP) (Nakagawa et al., 2004). Les
plantes pour lesquelles le géne PhSUP1 est alg@sentent une augmentation du nombre
d'étamines et des carpelles et des ovules anormaux.

Dans notre expérience, nous avons choisi d'inHégedeux genesCP en méme temps mais
on peut supposer que chacun d’eux a un role pheticin effet, lors de I'amplification des
constructions présentes dans les sépales avectppésoj'ai parfois obtenu une séquence
partielle de ma construction TRVANS-TCP1-TCP»u seul IANSet 100pb dd CP2étaient
présents. Cette délétion n’a toutefois pas empéehédsualisation d’une conversion des
sépales en pétales sur les fleurs testées, biem@RB&n’ait donc pas pu y étre inhibECP2
semble avoir, a lui seul, entrainé cette modifaatiOn peut alors s’interroger sur I'action que
TCP1peut avoir. Par exemple, on peut supposer querdeTCP2a un rble de « frontiére »,
limiteur de I'extension des genes de la fonctioaetlus particulierement du geA®3-3 Son
inhibition entrainerait alors une conversion depak#s en pétales (comme on l'a vu
préecédemment)lCP1, quand a lui, peut étre un régulateur des gereotetions A et/ou C.
En effet, il est connu que les produits des genes & s'inhibent mutuellement. Si I'un des
genesTCP a pour effet d’'inhiber I'expression du gene ddolaction A dans le verticille des
étamines son absence va entrainer une extensi@nzdee d’action des genes de la fonction
A et donc la conversion des étamines en pétalesgldtat sera le méme si le réle WOP est
d’'activer les génes de la fonction C dans le vididides étamines). Cette seconde hypothése
de deux réles distincts pour chacun @€ semble étre appuyée par les résultats des tasts su
le niveau d’expression de ces genes. En effetetee §CP1 ne présente pas de variation

visible de son niveau d’expression dans les séales phénotype par rapport aux sépales
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des fleurs tampons. Cela semble indiquer gu’ilpda été inhibé dans ces échantillons et que,
donc, il n'est pas responsable du phénotype. D&pee résultats de F. Jabbour (2009),
I'expression du genBRANACYL2a un niveau tres faible dans les fleurs épanouads, peut
expliquer pourquoi je n'ai pas réussi a détecexgdression du geneCP2chez les fleurs d’
‘Origami’. Pour savoir si les ZICP ont le méme rdle ou non il faudrait réaliser des
expériences de VIGS avec chacun des géa#sséparément. Des hybridationssitu sur des
dissections de jeunes boutons floraux de plantesagas permettraient de voir avec précision
ou ces génes sont exprimeés et a quel stade (césienqes auraient du étre réalisées lors de
ce stage mais elles n'ont pas pu I'étre par mamtugemps). On pourrait ensuite comparer
ces données avec les mémes analyses faites spladéss dont les gend@<P ont été inhibés

et ainsi en déduire le r6le de ces genes.

Connaitre le réle des gen€€P chez une espéce actinomorphe comme l'ancolie giéshe

étape qui devrait conduire a la compréhension deda en place de la symétrie bilatérale.

Applications de la méthode du VIGS a d’autres Rentatées :

Si les résultats obtenus sur les genEP permettent d’émettre des hypothéses sur leur role
chez les ancolies, il reste encore a étendre cewmEsances a d’autres membres de la famille
des Renonculacées. Pour cela, jai voulu testefaigabilité du VIGS chez deux autres
especes, I'une actinomorphéligella damascenat I'autre zygomorpheConsolida regalis
Nous n’avons malheureusement pas pu testét@S surC. regalisa cause d’un manque de
plantes viables mais le test shk damascenaa été concluant. En effet, bien que le
développement des nigelles soit ralenti par I'irdiion avec le vecteur TRV2 sans insert, les
plantes se sont quand méme bien développées. @uiqee utiliser ce vecteur pour faire du
VIGS sur cette espece a condition que ce ne seippar I'étude de genes impliqués dans la
croissance de la plante. De plus, 69% des plamieprésenté des feuilles blanches, signe de
l'inhibition du genePDS Ce résultat a été confirmé par le niveau d’exgpoesdu géne qui
nN'a pas pu étre détecté sur gel d'agarose. Tostefanhibition de ce gene a eu un effet
considérable sur le développement des planted eacanduit a une forte réduction de leur
croissance. Cela peut s’expliquer par le fait 8IS semble s’exprimer dans les feuilles et
dans la rosette des plants de nigelle tandis gee I@ncolie il s’exprime uniquement dans les

folioles. De plus,PDS est nécessaire pour la synthese des [3-carotene®rjuimportants
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pour la photosynthése, elle-méme nécessaire aloggesnent de la plante. L’inhibition de

PDSa donc logiquement conduit a une difficulté dassance.

Pour pouvoir utiliser la technique MIGSsur les nigelles pour I'étude de phénotypes florau
il faudra soit utiliser un autre géene que le g comme témoin de I'efficacité du VIGS

(comme le gend&NSpar exemple)soit infiltrer les plantes par piqire a leur basenfme

nous l'avons fait pour les ancolies).

Test de I'importance de I'identité de séquenced'sfiicacité du VIGS che?. alpina

Lorsque j'ai testé I'impact du degré d'identité siequences hétérologues du géMEs sur
I'effet du VIGS cheZzA. alping j'ai obtenu le blanchiment des feuilles attendurptoutes les
constructions testées. Les séquences utiliséesssmais de plantes du méme genre (séquence
d’A. vulgarig ou de la méme famille : les Renonculacéé¢sdamascenat C. regalig. Elles

ont respectivement 89% et 87% d’identité avec gusace du génDS d’A. alpina La
diminution du niveau d’expression du gelRBS est la méme pour toutes les constructions
testées ce qui indique que le VIGS fonctionne cberaent méme avec un insert qui n’est pas
identique au gene que l'on veut inhiber. De plws,test montre que I'on peut utiliser la
séquence d’'un gene déja connu chez une espéecendaria famille pour faire du VIGS plutdt
gue de caractériser ce méme géne chez I'especwgsiintéresse. Il faut toutefois noter que
ce résultat ne s’applique que pour des fragmentgedes qui sont dans des zones conservees.
En effet, il est généralement accepté qu’il fauminimum de 85 % d'identité pour permettre

le déclenchement du mécanisme d'inhibition (Beoeatital., 2004 ; Kumar et al., 2007).
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Conclusion

Les gened CP que nous avons étudiés sont des homologues des Q¥CLOIDEAconnus
pour jouer un réle dans I'asymétrie des fleurs dhatirrhinum majus

Au début de notre étude, nous savions que ces g&fétaient exprimés aussi bien chez les
especes zygomorphes que chez les espéces actitm®onmus avons donc supposé qu'ils
joueraient aussi un role dans la morphologie ddleass actinomorphes.

L'utilisation du VIGS a permis de visualiser I'dfferovoqué par la diminution d’expression
des genes homologud8<CP1 et TCP2 sur une plante actinomorphe, A. coerulea ‘Origami’
Contrairement & ce qu’on supposait, I'inhibitionl'ggpression de ces genes n’a pas modifiée
la symétrie florale mais elle a entrainé des caigas homéotiques.

A partir de ces observations on a déduit que les #@mologues pouvaient avoir des roles
différents I'un comme régulateur des genes destifume A ou C et I'autre comme « géene
frontiere » pour limiter la zone d’action des gédeda fonction B.

Une nouvelle expérience de VIGS gurcoeruleaOrigami’ est en cours de réalisation. Elle
permettra de vérifier les résultats obtenus danzréaente étude afin de confirmer que les
phénotypes observés sur les plantes ANS étaient diiea une contamination. L'effet de
linhibition des génesTCP1 et TCP2 séparément sera aussi étudié afin de voir s’ils on
effectivement des réles différents.

Pour une meilleure caractérisation fonctionnelle geénes TCP, des hybridations in situ vont
étre faites pour vérifier la corrélation possibtgre le lieu d'expression des genes RANACYL
et la morphologie des fleurs aux différentes étalgeleur développement.

Maintenant que nous savons que le VIGS avec leevedtRV fonctionne sur les plantules de
N. damascenaun test sur plantes adultes devrait étre réaliséhainement afin de s’assurer
que les tiges sont assez résistantes pour reage®infiltrations par pigires. En parallele, le
test sur I'espéce zygomorpkke regalisdevrait étre refait afin de réaliser par la statenéme
etude fonctionnelle des genes TCP que celle faiteGrigami’. Tout ces travaux devraient
permettre de définir le rdle de ces genes au sef aspeces a fleurs actinomorphes et

zygomorphes chez les Renonculacées.
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Annexe 1 Conditions de culture des ancolies en chambre dwliisation

FICHE DE
PROGRAMMATION
CLIMATIQUE
: PLATE-FORME NSB3
Centre de VERSAILLES Codification :
E/SER/014

Versionn®: 3

Date de derniére mise a jour : 04/01/2010

Plate-forme NSB3 Numéro de la salle : 09
ICLIMAT TYPE : Vernalisation Ancolies
jDate de programmation ‘T:“:“e"&]aggt de:
du climat type : 04/01/2010 -
CONDITIONS CLIMATIQUES :
Période Aube Jour Crépuscule Nuit
Heure de début 6h 00 7Thoo 21 h00 22h00
Température
o 7 10 7 5
Hygrométrie
g 60 60 60 60
Temps de lissage : _
CONDITIONS D'ECLAIRAGE :
Période Aube Jour Crépuscule Nuit
Heure de début 6 h00 ThoO 21h00 22h00
Intensité
Réglage : D-ﬂrret
1=1/4 2=2/4 3=3M4 1 2 1 0
4=4/4 AUTO (semrs)]
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Annexe 2 Conditions de culture des ancolies en compartirderguarantaine

FICHE DE
PROGRAMMATION
CLIMATIQUE
Centre de VERSAILLES PLATE-FORME NSB3
Codification :
E/SER/D14
Uniteé : Versionn® - 3

Date de demiére mise a jour : 03/03/2010

Plate-forme NSB3 Numeéro de la salle : 17
[CLIMAT TYPE : jour long Ancolie manip VIGS
jDate de programmation ‘T:'f:.m“;?ggi de:
du climat type : 15/12/2009 -
CONDITIONS CLIMATIQUES :

Période Aube Jour Crépuscule Nuit
Heure de début 6h 15 Th1s 21h15 22h15
SR 17 18 17 16

Hygrométrie
by 60 60 60 60
Temps de lissage : 60 i
CONDITIONS D'ECLAIRAGE :
Période Aube Jour Crépuscule Nuit
Heure de début 6h15 h h 22h15
Intensite
. l.';.lnd.l"l:;’.s:l .
e . U= ame
e k sa] AUTO AUTO AUTO 0
4=4/4 AUTO (sarma)}
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Annexe 3:Protocole pour clonage de produit PCR dans E. coli

1) Ligation :
Utilisation du kit promega A1360.
5uL de Tampon 2X
0,5 pL de pGEMT (50ng)
3,5 pL de produit PCR
1 pL de T4 DNA ligase (3 unités)
Soit 10puL final, mettre toute la nuit a 4°C.

2) Précipitation :
Pour 10uL de ligation ajouter :
-1pL d’acétate de sodium a 3M, PH 7
-25u L d’éthanol 95%
Laisser toute la nuit a -20°C (il est possible ddaisser qu’'l heure).
Centrifuger a 15000 rpm a 4°C pendant 30 minutes.
Eliminer le surnageant a la pipette puis rincercaM@Ou L d’éthanol 75%.
Centrifuger & 15000 rpm a 4°C pendant 10 minutes.
Eliminer le surnageant a la pipette et laissereéstr la paillasse.

Reprendre le culot dans 5uL d’eau stérile.

3) Transformation/électroporation des bactéries :

Mettre a I'avance dans la glace autant de cuvedréporation que nécessaire.

Annexes

Prendre autant de tubes de cellules électro-comig&t®HD que de produits de ligation et

les placer dans la glace (aliquot de 40uL).
Allumer la hotte bactériologique et travailler dass.
Mettre I'électroporateur sous tension et le réglér25 KV.

Mélanger 1uL de produit de ligation avec 1 aligdet#4OuL de cellules compétentes.

Transvaser ce mélange dans une cuve a électraposdtia refermer.

Placer aussitot la cuve dans la targette de I'@potateur et enclencher rapidement I'appareil

en appuyant sur les 2 boutons « pulse » jusqumabksonore.
Ajouter rapidement 1mL de milieu de culture LB, aré@er par pipetage.
Transvaser le tout dans un tube eppendorf.

Incuber 1 heure a 37°C sous agitation.
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Préparer des boites de pétri contenant du miliessdaligle + ampicilline (20uL d’ampicilline
a 100mg/mL pour 20mL de LB) + IPT@soPropyl p-D-1-ThioGalactopyranoside) (16uL
dIPTG a 0,1 M pour 20mL de LB) + X-Gal (5-bromoetioro-3-indolyl- beta-D-
galactopyranoside) (4 d’X-Gal a 20mg/mL pour 20neLLd).

Etaler 100 pL, 200 pL et 700 pL de la culture pdéecde avec un rateau.

Laisser sécher les boites entre-ouvertes soudta uais les incuber toute la nuit a 37°C.
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Annexe 4:Protocole d’extraction d’ADN plasmidique

Remplir un tube de 1,5 mL de culture bactérienne.

Centrifuger a vitesse maximum pendant 1 minute &veentrifugeuse de paillasse (13000
rotations par minute) puis éliminer le surnageadat gipette.

Ajouter 150 pL de tampon 1 + RNAse puis vortexasrgaen resuspendre le culot bactérien.
Ajouter 150 pL de tampon 2, mélanger délicatemant@ournement.

Laisser a température ambiante pendant 5 minutes.

Ajouter 150 pL de tampon 3, mélanger délicatemantg@ournement.

Centrifuger & 15000 rpm (rotations par minute) @end 0 minutes, a 4°C.

Récupérer le surnageant dans un nouveau tube del1,5

Ajouter 950 mL d’éthanol 95% et vortexer.

Centrifuger a 15000 rpm pendant 10 minutes, a 4°C.

Eliminer le surnageant a la pipette.

Laver le culot d’ADN plasmidique avec 500uL d'étbha 75%.

Centrifuger a 15000 rpm pendant 10 minutes, a 4°C.

Eliminer le surnageant a la pipette et laissee$tea s’évaporer totalement sur la paillasse.

Resuspendre le culot avec 50uL de tampon d’él{i&) ou d’eau distillée stérile.

Tampon 1 (resuspension bactérienne) :
Mélanger 10mL de Tris-HCl a 1M pH 7,5, 4 mL I’ EDBA00mMM, 100uL de RNAse A a

20mg/mL et compléter a 200mL avec de 'eau digillé

Tampon 2 (lyse cellulaire) :
Mélanger 2mL de soude 1M, 500uL de SDS 20% et céimiph 10mL avec de I'eau distillée.

Tampon 3 (précipitation des débris cellulaireskétate de potassium 3M a pH 4,8.
Tampon d’élution (TE) :

Mélanger 1mL de Tris-HCl a 1M pH 7,5, 200uL I’EDBA00mMM et compléter a 100mL

avec de 'eau distillée.
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Annexe 5:Préparation d’agrobactéries transformées pouralessetion de VIGS

1) Pré-culture des agrobactéries transformées
A partir d’'une colonie d’agrobactérie, ensemencerl 2le LB liquide + 50 mg/L de
Rifampicine, de Gentamicine et de Kanamycine.

Mettre & pousser sous agitation une nuit a 28°C.

2) Culture :
Préparer des flacons de 1000mL dans lesquels on50@&nL de LB + 50 mg/L de
Rifampicine, de Gentamicine et de Kanamycine.
Ajouter 500uL de la pré-culture.

Mettre a pousser sous agitation 24 heures a 28°C.

3) Préparation du milieu d'infiltration :
Faire des solutions stocks de :
- MgCI2 a 100mM steérilisé (pour 500mL d’eau peseriemv10,2g de MgCl2)
- MES (2-[Nmorpholino]ethanesulfonic acid) a 100mM{] B et stérilisé (pour
500mL d’eau peser environ 10,6g de MES)
- Acetosyringone (3'5’Dimethoxy-4’-hydroxyacetopheedna 100mM (peser

20mg pour 1ml de méthanoDoit étre préparé au dernier moment !

Au dernier moment, mélanger :
90 mL de MgCI2 a 100mM

90 mL de MES a 100mM

2 mL d’acétosyringone a 100mM

Qsp a 900 mL avec de I'eau osmosée.

4) Reprise des cultures dans le tampon d’infiltration
Mesurer la DO des cultures a 600nm.
Centrifuger les cultures 10 minutes a 6000 rpm.
Reprendre les culots dans environ 250mL de tamg@astér pour avoir une DO de 2).
Laisser reposer 4 heures dans la glace.
Faire un mélange moitie-moitié de bactéries comtema vecteur TRV1 et de bactéries

contenant le vecteur TRV2+géne(s) a inhiber avatiied en serre pour infiltrer les plantes.
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Annexe 6 : Protocole pour infiltration sous videpdientes par agrobactéries transformées
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1. DOCUMENTS ASSOCIES OU CONSULTES :

Gould, B., and Kramer, E.M. (2007). Virus-induced gene silencing as a tool for
functional analyses in the emerging model plant Aquilegia (columbine,
Ranunculaceae). Plant Methods 3, 6.

2. OBJECTIF:

Cette technique est mise en ceuvre pour réaliser une analyse fonctionnelle d’'un gene

d'intérét en réduisant son niveau d’expression par la technique du VIGS (Virus-
Induced Gene Silencing)

3. MATERIEL ET SCHEMAS :

MATERIEL

Désignation Localisation Fiche technique

Pompe a vide

Matériel réservé pour cette

Cloche a vide expérimentation en zone
de confinement
Filtre Acro 0.2y PTFE Armoire phytotron FT 09 064
- Placard circulation des
Mini serre
chambres
Placard circulation des
Sac poubelle
chambres
. ; Placard circulation des
Barquette alimentaire
chambres
Matériel réservé pour cette
Timer (minuteur) expérimentation en zone

de confinement
Matériel réservé pour cette
Bécher expérimentation en zone

de confinement
Matériel réservé pour cette
Pissette eau de javel expérimentation en zone

de confinement
Matériel réserveé pour cette
Pince expérimentation en zone
de confinement
Matériel réservé pour cette
Plantoir expérimentation en zone
de confinement

Ce document reste la propriété du laboratoire de Biologie Cellulaire et ne peut étre reproduit ou transmis, par quelque moyen que ce soit,
¢lectronique ou mécanique, y compris photocopie, enregistrement, archivage ou tout autre procédé de stockage, de traitement ou de
récupération d’information, pour d’autres buts que 1'usage du possesseur de ce document, sans la permission expresse et écrite du laboratoire
ci-dessus mentionneé.
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Matériel réservé pour cette
Ciseaux expérimentation en zone
de confinement

Rouleau de papier
« essuie-tout »

LES EQUIPEMENTS DE PROTECTION INDIVIDUELLE

Désignation localisation Fiche technique
Blouse jetable Sas Homme ou Femme FT 10 020
Gants a usage unique Placard circulation des FT 10 032
nitrile chambres —
Sur chaussures Sas Homme ou Femme FT 10022

4. RESPONSABILITES :

Cette technique sera mise en ceuvre dans une chambre climatisée de la zone de
quarantaine ou dans un compartiment de quarantaine de la plate-forme NSB3.
Cette salle sera fermée et I'acces limité aux expérimentateurs et au personnel
suivant les cultures en se prescrivant aux obligations.

5. PROCEDURES:

5-1 Préparation de I'équipement

La pompe a vide est transportée dans un sac fermé pour étre disposée dans

la chambre climatisée ou les plantes sont cultivés et seront inoculées.

+ Couvrir le plan de travail, en I'occurrence le tablar avec un sac poubelle ouvert
pour le protéger et permettre un nettoyage aisé.

¢ Amener dans la chambre climatisée tous les équipements nécessaires :
cloches a vide, pince, plantoir, papier « essuie-tout », barquettes
alimentaires, pissette d'eau de javel, filtre neuf pour protéger la pompe
a vide.

Amener un sac autoclavable qui servira de poubelle sensible.

¢ Ouvrir 'emballage du filtre et le disposer sur 'embout du tuyau
raccordé a la cloche.

* La pompe sera positionnée sous le tablar et protégée par un sac poubelle.
Brancher I'alimentation électrique de la pompe sur une des prises de courant
disponible.

» Prévoir 2 barquettes alimentaires par souches différentes utilisées.

Réaliser des perforations sur le fond d'une des barquettes.

Ce document reste la propriété du laboratoire de Biologie Cellulaire et ne peut étre reproduit ou transmis, par quelque moyen que ce soit,
€lectronique ou mécanique, y compris photocopie, enregistrement, archivage ou tout autre procédé de stockage, de traitement ou de
récupération d’information, pour d’autres buts que 'usage du possesseur de ce document, sans la permission expresse et écrite du laboratoire
ci-dessus mentionneé.
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§-2  Agro infiltration sous vide

Les suspensions d'agro bactéries sont préparées au laboratoire et transportées dans
des conteneurs étanches.

Les plantes devant étre agro infiltrées sous vide, effectuer la demande de barquettes
pour pouvoir repiquer les plantes aprés transformation.

Port obligatoire des équipements de protection individuelle (E.P.1.).

+ Avant de commencer mettre une blouse neuve par-dessus la premiére et une
deuxiéme paire de sur-chaussures.
Mettre des gants en nitrile.

e Prévoir de laisser une bolte de gants a usage unique dans la salle en retrait
de la zone de travail pour éviter les souillures par éclaboussures.

Changement obligatoire de gants entre chaque nouvelle suspension
bactérienne. -

e Déterrer les plantes a I'aide du plantoir.

Laver les racines dans le bécher contenant de
I'eau de ville.

+ Dans la premiére barquette alimentaire, verser
délicatement la suspension d'agro bactéries.
Poser les plantes a plat dans la barquette.
Mettre la barquette perforée dans la premiere.
Introduire 'ensemble dans la cloche a vide.
Poser le couvercle de la cloche & vide.
Raccorder le filtre au tuyau de la pompe.
Mettre la pompe en marche et tirer au vide durant
2 minutes.

Ne pas manipuler l'interrupteur de la pompe avec des gants contaminés.
Laisser tourner le timer en continu, abrité derriere un plastique
transparent afin de ne pas le contaminer.

Fermer le robinet de la cloche.

Eteindre la pompe a vide et la déconnecter.

Attendre 2 minutes.

Casser le vide doucement en ouvrant progressivement le

robinet de la cloche.

s Egoutter les plantes au dessus d’'un papier essuie-tout-
posée sur le plastique de protection.

e Repiquer les plantes dans une nouvelle barquette

Couvrir les plantes avec une mini serre.

Ce document reste la propriété du laboratoire de Biologie Cellulaire et ne peut étre reproduit ou transmis, par quelque moyen que ce soit,
¢lectronique ou mécanique, y compris photocopie, enregistrement, archivage ou tout autre procédé de stockage, de traitement ou de
récupération d’information, pour d*autres buts que 1'usage du possesseur de ce document, sans la permission expresse et écrite du laboratoire
ci-dessus mentionne.
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§-3 Nettoyage du matériel

Mettre de I'eau de javel dans le bécher ayant servit au lavage des racines.

» La suspension d'agro bactérie sera reversée dans son flacon initial. Sa
surface extérieure sera nettoyée a I'eau de javel et le flacon sera ramené au
laboratoire dans une enceinte close et sera autoclavé.

Les barquettes contaminées seront jetées dans un sac autoclavable.

» Essuyer la cloche a vide avec du papier « essuie-tout »

Passer une solution d'eau de javel contenue dans la pissette sur toute la
cloche, sur le céble d’alimentation électrique de la pompe (aprés 'avoir
débrancheée) et sur le tuyau reliant la pompe a la cloche a vide

Essuyer avec du papier « essuie-tout ».

Tous les papiers utilisés sont jetés dans un sac autoclavable.

¢ Passer une deuxieme fois une solution d’eau de javel sur la cloche, cable et
tuyau.

« Ala fin de la manip, jeter les plastiques de protection.

Jeter le filtre de protection de la pompe a vide dans le sac autoclave.

Si nécessaire, nettoyer les parois.

Tout le petit matériel restera dans la salle jusgu’a la fin de I'expérimentation.

Les gants, la deuxieme blouse, les sur-chaussures seront jetées dans un sac

autoclavable dans la salle méme.

e Fermer la salle a clef.

54  Suivi des cultures

L'arrosage des barquettes contenant les plantes agro infiltrées sera réalisé
uniquement par sub-irrigation. Il faut éviter les éclaboussures sur les plantes.

Il faut en aucun cas toucher les plantes, car le virus utilisé TRV est
transmissible par contact.

5-5 Fin de la manip

+ Elimination des plantes et barquettes dans un sac autoclavable.

Elimination de I'eau de lavage des racines par autoclavage avec les autres
déchets.

» Les déchets sont collectes puis autoclavés selon les modes opératoires PLT-
058-DESINF « Collectes des déchets pour destruction en autoclave de la
plateforme NSB3 » et MAT-063-UTILIS « Régles d'utilisation de l'autoclave
stérinove sur la plate-forme NSB3 »

e Le petit matériel et la pompe a vide seront nettoyés une derniere fois a I'eau
de javel et essuyés avant leur sortie de la salle de culture.

¢ Le nettoyage de la salle est réalisé selon les modes opératoires SER-055-
DESINF « procédure de nettoyage, désinfection et stérilisation pour la
plateforme NSB3 » SER-056-DESINF « procédure de nettoyage et
désinfection du sol et des parois verticales de la plateforme NSB3 »

Ce document reste la propriété du laboratoire de Biologie Cellulaire et ne peut étre reproduit ou transmis, par quelque moyen que ce soit,
¢lectronique ou mécanique, y compris photocopie, enregistrement, archivage ou tout autre procédé de stockage, de traitement ou de
récupération d’information, pour d’autres buts que 1'usage du possesseur de ce document, sans la permission expresse et écrite du laboratoire
ci-dessus mentionné.
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Annexe 7 : Positionnement des fleurs sur une pldif@gigami’
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Annexe 8 : Exemple de notations effectuées suareslies

Annexes

sep sep
. . . . sep
) | ... |numérgnumérdnbre d¢ nbre nbre |nbredg ANS [phénotyp| bord [conversio | date de )
construction sérifiltration| . ; . . o4 ’ . conversio commentairg
plante| fleur |sépalegl'éperond'étamingsarpellefiisible? sépales?blanc| partielle photo
totale (=3
=D =2
TCP1-2 1 |+ feuilles 9 1 5 5 72 5 - - 0 0 0 25/0342q
TCP1-2 1 | + feuilles 9 2 5 5 61 5 - - 0 0 0 25/0342q
TCP1-2 1 | + feuilles 9 3 5 5 67 5 - - 0 0 0 25/0342q
TCP1-2 1 | + feuilles 9 4 5 5 68 6 - - 0 0 0 26/0342q
TCP1-2 1 |+ feuilles 9 5 5 5 75 5 - - 0 0 0 31/0842Qstérile?
TCP1-2 1 |+ feuilles 9 6 5 5 68 5 - - 0 0 0 31/08424
TCP1-2 1 |+ feuilles 9 7 3 3 69 7 + + 0 0 0 31/032(et bizarre
qq anthéres plus
petites que les
TCP1-2 1 | + feuilles 10 1 5 5 64 5 + - 0 0 0 29/032 jautres
TCP1-2 1 | + feuilles 10 2 5 5 54 5 + - 0 0 0 06/0412
TCP1-2 1 | + feuilles 10 3 5 5 60 5 - - o] 0 0 12/042
TCP1-2 1 | + feuilles 10 4 5 5 50 5 - - o] 0 0 12/042
TCP1-2 1 | + feuilles 10 5 na na na na na na a na| ng 12/04/2010| petite,avortée
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 11 5 5 57 6 + - 0 0 0 232040
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 17 5 5 66 5 - - 0 o] 0 032030
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 18 5 5 68 5 - - 0 o] 0 032030
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 19 5 5 71 5 + - 0 0 0 052030
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 20 5 5 38 5 + - 0 0 0 052030
TCP1-2 1 |+ feuilles 10 21 5 5 57 5 + + 2 1 0 062030 |3 sep bord blandg
TCP1-2 1 | + feuilles 10 22 5 5 57 5 + + 1 0 0 072030 |1 sep bord blang
2 sep/pet + 1 et
bizarre congel
TCP1-2 2 | - feuilles 53 1 5 4 62 5 - + 2 0 0 07/0842 ftout
fanée+pas
TCP1-2 2 | - feuilles 54 1 3 3 68 7 + - 0 0 0 31/03/2 d'antheres
TCP1-2 2 | - feuilles 54 2 5 5 58 5 - - 0 0 0 09/M442 |pas de pollen?
TCP1-2 2 | - feuilles 54 3 5 5 55 5 - - 0 0 0 20/042
TCP1-2 2 | -feuilles 54 6 5 5 64 6 + - 0 0 0 11/0802
TCP1-2 2 | -feuilles 54 7 5 5 na 5 - - 0 0 0 03/06.2
TCP1-2 2 | -feuilles 54 8 5 5 76 5 - - 0 0 0 03/0612
TCP1-2 2 | -feuilles 54 9 5 5 80 5 - - 0 0 0 03/06/2
TCP1-2 2 | -feuilles 54 10 5 5 63 5 - - 0 0 0 032080
1 sep bord blanc
icongel+congel
TCP1-2 2 | - feuilles 54 11 5 5 70 6 - + 1 0 0 032080 [reste
TCP1-2 2 | - feuilles 55 1 5 5 79 6 + + 0 0 1 29/03/12 |1 sep /pet
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 17 5 5 54 5 + + 1 0 0 302010 | 1 sep bord blan
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 18 5 5 52 5 + - 0 0 0 304010
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 19 5 5 58 5 + - 0 0 0 304010
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 20 5 5 65 6 - - 0 0 0 30010
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 21 5 5 65 5 - - 0 0 0 30010
TRV2ANS 1 |+ feuilles 27 22 5 5 54 4 - - 0 0 0 Bm10
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Annexe 9 : Protocole d’'extraction des ARN totaux

Broyer les tissus congelés dans de I'azote liquide.

Ajouter 500uL de trizol puis vortexer.

Recongeler les tissus dans I'azote liquide puisié&ongeler.
Incuber 5 minutes a température ambiante.

Centrifuger pendant 10 minutes a 12@0®4°C.

Transférer le surnageant dans un nouveau tubel®gd. de chloroforme.
Homogéneéiser au vortex 15 secondes (création éddomdsion),
Incuber pendant 2 a 15 minutes a température amebian
Centrifuger a 12006 a 4°C pendant 15 minutes.

Transférer le surnageant dans un nouveau tube.

Précipiter les ARN avec 0,6 volumes d’isopropa28i0Q1L).
Incuber a température ambiante pendant 10 minutes.
Centrifuger a 12006 a 4°C pendant 10 minutes.

Eliminer le surnageant et laver le culot avec 1rdttgnol a 75%
Laisser sécher a l'air libre.

Solubiliser les culots d’ARN dans 100uL d’eau $&&puis les conserver a -20°C.

NB : Ces ARN doivent étre dosés, traités a la DNétseontrdlés sur gel d’agarose avant leur

utilisation.
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Caractérisation fonctionnelle des génes homoloda€s/CLOIDEA identifiés
chezAquilegia coerulea ‘Origami’.

RESUME

La zygomorphie (ou symétrie bilatérale) est déteémipar linteraction de 4 facteurs de
transcription chez I'espéce modéetirrhinum majus. Le plus important est codé par le gene
CYCLOIDEA (CYC) qui est exprimé dans la partie dorsale de larfleu il freine la
croissance des organes. Des homologues du@é@ent été caractérisés chez 5 especes de
Renonculacées. Parmi ces especes, l'ancolie (quiagnomorphe) posséde 2 génes
homologues d€YC qui s’expriment dans les boutons floraux. Les diife de mon travail

ont été d’évaluer le réle de ces genes dans lahotwgie florale et de préparer de futures
expérimentations complémentaires a celle-ci. Poeta,c jai utilisé une méthode
d’inactivation de génes, le « VIGS ¥ifus Induced Gene Slencing), que jai appliquée sur
différentes espéces de Renonculacées. L'inhibiieexpression des homologues @¥C

n'a pas modifiée la symétrie florale de I'ancolieais elle semble entrainer des conversions
homeéotiques de sépales en pétales et d’étaminpsétales. Nous en avons déduit que, chez
I'ancolie, ces genes devaient jouer un réle saiisda régulation des génes responsables de
l'identité des organes floraux soit dans la limdatde leurs zones d’action. De plus, nous
avons obtenu des résultats prometteurs sur lessaggpéces testées.

Mots clés:CYCLOIDEA, symétrie florale, fleur, conversion homéotiquagcalie, Virus
Induced Gene Silencing (VIGS), TCP.



