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Introduction

INTRODUCTION

Le mais

Le mais Zea mays L.est une plante tropicale herbacée annuelle dandlé des
graminées (Poacées). Il est originaire d’Amériqaeattle et a été introduit en Europe au
XVI®™ sigcle. Le mais est largement cultivé comme cérpale ses grains riches en
amidon et représente la premiére production deat®devant le riz et le blé.

En Europe, la France avec 13 Mt, I'ltalie avec 1t é¥lla Roumanie avec 10 Mt
sont les principaux producteurs de mais. La Frastée ?"°producteur mondial aprés les

Etats-Unis, la Chine, le Brésil, le Mexique, I'Argae et I'iInde (Tableau n°l).

Tableau I: Importance de la production de mais dans le mobdenées issues du site
internet de la FAO (Food and agricultural organarat of the united nations)
http://www.fao.org en 2006

Production Rang du mais dang  Exportation
millions de tonnes la production millions de tonneg
nationale
Etats unis 280 1 48
Chine 131 4 23
Brésil 35 6 5
Mexique 21 e
Argentine 20 4 10
Inde 15 3 1
France 13 6
Indonésie 12 5 | e
Afrique du sud 12 1 0,4
Italie 11 7 | e
Le mais a pour nom scientifiguéea maysL. ; il appartient a la classe des

monocotylédones, sous-classe désmmelinidaes ordre des Cypérales, famille des
Poacéegou Graminées) et la sous-famille des Panicoidées.
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Introduction

La taille de la tige de mais est variable, de 40 &0 m ; pour les variétés
couramment cultivées, la taille varie généralenglent a 3 m. La tige unique est formée de
plusieurs entrenoeuds d’une vingtaine de centirmes@parés par des noeuds. Au niveau de
chaque nceud, de maniére opposée, s'insérent liledaulimbes allongées et a nervures
paralleles. Le mais est une espéece a pollinisatioisée, ou les inflorescences femelles
(épis) et les inflorescences males (panicules) dmposées a des endroits distincts sur la
plante. Les épis, souvent a raison d'un épi par, sgnt formés d’'un nombre variable de
rangées de grains (de 12 a 16), qui fourniront@Ba81000 grains pesant entre 0,19 et 0,3
g. Le grain de mais est formé d'un embryon, d'ssutide réserve, I'albumen et d'une
enveloppe fine et translucide, le péricarpe. L'adbn est constitué essentiellement de
grains d'amidon ; c'est I'amidon corné qui donnecsdeur au grain de mais, généralement
jaune, mais aussi blanc, rouge ou noir. La figli® illustre la diversité de couleur, de
forme et de taille que peuvent avoir les épis dssma

Figure 1: Diversité des épis de mais

Le systéme racinaire du mais est composé d’'un grambre de racines adventives
situées sur les nceuds a la base de la tige. daesttérisé par des racines tracantes (dites
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racines de surface), qui préléevent I'eau et lesiments nécessaires a la plante dans les
couches les plus superficielles du sol. Ce typgpd@tation des ressources du sol fait que
la plante est tres exigeante en azote et en eapomionnellement aux rendements élevés
gu'elle permet, ce qui pose de graves problemesoamementaux dans les régions
tempérées.

Le mais, comme la canne a sucre ou le sorghopd#aite des plantes dites «en
C4 ». Les plants en C4 realisent une photosyntpleseefficace que les plantes dites « en
C3 ». La production de matiére séche de ces plaptait dépasser le double de la
production des autres céréales comme le blé.

Le mais a été sélectionné de maniere empirique oaws cdes siecles par les
agriculteurs. Un grand nombre de preuves issuda dmlogie moléculaire accréditent la
théorie que la téosinte est 'ancétre du mais\aultia téosinte présenté figure n°2 est
caractérisé par des épis de 5 cm portant envirogrdides, pesant en moyen 2,5 g alors
que I'épi de mais cultivé est de 30 cm et poss@deis plus de graines pesant environ 0,3

g. (tableau n°lI).

Tableau II: Evolution du rendement entre I'ancétre du mai
téosinte et le mais actuellement cultivé.

Téosinte | Mais cultivé

w Taille de I'épi (cm) 5 30

Poids d’'un grain (Q) 25 0,3

40 500

Figure 2: Epi de la téosinte. Figure extre Nombre de grain / ép
du site www.wikipedia.com en 2006

Cette différence est le fruit d’'un important trdw@e sélection. Les progres les plus
importants en terme d’amélioration du mais reposentle développement des hybrides
simples, puis des hybrides doubles et enfin swsélaction assistée par marqueur. Les

caractéres sélectionnés avaient tout d’abord potudtaméliorer le rendement en grains,
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I’'hnomogénéité morphologique pour la mécanisation l&t résistance a la verse.
Actuellement, les recherches en amélioration pbgenla résistance aux stress hydriques,
aux faibles apports azotés, aux basses températugsparasites et au stress di aux
herbicides.

Le mais est cultivé pour l'alimentation humaineaeimale mais aussi pour de
nombreuses utilisations dans lindustrie textilbapnaceutiqgue, dans la production de
plastique biodégradable et de biocarburant. Enuceancerne la consommation humaine
au Mexique ou en Afrique du sud par exemple, léreb peuvent atteindre 50 a + de 100
kg/an/ par personne de mais consommé (fig. n°3) dimportance du mais dans la

production mondiale.

\ g ¢

+ 100 kg / an
de 50 a 99 kg /an
de 19 a49 kg /an

de 6a18kg/an
5 et moins

Figure 3 : Cartograpie de la consommation de mais dans le monde répie&sente
guantité de mais en kg consommeée par habitantrearpan fonction des capitales
chaque pays. Figure extraite du site www.wikipexim en 2006.
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La graine

La graine est un organe complexe de réserves, eungi la multiplication de
I'espéce et le passage des saisons défavorablagalme est constituée d’'un embryon et
de tissus de réserves qui varient beaucoup d’'upécesa l'autre. En ce qui concerne la
graine de mais (fig. n°4) autrement appelé caryople est composée d’ébauche de

racines et de feuilles embryonnaires dont le cdomé

(
cotylédoh\ ‘\\ Péricarpe

emmule
embryon g albumen

Radicule

coléorhize

Figure 4: Les différentes parties d'un grain de mais (vueaipe longitudinale).

Les réserves sont principalement composées damidotenu au niveau de
I'albumen et de réserves protéiques et lipidiguésgntes dans les cellules de la couche a
aleurones. Lors de la formation d’'une graine, leetiippement de la plante est stoppé car
la matiere seche produite est essentiellementrnéest I'élaboration des réserves. Durant
la phase de maturation qui suit, la teneur en amét#ola graine augmente progressivement
et la teneur en eau diminue considérablement. Liatgpn de la tolérance a la
dessiccation, nécessaire aprées une telle déshydnatast associée a la synthese de
protéines spécifiqgues et I'accumulation de sacd®aret d'oligosaccharides assurant la
protection des structures cellulaires (Come et Dedu, 1998). Lorsque la teneur en eau

devient tres faible, l'activité respiratoire esttrémement réduite, le métabolisme est
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ralenti. Cette vie ralentie ou quiescente confélie graine la faculté de résister pendant de
longues périodes a des conditions extrémes de taiope, de sécheresse, de radiation.

La transition entre la quiescence et la repriserditabolisme est assurée par la
balance hormonale au niveau de I'acide abscisgi§B&) et des gibbérellines (GA) ainsi

gue par le potentiel hydrique cellulaire.

La germination

La germination est une phase physiologique quiespond a la transition de la
phase de vie latente de la graine seche a la plasEveloppement de la plantule. Le
processus de germination commence des que la ggaahe est hydratée. La cinétique de

prise d’eau permet de caractériser la germinatioimaes phases (Bewley, 1997) (fig. n°5).

Garmination [ Postgermination |
[
FPhase | FPhasea i Phasa 1 .i"
B ry’ 5 billized
——
= = L ohs .s’;iun'.___;-n‘l_.‘_..
= £ ind DA
Z |55
O - IN alred
@ = E L
fu ‘; g _ _ _Proteinseymihesized using new mBNA
E *E w - .:Z". e B3 A
5 B W L Igeins thesized using extant mRNAs
E— =i Mitochondra repaired
R
o et 3':' _ Mirgchondnia synthesized
il? SRS a

Time

Figure 5 : Principaux événements liés a la germination. Libiiton des graines suit une courbe triphasique.
La phase | correspond a une prise d'eau rapidgHhase |l est une phase de plateau qui se terminka pa
sortie de la radicule. La phase Ill est caractérigér la reprise de I'imbibition. Seules les phases Il
correspondent a la germination au sens strict,saljue la phase Il est une phase de croissance,
postgerminative. Les traits indiquent la plageeteds pendant laquelle se déroule I'événementRitres
Bewley 1997.
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La premiere phase ophase d’imbibition est un phénoméne d’entrée rapide et
passive d’eau. Elle se déroule méme si la graiestrpas viable. Cette entrée d’eau est
accompagnée d’'une augmentation de la consommatoggene attribuée a I'activation
des enzymes mitochondriales.

La deuxieme phase est Ighase de germination au sens strictElle est
caractérisée par une diminution de I'entrée d’ewydratation des tissus et des enzymes
est totale. La consommation en oxygéne est stBlleant cette phase, il y a reprise de la
respiration et des activités métaboliques. La mésed’eau et d'oxygéne permet
I'activation des processus respiratoires et mitedg] L'eau rend mobiles et actives les
phytohormones hydrosolubles en stock dans la gr&itest le cas des gibbérellines qui
sont véhiculées vers la couche a aleurones ou @leisactiver la synthese d’hydrolases
(telles que lesxi-amylases, les nucléases ou les protéinases) a&essa la dégradation
des réserves, a la division et I'élongation ceiiela

Les a-amylaseshydrolysent 'amidon stocké dans lalbumen et ldrgr des
molécules de glucose, substrat du métabolismeragsipe.

Les nucléasepermettent la libération d'acides nucléiques impdis; dans la
formation des cytokinines, hormones qui stimulendivision cellulaire.

Les protéasedysent les réserves protéiques qui favorisent demétion de
phytohormones telles que I'auxine responsableéerijation des cellules.

La phase de germination au sens strict se termiee B percée du tégument par la
radicule, rendue possible grace a I'allongementeéésles.

La troisieme phase ophase de croissance post-germinativest caractérisée a
nouveau par une entrée deau et une augmentatiporiamte de la respiration. La
consommation de I'oxygene serait due aux enzymesynéhétisées.

La germination subit I'effet de certains facteuxseeieurs, comme la disponibilité
en eau, la température, qui a un impact directesarétabolisme et sur le taux d’oxygéne
dissout, ainsi que la lumiere qui agit de maniéfiérénte sur les especes. Elle inhibe la
germination des espéces photosensibles négativasmetie les photosensibles positives.
Certaines caractéristiques internes de la grafheeimcent aussi la germination. En effet, la
graine va germer plus ou moins vite en fonctiorsaeaille, de sa quantité de réserves ou

de son génome.
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La germination et le métabolisme azoté

De considérables inter-conversions d’acides anonésieu au cours de I'hydrolyse
des protéines durant la phase de germination. @®s-donversions contribuent a la
production d’'un spectre important d’acides aminéhsés, soit pour la formation des
protéines, soit dans la synthese des meétabolites (Gallardoet al, 2002; Lea et Joy,
1983). Les acides aminés les plus importants, ghplupart des végétaux, sont I'aspartate,
'asparagine, la glutamine et le glutamate qui oné fonction dans le transport et le
stockage de l'azote (Bewley et Black, 1994; Lanal, 1996). Au cours de la germination
le transport de l'azote, des organes de réserve @ganes de croissance, est
essentiellement sous forme de deux acides amm@hitmine et I'asparagine (Bewley et
Black, 1994). lIs représentent plus de 70% deseacinés dans la graine séche et ont un
réle clé dans la synthese des autres acides amtii@ssimilation de 'ammonium toxique
pour la cellule.

La glutamine peut étre convertie en deux molécdeglutamate par I'action de
'enzyme GOGAT (E.C: 1.4.1.14) (Lea et Miflin, 147 en asparagine par I'action de
'enzyme asparagine synthase ou en aspartate patioh de I'enzyme aspartate
aminotransférase. Une des deux molécules de gltéaest recyclée en glutamine par
I'action de la glutamine synthétase GS (E.C : 623.1Le cycle de la GS/GOGAT (fig.
n°6) joue un réle important dans la gestion dedfazau cours du développement. Il existe
deux genes de la glutamine synthétase, I'une pre@skams le cytosol (GS1) et 'autre dans
les plastes (GS2).

Alanine
>
NH; Glutamate Glutamate ~—, Glycine
ATP &8 NAD(®P)"
She BO@AT other
ADFP +Pi @j@}:?;bgi;m

Glutamine 2-oxoglutarate

Figure 6 : Cycle GS/GOGAT. GS : glutamine synthétase GOGAllutamate synthase
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Chez le mais, il existe 5 génes codant pour les @81l et gin2 ont été localisés
sur le chr 1gIn3, gindetgln5 sur le chr 4, 5 et 10 respectivement. Un seul gede pour
la GS2. La famille multigénique de GS cytosoliqust différentiellement exprimée au
cours du temps et en fonction des organes ; elle jm rble spécifique en réponse aux
besoins de la plante tout au long du développerf@mn et Hirel, 1999). En effet, les
genes codant pour la GS sont souvent associés aadeséres agronomiques et a des
caracteres du développement (Limanal, 1999 ; Limamiet al, 2002; Miflin et Habash,
2002). Une modification de I'expression des gématant la GS induit une modification du
rendement en grains et de la teneur en certainkesa@minés (asparagine, aspartate, et
proline) chez le riz (Tabuchet al, 2005) et chez le lotier (Ortegat al, 2004).
Alternativement, la réaction catalysée par la GOGxt étre également catalysée par la
glutamate déshydrogénase GDH (E.C: 1.4.1.2). Dgre=nces faisant appel a du
marquage au®N ont permis de montrer que I'un des sens de latio¥a réversible
catalysée par la GDH pouvait étre favorisé en fonctiu stade physiologique. Dans des
conditions de stress ou durant la sénescence, lH @&ut catalyser I'assimilation de
'ammonium sur le glutamate (Ferrario-Megy al, 2002; Masclawet al, 2000). Hormis
dans ces conditions particuliéres, la GDH catalgs€action dans le sens de la libération
d’ammonium. Au cours de la croissance post-gernvi@aet en particulier lors du
développement de I'axe embryonnaire Medicago truncatulaJa GDH fonctionnerait
dans le sens de la libération de 'ammonium enratese’apport d’ammonium extérieur
(Glevarecet al, 2004).

Le glutamate formé peut étre dégradé en acide-fabutyrate (GABA) par la
glutamate décarboxylase. Cette enzyme est stinem@as de stress anaérobique et joue un
réle important dans le maintien du pH du cytosabyéhe et Fromm, 2004). Le GABA
formé sert également d’'intermédiaire a la formatieri’alanine.

Ainsi, le role central de la glutamine au courdadgermination peut se justifier par
sa prédominance par rapport aux autres acides ardarés le grain sec et par la diversité
des molécules dont elle est a l'origine. En effat,glutamine permet directement ou
indirectement la synthése d’autre acides aminégdiglate, aspartate et leurs dérivés) de
molécules impliquées dans I'homéostasie et la déatrn (glutathion, GABA), de
molécules liens entre métabolisme azoté et métaheli carboné (oxaloacétate;

cétoglutarate).
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L’'asparagine, l'autre acide aminé majoritaire dates grains secs, peut étre
convertie en aspartate, par I'asparaginase (E6.1.3). L'aspartate ainsi formé peut étre
converti par I'aspartate transaminase en oxaloagdtan avec le métabolisme des sucres
ou en aspartyl-phosphate par I'aspartate kinas@eumet le fonctionnement de la voie de
'aspartate. Cette derniere permet, chez les vagéth chez les bactéries, la synthese
d’acides aminés essentiels : méthionine, lysinegothine et isoleucine ainsi que le S-
adénosylméthionine, précurseur de I'éthyléne hoeram croissance et donneur de groupe
méthyl (fig. n°7).

ASPARTATE
AK (1 ou2)
Aspartyl phosphate Pyruvate
AKH (1042) |
Aspartate semialdehyde .. .
_ HSDH —, Dihydrodipicolinate
Homoserine |
Cysteine O-Phosp%ohomoserine Piperidine
o | dicarboxylate
Cystatfuonlne THREONINE |
Homticysteine . LYSINE
METHIONINE - v HKReSDH
Isoleucine L-aminoadipate-semialdehyde

S-Adénosylméthionine

ETHYLENE

Figure 7 : Diagramme simplifié de la biosynthése des acaiemés de la voie de I'aspartate. AK : aspartate
kinase, AKH : aspartate-kinase-homosérine-déshyarage, HSDH : homosérine-déshydrogénase, DHDPS :
dihydrodipicolinate synthase, LKR-SDH : lysine kgitttiarate réductase saccharopine dehydrogenase.

La premiére enzyme de cette voie, l'aspartate kRin@dsC: 2.7.2.4), est une
phosphotransférase avec un groupe carboxyle conuoepteur. Il existe deux genes
d’aspartate kinase (AK) dont les genes sont caafigés sur le chr 7S poasklet sur le
chr 2L pourask2 Elles se distinguent par la rétroinhibition gléslsubissent. La premiére
est sensible a la lysine et la deuxieme a la lystreu S-adenosylméthionine (Azevesto
al., 1992a; Azevedet al, 1992b). L’homosérine déshydrogenase (EC :1.1.fr@siéme
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enzyme de cette voie, est une oxydoréductase dquisagun groupe CH-OH donneur
d’électrons avec NAD(P)comme accepteur. Elle catalyse la réaction de égstide
I’'homosérine a partir d'aspartate semialdéhydestl & noter que la seconde enzyme est
rarement mentionnée dans la littérature: il s’ade I'aspartate p-semialdéhyde
déshydrogénase (ASADH) (Weil, 2001). L'existenceur#® enzyme bifonctionnelle,
'aspartate kinase-homoseérine déshydrogenase (Adliez les plantes a été mise en
evidence chez le pois (Aarnes et Rognes, 19743, ganfirmée chez le mais (Azeveeb

al., 1992a). Lesakh font partie d’une famille de génes ayant une stinecmoléculaire
présentée figure n°8 (Muehlbaustral, 1994). Les AKH possédent un domaine ayant une
activité aspartate kinase en Nter et un domaineokénme déshydrogenase en Cter. Les
genes codant pour les différents génes d’AKH aétcétrtographiés chez le mais sur le chr
4L pour l'akhlet sur le chr 2L pourdkh2

Domaine Région Domaine
5’ AK ‘ interface | HSDH 3’

- ‘ é 1

™™™ Région 5" UTR de 41 (AKH1) ou 43 (AKH2) nucléotides
I Région codant le peptide de transitde 92 (AKH1) &% (AKH2) acides aming

|:] Région codant pour la protéine mature de 828 acidmsnés

[ ] Reégion 3" UTR de 377 (AKH1) ou 251 (AKH2) nucléotide

Figure 8:Structure moléculaire des ADNc codant pour I'asgiarkinase-homosérine-déshydrogenase
(Muehlbaueret al 1994).

Au niveau du métabolisme des acides aminés, lexist des deux formes, mono-
fonctionnelle et bifonctionnelle, est trés impot&aren effet, 'enzyme mono-fonctionnelle

permet de former un intermédiaire, 'aspartate-atghyde, indispensable a la formation
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de la lysine alors que I'enzyme bifonctionnelle rtaircuite cette voie au profit de la

formation de méthionine, thréonine et isoleucing {i°9).

A

Aspartate Aspartate

= |

Aspartate Bsemialdehyde

HSDH

TR

méthionine

Figure 9: Biosynthése des acides aminés de la voie de Fadpaen fonction de l'activité de I'aspartate
kinase mono-fonctionnelle ou bi-fonctionnelle. Aactivité de I'aspartate kinase mono-fonctionnglermet
la synthése des 3 acides aminés. B. I'activitéaipartate kinase bi-fonctionnelle court-circudievbie de la
lysine en faveur des voies de la méthionine ebifiree.

L'expression des différentes formes peut étre maleh fonction des besoins de la
cellule, de I'organisme ou encore des conditiondrennementales. En effet, des études
ont montré que I'AKH, cheZArabidopsis thalianaest régulée par la lumiére et par le
saccharose (Zhu-Shimoat al, 1997). L’AKH subit donc un contrdle spatial emigorel
au sein des tissus végétaux, graines et fleursv@izeet Lea, 2001; Zhu-Shimoni et Galili,
1998).

Apres les réactions catalysées par les aspartagsds, la voie de I'aspartate est
divisée en trois branches, la branche de la lysinbranche de la thréonine et celle de la
méthionine. La dihydrodipicolinate synthase (DHDRS)alyse la premiere réaction de la
voie de biosynthese de la lysine. Elle est tresibna la rétroinhibition par la lysine. Elle
contrdle, avec la lysine kétoréductase (LKR) enzgmeatabolisme de la lysine, la teneur
en lysine des cellules. L’homosérine déshydrogé(tdS®H) catalyse la premiere réaction

commune a la biosynthése de la thréonine, métheomh isoleucine, qui convertit
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I'aspartate-4-semialdéhyde en homosérine. En générexiste au moins deux formes
d’homoseérine déshydrogénase, une trimérique sendild rétroinhibition par la thréonine
et l'autre dimérique insensible. (Galili, 1995) amré que,n vivo, la forme dimérique
peut étre convertie en forme trimérigue de maniétgersible en fonction des
concentrations en thréonine du milieu. L’homoséese converti en phosphohomosérine
par I'hnomosérine kinase. La thréonine synthaseaetystathioniney-synthase sont en
compétition pour la phosphohomosérine, substratnmemde la biosynthese de thréonine
et méthionine. La thréonine synthase est stimudagSAM ; en conséquence la teneur
en meéthionine est fortement liée a celle de laothiree. En effet, des travaux chez
Arabidopsismontrent que des genes mutés codant pour la theéeypnthase induisent une
accumulation de méthionine (Bartlezhal, 2000).

La majeure partie des enzymes impliquées dansnthése de lysine et thréonine a
été localisée dans les plastes, alors que les @awympliqués dans la synthése de
méthionine et de SAM ont été localisées dans lesoyt(Galili, 1995; Hanson et Roje,
2001). Ceci suggere un transport des métabolitepldstes vers le cytosol et sans doute
une régulation spatiale de la synthése de lysirghionine et thréonine en fonction des
besoins de la cellule, de I'état physiologiquelesthde de développement.

L’importance du flux de l'aspartate a travers larfimhe de méthionine au cours de
la germination a été montrée par les travaux délgf@a et al, 2002). L’inhibition de la
synthese de méthionine, par le DL-propargylglyciagentit la germination. Ceci est sans
doute en rapport avec la formation de I'éthylenales polyamines, qui sont aussi produits
par I'intermédiaire de la voie de I'aspartate. hidéne est impliqué dans la levée de la
dormance tégumentaire et I'élongation de la radicles polyamines sont produites par
des réactions de décarboxylation des acides amigés, consomment des ‘H
L’accumulation des polyamines est impliguée dassiécanismes d’homéostasie afin de
maintenir la valeur du pH intracellulaire constarite augmentent considérablement en
réponse aux stress de I'environnement, aux comditie potassium limitant, au déficit
d’eau, au stress salin, aux manques d’oxygenexettaess acides.

La lysine, produit de la voie de l'aspartate, esssa un bon élément qui peut
expliquer 'importance de cette voie dans le cdetde la croissance et du développement
(Zhu et Galili, 2004). L'accumulation de lysine daone planteArabidopsis thaliana
transgénique, sur-exprimant la DHDPS et possédamtiLi(R éteinte par RNAI, a montré

un effet physiologique négatif inhibant la croissapost-germinative de plantules (Zhu et
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Galili, 2004). De nombreux travaux ont montré Idficlilté d’augmenter la teneur en
lysine dans les céréales par des manipulationgigéeé (Cattoir — Reynaerét al, 1981;
Vauterin et Jacobs, 1994; Zhu et Galili, 2004) sdms#e parce qu’en plus d’un role dans la
structure des protéines la lysine joue un rble dadgveloppement de la plante.

Objectif de la these

La thése a été réalisée au sein de 'TUMR-INRA 1d81Physiologie Moléculaire
des Semences (PMS). L'UMR créée en 2000 regroupe édgiipes de l'université
d’Angers, de l'institut national d’horticulture (M), et de l'institut national de recherche
agronomique (INRA). Elle étudie les mécanismes md&éres qui régissent la physiologie
des semences et qui contribuent a I'expressioradpudlité des semences (composition,
conservation, tolérance au stress, vigueur gerim@)at avec des approches
transdisciplinaires combinant la biochimie, la géné, la protéomique et la physiologie.
L’'UMR-PMS est organisée en quatre equipes de rebber

Mécanismes de tolérance a la dessiccation
Mitochondries et stress

Rdéles des thiorédoxines

Métabolisme azoté et régulation

La thése s’inscrit dans la thématique de I'équipétabolisme azoté et régulation’
dirigée par le Pr Anis Limami. Dans cette équigférents aspects du métabolisme azoté
sont étudiés au cours de la germinationMkxlicago Truncatuleet du maisZzea mays
Chez Médicago, les travaux ont porté sur le codfgazymes GS/GOGAT et la GDH et
leurs implications dans I'assimilation de 'ammamitau cours des phases précoces du
développement (Glevarest al, 2004) et sur I'alanine aminotransférase et squligation
dans la tolérance au stress hypoxique (Riceull, 2006). Chez le mais, les travaux ont

porté sur la relation entre le métabolisme azoté germination. Les premiers résultats ont
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mis en évidence d'une part trois QTLs de vitessegdemination et d’autre part la
contribution du géngln3 codant la GSqui co-localise avec un des QTLs, au cours du
processus de germination (Limagtial, 2002). Le travail de thése fait suite a ces uava
et a pour but d’analyser la pertinence d'autresegerandidats révélés par I'analyse de
QTL qui pourraient expliquer la variation phénotype de I'efficacité de germination des
lignées lo et F2. Au cours du chapitre I, nous avamalysé le polymorphisme de
I'expression de génes candidats co-localisant é&®dQTLs de vitesse de germination.
Nous avons également étudié le polymorphisme hioichie de la voie de I'aspartate par
suivi isotopique™N. Les travaux du chapitre I, sur le polymorphismeléculaire,
biochimique et physiologique entre les deux lign&est F2, ont amené a s’interroger sur
I'implication de la lysine dans le processus dergeation. Nous avons étudié le role de la
lysine par une approche QTL. Au cours de cetteeehadis avons utilisé une population de
back-cross avanceé issue du croisement entre leéeligF2 et F334, produit par TUMR
INRA/USTL 1281, stress abiotiques et différenciatides végétaux cultivés, Estrées —
Mons. Le chapitre Il présente donc les zones doménmpliquées dans le controle de la
vitesse de germination en présence ou en absenkyside ainsi que les genes localisés
dans ces zones. En s’appuyant sur la littératurelgges génes ont été proposés comme
candidats pour expliquer les mécanismes enclerahésurs de la germination qui, d’'une
part induisent une différence au niveau de la séede germination et dautre part
expliquent la différence d’effet de la lysine sargermination entre les lignées F2 et F334.
Par ailleurs, nous avons saisi l'opportunité deheecher des QTLs de vitesse de
germination dans des conditions de stress « froidfert par les caractéristiques des
lignées F2 et F334. En effet, ces deux lignéesiel’'européenne et l'autre mexicaine,
réagissent differemment au stress induit par lesdsatempératures. De ce fait, il est
possible de rechercher les bases génétiques qgliguexmt ce polymorphisme de réponse
aux basses températures au cours de la germinagochapitre Il présente les zones du
génome impliguées dans le contréle de la vitessggadenination a 20°C (condition
contrdle) et a 13°C (condition de stress).

A travers les trois chapitres abordés, l'intérétégél de ce travail est de pouvoir
établir des bases génétiques et des caractéristiqakéculaires qui permettent a une lignée
de mais Zea mayp de germer plus vite qu’une autre, ceci dans dmsditons de

germination normales ou défavorables.
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MATERIEL ET METHODES

1- Matériel végétal

1. 1- Les lignées parentales

lo est une lignée a maturité semi-tardive, a graiestés avec des nuances de
rouge. Elle a été créée en 1985 par le groupe d&aiqfig. n°10).

F, est une lignée a maturité précoce, a grains caoutégaune. Elle a été créée par
'INRA en 1955. C’est une lignée francaise utiliggmur ses caracteres agronomiques dans
la production de variété européenngebt a I'origine de nombreuses variétés précoces qu
ont permis l'extension du mais au-dela de ses dsnigéographiques de -cultures
traditionnelles (fig. n°10).

F334 est une lignée exotique d’altitude, issue du AO# du CIMMYT décrit par
(Eagles et Lothrop, 1994). Elle est caractériséesspaapacité a germer a 10°C alors que la
germination de la lignée F2 est inhibée a cettep&ature. Elle présente un retard de
floraison d’une moyenne de 15 jours par rapporaeFune efficacité de détoxication

performante (fig. n°10).

Figure 10 : Lignées parentales lo, F2 et F334
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Le croisement entre la lignée lo et la lignée Fpeamis la création d'une
population de RILs utilisée dans I'étude de Limagtial. 2002. Cette étude met en
évidence des QTLs de vitesse de germination, quiservi de bases aux travaux du
chapitre | de cette thése.

Le croisement entre F2 et F334 réalisé par I'éqdpd UMR INRA/USTL 1281,
stress abiotiques et différenciation des végétaltkwes, Estrées — Mons, France a permis
la création d’'une population de back-cross avarnitiéae pour la détection de QTLs dans

les chapitres Il et 1.

1. 2- Les lignées en ségregation

Une population de 280 lignées BC2S3 (deux backscebgrois autofécondations)
de mais Zea may} issue du croisement entre les lignées parentale®zygotes F2 et
F334, est utilisée pour la création de la carteétigue.

Une sous-population de 125 lignées BC2S5 (deux -bexds et cing
autofécondations) est utilisée pour I'analyse g@grqtie et phénotypique nécessaire a la
détection de QTLs. La population est caractérisgalps lignées présentant 87 % d’alleles
de la lignée F2, 12% d’alleles de la lignée F383# (°11).

% alléliques % génotypiques
F2 x F334 A a AA Aa aa
0 100 0
F2 (femelle) X F1 50 50
Back -cross
BC1 75 25 50 50 0
Back -cross
BC2 87,5 12,5 75 25 0
auto fécondation
BC2-S11 87,5 12,5 81,25 12,5 6,25
auto fécondation
BC2-52 87,5 12,5 84,38 6,25 9,375
auto fécondation
BC2-S3
87,5 12,5 85,94 3,13 10,94
auto fécondation
BC2- S4 87,5 12,5 86,72 1,56 11,72
auto fécondation
BC2-S5 87,5 12,5 87,11 0,78 12,11

Figure 11 : Evolution des pourcentages alléliques et génotigsicau cours de la production de la population
BC2S5 étudiée.
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2- Condition de germination

2. 1- Germination des lignées parentales lo et F2ads le cadre de

I'étude de la voie de l'aspartate

Les grains sont disposés par dix dans des boitdRette sur du papier wattman
imbibé de 5ml d’'eau stérile. Les boites de Petnt smsuite mises dans des chambres
d’incubation a 20°C. Le choix de cette températgiebasé sur des travaux antérieurs : la
germination des deux lignées lo gtaété comparée a deux températures, 21°C et 25°C.
21°C, la différence de T50 (temps nécessaire anmigation de 50% des grains) entre les
deux lignées est plus importante qu'a 25°C, cepguimet d’évaluer le polymorphisme
physiologique des lignées parentales dans destammlgui les différencient le plus.

Pour les analyses de I'expression des genes aloesges d'acides amineés, les
graines incubées a 21°C sont récupérées apregs t'imbibition différents: T Oh
(grains secs); T 24h; T 52h; T 74h; T 96h. Erohsy et albumens sont séparés et
immédiatement plongés dans l'azote liquide. Lesagtihons ainsi congelés sont broyés,
dans un broyeur a bille refroidi a I'azote liquidasqu'a obtention d’'une poudre. La
poudre obtenue est conservée a - 80°C en attemdiftirentes études.

Pour le dosage des acides aminés marqué¥Nales grains sont imbibés 24h avec
de l'eau stérile dans une chambre a 21°C puis 33th,48h avec de l'aspartdt&l (99%
exces). L'embryon est extrait des grains et rédnitpoudre pour subir une extraction

hydroalcoolique.

2. 2- Germination des lignées BC2S5 dans le cadre tétude QTL

Les grains des 125 lignées sont mis a germer pmd#®30 dans des boites de Petri
avec 5 ml de solution stérile (eau, lysine ou nuo#time). Les graines sont uniformément
positionnées dans les boites de Petri avant litidoib La germination se déroule dans des
chambres de culture réglée a 20°C (+/- 0.5°C) pexpérience en condition contréle,

méthionine ou lysine et réglée a 13°C (+/- 3°C)rdmxpérience a basse température.
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3- Phénotypage

Le phénotypage correspond a lI'analyse numériqualifiésents caracteres au sein

d’'une population en ségrégation dans le cadre ddtude de génétique quantitative.

3. 1- Poids

Les 8 lots de 30 grains utilisés pour I'expérienog été pesés sur une balance de

précision.

3. 2- Vitesse de germination

30 grains par lignée et par expérience sont dispdsémaniere identique dans des
boites de Petri et sont incubés dans une chambeallee pendant 24h. 5 ml de solution
(eau, lysine 5 mM ou méthionine 5 mM) sont ajoutés, qui correspond au To de
I'imbibition. L'expérience a basse températureréstisée en ajoutant 5ml d’eau apres 24h
d’incubation dans une chambre réglée a 13°C. Leceotage de germination est relevé
toutes les 3h pendant 260h, afin d’établir une leute germination en fonction du temps
pour les 125 lignées dans les 4 conditions.

Le caractere vitesse de germination est détermanépl 50, (temps nécessaire a la
germination de 50% des grains). Le T50 est évatugtiisant 'équation y = ax + b issue
des courbes de germination (fig. n°12). La vitedsegermination (T50) est mesurée en

heure.

% de graines germées

Temps d’'imbibition

Figure 12 : Courbe de germination. Le T50, qui corresponceaups nécessaire a la germination de 50% des
grains, est calculé gréace a I'équation y= ax + kadangente a la courbe de germination.
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3. 3- Elongation de la radicule

L’élongation de la radicule est évaluée par la meske la taille de la radicule apres
124h d’'imbibition. La mesure est effectuée a l'agtlene ficelle de coton, qui permet de
prendre en compte les courbures de la radicul¢ailla obtenue est divisée par la période
d’élongation. Cette période correspond a 124h mieif$0. L'élongation (E.) est mesurée

en mm/heure.

4- Etude statistique des caracteres

4. 1- Distribution des caracteres

La distribution de I'ensemble des caractéres, mesau sein de la population de
125 lignées BC2S5, est présentée graphiquement ddévaluer la normalité de la
distribution. Dans une distribution normale, larésgntation graphique des effectifs des

différentes classes doit révéler une allure ganssie

4. 2- Corrélation entre les caractéeres

La corrélation entre deux caracteres est évalugegiu coefficient de corrélation r
de Pearson avec le logiciel Excel. r2 représenpedportion de la variation du caractére A

qui explique la variation du caractére B.
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5- Analyse des acides nucléiques

5. 1- Extraction d'ADN génomique

De 100 a 250 mg de feuille sont prélevés et 700dgLtampon d'extraction
ATMAB ou CTAB et 1,4 ul dg3-Mercaptoéthanol sont ajoutés. Le mélange est agité
incubé a 37°C pendant 1 h. A la suite de lincapati750 pL de tampon
Chloroforme/lsoamyl alcool (CIA) 25/1 (v/v) sontoajés a I'ensemble et les tubes sont
agités a l'aide d'un vortex. Les tubes sont camgéls a 20000 g pendant 5 min & 4°C. Le
surnageant est prélevé et mélangé a 1/10 d'unBosolDTAB 10% dans NaCl 0,7 M, en
présence de 750 uL de CIA. Les tubes sont ensenteiftigés a 20000 g pendant 5 min a
4°C. Un volume d’isopropanol est ajouté au surnagafin de précipiter TADN pendant
30 min a température ambiante. Une derniére cagaifon de 15 min a 20000 g a 4°C est
réalisée. Le culot est ensuite lavé successivemest de I'éthanol 70% et 95%. Le culot
est resuspendu dans 100 a 200 pL de TER (20 pLRNEBO pL TE « 10 mM Tris ; 1
mM EDTA ») et stocké a - 20°C.

5. 2- Extraction des ARN totaux au phénol chaud

La méthode adaptée de celle de (Verwastrdl, 1989) est basée sur la séparation
des molécules en fonction de leur polarité selaratare des différents solvants.
Une solution composée de %2v de tampon de lyse {OGsmM pH 8 ; EDTA 10 mM pH
8 ; LICl 0,1 M et SDS 1%) et %2v de phénol est i 80°C. Dans des tubes sont placés
I'équivalent de 50 a 150mg de poudre d’embryon gual2 g de poudre d’albumen. La
solution Tampon/phénol chaud, 500 pL pour 'embrg&nml pour I'albumen, est ajoutée
tres rapidement afin que la poudre ne décongeldlpes important que le tampon ne gele
pas au contact du tube. Les tubes sont agitégda kaun vortex pendant 30s. Une solution
de chloroforme/alcool isoamylique (24/1 : v/v) agiutée a I'ensemble a raison de 250 pL
pour les embryons et 5 mL pour les albumens. Ledsuagité pendant 30s. Les tubes sont
mis a centrifuger 5 min a 23000g. Apres la cengafion, le surnageant est soigneusement

prélevé et mis dans un volume de LiCl 4 M. Cettpéta pour but de précipiter les ARN
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pendant une nuit. Suite a la précipitation, le telst repris dans 250 pl d’eau traitée au
DEPC. Les ARN sont precipités avec 1/10 acétatsodaum 3 M pH5,2 et 2,5 v d’éthanol
100% pendant 15 min a —80°C. Cette étape est sdiviee centrifugation de 10 min a
23000 g. Le culot est lave a I'éthanol 70%. Apras aentrifugation de 5 min a 23000 g le
surnageant est éliminé. Le culot est séché 5 min swle et repris dans 50 yuL d’eau. Les

solutions d’ARN obtenues sont conservées a - 80°C.

5. 3- Purification des ARNm

Les ARNm sont purifiés a partir des ARN totaux gréau kit PolyAtract
SystéemelV. 0,1 a 1 mg d’ARN totaux sont chauff@&5&C pendant 10 min puis hybridés
avec la sonde d’oligo(dT) biotinylé en présenc&&8€ 20 X (NaCl 3M ; citrate trisodique
0,3M pH 7,2) pendant 10 min a température ambidr@anélange est mis dans des tubes
avec des particules de streptavidine préalablemaepts avec du SSC 0,5 X. Les tubes
sont déposés sur un portoir aimanté. Les ARN neséuast pas de queue polyA ne
s’accrochent pas sur les particules de streptaviglime sont donc pas retenus par l'aimant.
Le surnageant est éliminé. Apres trois lavages 3@ 8,1 X, les ARNm sont élués dans
200pL d’eau DEPC. Les ARNm sont ensuite précipi@sde I'acétate de sodium (1/10 :
v/v) et de I'éthanol a 95% (2/1 : v/v) en présedee2 ul de glycogéne puis conservés a -
20°C.

5. 4- Dosage des acides nucléiques

5. 4. 1- Spectrophotométrie

Le dosage des acides nucléiques est effectué asranesabsorbance a 260 nm. A
cette longueur d’onde, une unité d’absorbance spord a une concentration de 50 pg/mi
d’ADN ou 40 pg/ml d’ARN. Il est également possibiie déterminer la pureté des
échantillons en mesurant le rapport d’absorban®en?é / 280 nm, qui doit étre supérieur
a 1,8 pour 'ADN et 2 pour 'ARN.
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5. 4. 2- Fluorimétrie

Les ADN génomiques ou plasmidiques peuvent étrégpar fluorimétrie grace au
réactif de Hoeschst (bisbenzimide). Le réactif desthst forme un complexe avec I'ADN
qui absorbe la lumiére a 350 nm (longueur d’ondexcltation) et la restitue a 450 nm
(longueur d’onde d’émission) proportionnellementaaquantité d’ADN en solution. La
solution de Hoeschst est préparée le jour mémeaneentration de 1 pg/ml final dans du
tampon TNE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 ; NaCl 0,2 M DEA 1 mM). Le fluorimetre (TD-
700 Laboratory Fluorometer, Tuner Designs) estbo@lavec une concentration d’ADN

plasmidique connue.

5. 5- Reverse Transcription

L’'obtention d’ADNc s’effectue a partir ARN totauxrdge a une transcriptase
inverse (RT). Il est nécessaire de commencer paétape d’hydrolyse d’ADN génomique
afin d’éviter les contaminations. Un ug d’ARN aduliné de tampon RT Promega (1X),
de MgCh (1,6 mM) et de DNase (0,06 U)lest placé pendant 30 min & 37°C puis 5 min
a 80°C. Pour I'étape de transcription inverse, IdgIRT-mix (Tampon RT promega 1X ;
dNTP 1 mM ; Oligo(dT)s Promega 6,6 uM ; Reverse Transcriptase Promeda.[13)

sont ajoutés au meélange puis I'ensemble est placédant 1 h a 42°C puis 10 min a 80°C.

5.6-PCR

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) dmplne séquence d’ADN cible
a l'aide d’'un couple d’amorces, correspondant asétience d'oligonucléotides et d'une
enzyme la Taq ADN polymérase. Cette amplificati@n deroule en trois phases: la
dénaturation (les brins d’ADN se séparent) I’hyhtidn (le couple d’amorces s’accroche a

I’ADN cible) et I'élongation (synthese du brin colé@mentaire d’ADN).

Les amorces utilisées au cours des différentes $t@Rrépertoriées tableau n°lll
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Tableau Il : Liste des amorces utilisées. E : efficacité almsrces R2:

des tests de dilutions.

pente de la droite

nom Séquences (5'-3") Expérience
E R2
185 CGT CCC TGCCCTTTGTACAC
ACACTTCACCGGACCATTCAA 118 0.99
Askl CAG TGA GGC AAA ACA GTG TGT TC
CAG CTT CCA ACA AGA AAC CAT TC 1.24 0.98
Qt-RT-PCR
TGG GTC CAG GCG TGT TATCT Chapitre |
Ask2 TGC CCA TGC CGT TCA TG 0.99 0.97
TGG TGC CCC CTC GTAGTC T 1.04 0.99
Akh1 AAC CAG TAG TAG AGC AGC AAC ACA A ' '
GGA AAT AAT GCC TCT AGC GTATGT C 0.82 0.97
AKh2 GGT ACG ATA ATT CAT TTG CAT CAT G
Akhl ACT AAG GA CCA GCC GC Recherche de polymorphisme
GGC TCC TGA CGG ATT CA Chapitre I
Ask2 GPS1 ACA GTT GGA ATT ATA TCA CAG GC 3'RACE et SRACE
GPS2 TAT CGA AAT GTG GAG CAA TCG TC
UMP CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C
PCR sur colonie bactérienne
M13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC transformée par vecteur pCR
GTA AAA CGA CGG CCA C 2.1 Topo
Chapitre Il
ask2F334 CGTAGAAGC CCTTCATCAG Génotypage F2/F334
AGC TCA GAC TGT GGT GTC T Chapitre I

PCR des genes cibles

Dans un tube est déposé 2 pl d’ADNc ou des colatedsactéries additionnés de
2,5 pl de Tampon Promega 10X, de Mg mM, de dNTP 0,1 mM, de chaque amorce
20 puM et d’enzyme Taq ADN polymérase Promega 5 Uljelmélange est mis dans un

thermocycleur Biorad programmeé en fonction des ap®r

Amorces (18s, askl, ask2, akhl, akh2)

Dénaturation & 94°C 2 min
Dénaturation a 94°C 1 min
Hybridation a 55°C 1 min
Elongation a 72°C 1 min

Elongation a 72°C 7 min
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Amorce (M13) pour les PCR sur colonies Bactériennes

Dénaturation a 94°C 30
Hybridation a 55 °C 30 ;L x 35 cycles

Elongation a 72°C 30 s

PCR des microsatellites
L’amplification des microsatellites est réalisée sein du laboratoire de 'UR
Génétiqgue et Amélioration des Plantes, de I'INRAtrées-Mons, suivant le protocole
couramment utilisé sur place.
Dans un tube est déposé 1/40 d'ADN génomique addiéi de Tampon
[(NH4)2SO, 1 M, Tris-HCI (pH 8,8) Tween-20 10%], de Mg&@5 mM, de dNTP 10 mM,
de chaque amorce 20 uM et d’enzyme Taq ADN polyseBaU/uL. Le mélange est mis

dans un thermocycleur programmé comme suit :

Dénaturation a 94°C 2 min
Dénaturation a 94°C 45 s
Hybridation a 56°C 45 s x 35 cycles
Elongation a 72°C 1 min

Elongation a 72°C 7 min

5. 7- qt-RT-PCR
5. 7. 1- Principe
La gt-RT-PCR est réalisée sur I'appareil ABlI PRISIMIO0 Sequence detection
System (Applied Biosystems). L'appareil est compdaén thermocycleur couplé a un

microspectrofluorimétre et d’'un ordinateur qui petm’acquisition des données. La

détection des produits d’amplification est réaliggg mesure de fluorescence grace au
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SYBR Green. Ce dernier est un fluorophore capablsedlier a 'ADN double brin. Il est

fluorescent lorsqu’il est lié a I'ADN alors gu’ilenfluoresce pas sous forme libre. Les
résultats obtenus correspondent a la fluoresceresunée au cours des cycles de PCR.
L’ordinateur détermine une valeur appelée Ct (Cyleteshold), correspondant au nombre
de cycles nécessaire pour atteindre une valeurdediuorescence. Le Ct est inversement

proportionnel a la quantité d’ADNc matrice.

5. 7. 2- Protocole

Dans un puits, 3,5 pl d’ADNc sont déposeés avec BDBrmmorces et 12,5 ul de
SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystendgns un volume final de 25 pl.
Une plaque pouvant contenir jusqu’a 96 échantilless placée dans I'appareil programmé
pour 2 min a 50°C (élimination des produits PCRtaorinant); 10 min a 95°C (activation
de la polymérase) suivi de 40 cycles d’amplificati€€haque cycle d’amplification se
compose d’'une étape de 15 s a 95°C suivie d'ume&d min a 60°C. Trois répétitions
sont effectuées lors de cette étude. A partir derépétitions, la moyenne et I'écart type
sont calculés. A chaque cycle de PCR la quanti#®tic double. Le CT déterminé par
I'ordinateur est inversement proportionnel a largité d’ADNc ce qui permet d'utiliser la

formule :

[ARNmM cible] unite Arbitraire= 1 / T Xloll

5.7. 3- Amorces

La détermination des amorces pour la gt-RT-PCRt sffectuée grace a un
logiciel : Primer Express Software v2.0. Ce lodigermet d’analyser et de définir des
séquences d'oligonucléotides en fonction de leppdi@ations en PCR. Le logiciel définit
des amorces en prenant en compte le Tm (meltingpdeature, correspondant a la
température de demi-hybridation des brins d’acidesléiques) la longueur du produit
d’amplification, les possibilités de dimérisatioesdamorces entre elles et la zone de
fixation des amorces par rapport a la séquenceédonn
Préalablement des alignements entre les différgemes sont effectués pour définir des

amorces spécifiques de chaque séquence.
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Pour chaque gene, un couple d’amorces est défamsDous les cas, la taille du
produit d’amplification est assez petite, de soigam une centaine de paires de bases et le

Tm est d’environ 60°C.

5. 8- Electrophorése

Le gel d'électrophorése permet de séparer les migigcd’acides nucléiques
linéaires en fonction de leur taille en les souamdtia un champ électrique. Les acides
nucléiques, chargés négativement, migrent de laodat vers I'anode. Le distance de

migration est proportionnelle & la taille des framts.

5. 8. 1- Electrophorése sur gel d’agarose

Le gel est réalisé a partir d’agarose (1 a 2% gis9out dans du TBE 1X (Tris-base
45 mM ; acide borique 45 mM ; EDTA 1 mM). La contration du gel est adaptée a la
taille des fragments a séparer (Sambroekal, 1989).

Le produit issu de la PCR (géne cible) est addiigode 1/10 de volume de tampon
de charge (glycerol 30% ; bleu de bromophénol 0,2%téne cyanol 0,25%). Le tampon
de charge permet le maintien du dép6t en immeseditanvisualisation de la migration.

La taille des fragments est déterminée par comgamaide leur distance de
migration avec celui du Ladder (mélange de fragsdettaille connue).

La migration est effectuée sous une tension deM@ans du tampon TBE 1X.
Apres |'électrophorése, le gel est plongé dansaahation de bromure d’éthidium (Bet) a
0,5 pg/ml. Le Bet s’intercale entre les bases datea nucléiques et les rend visibles sous

rayonnement UV (310 nm).
5. 8. 2- Electrophorése sur gel d’agarose Metaphor®
L’agarose Metaphor® est utilisé afin de séparer flegments de tailles trés

proches. Dans le but de visualiser les petitegmdiffces de tailles entres les microsatellites,

on utilise un gel & 3% d’agarose Metaphor® disslaus du tampon TBE 1X (Tris-base 45
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mM, acide borique 45 mM, EDTA 1 mM) additionné detB 1 pug/ml. Le gel est coulé
dans des cuves Fisher 25*30 cm qui sont ensuiteengdes dans du tampon TBE 1X.

Le produit issu de la PCR (microsatellite) est addné de 1/10 de volume de
tampon de charge (formamide désionisée 98% : WDTA 10 mM pH 8 ; bleu de
bromophénol 0,1% : v/v ; xylene cyanol 0,1% : @fih d’étre déposé sur le gel et de subir
une migration de 3h30 min a 140 V. La lecture duegt réalisée grace a I'appareil Gel

doc 2000 Biorad® assiste par le logiciel Quantiig.o

6- Clonage de fragments

Dans le but de trouver du polymorphisme entre é&giences d'aspartate kinase

chez les lignées F2 et F334, des fragments d’adpdinase ont été clonés et séquencés.

6. 1- RACE PCR

6. 1. 1- 3’RACE et 5’RACE

La 3'RACE et la 5’RACE (Rapid Amplification of cDN&\ Ends) permet
d’amplifier les extrémités 3’et 5’d’'un ADNc. La Rast réalisée avec I'amorce oligo-d(T)
spécifique qui s’hybride avec I'extrémité polyA deBNm et une séquence adaptatrice en
5 la SMART Il (Switching Mechanism At 5' end of RINTranscript) riche en dG.

La RT est réalisée en mettant en présence de RpNihAet 1 ul de 3'CDS pour la
3'RACE primer et de 1 pl ’ARNm, 1 pl de 5°CDS pemet 1 ul de SMART Il A oligo
pour la 5’RACE dans un volume final de 5 ul. Le amgle est agité et placé 2 min a 70°C
puis 4 min & 4°C. Une solution comprenant (2 ptadepon 5X First-strand ; 1 pul de DTT
20 mM, 1 ul de dNTP 10 mM et 1 ul d’enzyme Poweipsaeverse transcriptase) est

ajoutée au mélange. Le tout est placé pendantQLrhid a 42°C puis est dilué dans 100 a
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150 pl de tampon Tricine EDTA. Une derniére étapd anin & 72°C est réalisée avant de

pouvoir stocker le mélange a -20°C en attente @4%.P

6. 1. 2- Amplification des fragments spécifiques

L’amplification des fragments spécifiques est s&di sur des 5’RACE et 3'RACE
synthétisées a partir des ARNm issus des lignées F334.

La composition des solutions pour les PCR sonsuegantes :

2,5ul 5RACE 2,5ul 3RACE

5ul  UMP (amorce universelle) 5ul  UMP (amorce universelie)

1 pl GSP Xamorce spécifique du gene) 1 pl GSPZ2amorce spécifique du gene)
41,5 ul Master Mix 41,5 ul Master Mix

Le Master Mix est composé de 5 pl de Tampon adgar2aPCR 10 X; 1 ul de dNTP et 1
ul d’enzyme advantage polymérase. Le mélange aséplans un thermocycleur afin de
subir 40 cycles d’amplification qui se composentr# étape de 1 min a 94°C suivie d'une
étape d’1 min a 65°C et 3 min a 72°C.

6. 2- Préparation de l'insert

Apres électrophoréese sur gel d’agarose du prodsiit de la RACE PCR, la bande
d’agarose contenant le fragment d’ADN sélectionstédécoupé au scalpel sous lampe UV
et transféré dans un tube. L’ADN est purifié avedit Qiaquick Gel (QIAGEN) suivant

les instructions du fournisseur. L’ADN est enséteé dans de I'eau.
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6. 3- Vecteur

Le vecteur pCR®2.1-TOPO® (fig. n°13) de 3,9 kb pmuks trois séquences
permettant la sélection des clones recombinants :

-deux génes conférant aux bactéries transforméeésiktance a la kanamycine ou a
I'ampicilline.

-un géne lacZ codant pour une sous-unité d@-tmlactosidase permettant de
différencier les bactéries transformées par umpulde recombinant ou non recombinant.

Le vecteur posséde également une Topoisomérasadixéecteur qui permet de
maniere efficace la ligation du produit PCR avewdeteur. La ligation est effectuée en
mettant en présence 4 ul du fragment purifié, 1dpl solution fournie (pour la
transformation bactérienne par électroporatiorecatiution est diluée quatre fois) et 1 pl
du vecteur pCR®2.1-TOPO® dans un volume final del Slurant 10 min a température
ambiante.

facZa ATG
M13 Reverse Primer I Hm‘d m Kpln 1 Sacl B‘amHI Spe |
CAG GAA ACA GCT ATG AC ATG ATT ACC CCA AGC TTG GTA CCG AGL TCG GAT CCA CTA
GTC CTT CCT CCA TAC TGE TAC TAA TUC GGT TCG ARC CAT CGC TCG AGC CTA CGT GAT

Esllxl EcoR 1 szI)R 1
GTA ACG GCC GUC AGT CTG CTS GAR TTC GCC CTT PCRlﬁoducln'C GGC GAR TTC TCC
CGAT TGC CGG GGG TCA CAC GAC CTT ARG CCO GA TTC CCG CTT AAC ACG

EcoR W Bsp( | Notl X.'ilu 1 Ns:'ll )I(ba ] Ap‘a 1
| i | _
AGAR TAT CCA TCA CAC TGG GGG CCG CTC GAG CAT GUA TCT AGA GGG CCC AAT TOG |CCC TAT
TCT a&Ta GGT AGT GTG ACC GUC GGC CAC COTC GTA CGT AGH TCT CCC GGG TTA AGC (GGG ATH

Y
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GRG TCG TAT TAKT AAT TCA|CTG GCC GTC GIT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAR AAC
TCA CTC BGC ATA AT TTA AGT [GAC CGG CAG Chra AAT JTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figure 13 : Carte du vecteur pCR® 2.1 TOPO. (invitrogen). |paetie de la séquence est présentée
ainsi que le site de clonage
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6. 4- Transformation bactérienne

La transformation des bactéries par les produitégdéion est réalisée soit par choc
thermique soit par électroporation.

Transformation par choc thermique: 100 pL de cellules chimiocompétentes
(One Shot® TOP10 chemicBlcoli) et 2 pL des produits de ligation sont incubésdpen
30 min dans la glace. Le choc thermique est eféeetuplongeant le mélange pendant 30s
dans un bain-marie a 42°C puis en le refroidissantédiatement dans la glace pendant 2
min. 250 pl de milieu SOC sont ajoutés, les baesésont incubées pendant 1h a 37°C
sous légere agitation.

Transformation par électroporation : 100 puL de cellules électrocompétentes
(One Shot® TOP10 ElectrocoMpE.coli) et 2 pL des produits de ligation sont transférés
dans une cuve a électroporation de 1 mm et incdéés la glace. Une décharge électrique
de 2,5 kV est appliquée pendant 5 millisecondes @uve au moyen d’un électroporateur
(Pulse controller plus Biorad). 250 ul de milieuG8&ont ajoutés et le mélange est incubé
pendant 1h a 37°C sous agitation douce.

De 50 a 150uL de la suspension bactérienne issua ttansformation par choc
thermique ou par électroporation sont étalés site e Petri contenant du milieu LB
gélosé, de I'ampicilline et 40 ul de 5-bromo-4 chle-3 indoyl B—D-galactopyranoside
(Xgal) et 4 uL de l'isopropyB-Dthio galactopyranoside (IPTG) . Les boites soctbées
a 37°C pendant une nuit. Pendant cette périodecubation, seules les bactéries
transformées résistantes a I'ampicilline peuventdsgelopper. En présence d'IPTG,
inducteur du géne LacZ, [galactosidase est produite et hydrolyse le compus#ore
Xgal en un composé bleu le bromo-chloro-indolengértion du fragment s’effectue au
niveau du gene LacZ. Les bactéries ayant intégptalemide recombiné ont le gene LacZ
éteint donc elles sont blanches alors que les fiestéyant intégré le plasmide sans insert
sont bleues. Les bactéries blanches sont analys#eBCR afin de vérifier la taille de
I'insert. Les bactéries ayant intégrées la bonille @insert, sont mises en culture dans 5
ml de milieu LB et ampicilline sous agitation pentlane nuit a 37°C.

Les plasmides, purifiés avec le kit Qiagen® PlasPudification (QIAGEN), sont

envoyés a une entreprise pour étre séquenceés.

-44 -



Matériel et Méthodes

7- Extraction et étude de I'aspartate kinase

7. 1- Extraction de I'aspartate kinase

L’extraction est réalisée suivant le protocole @uwtet al, 1989). Cinq a 10 g de
feuilles ou de grains sont broyés avec du Tampd(rAs-HCI 50 mM pH 7,4 ; KCI 50
mM; Lys 2 mM; Thr 2 mM; DTT 3 mM ; phénylméthyléorylfluoride (PMSF) 0,1
mM ; EDTA 1 mM ; glycerol 15% : v/v ; polyvinylpopyrrolidone (PVPP) 5% : p/v], puis
le mélange est centrifugé 30 min a 12000 g. Leageant est filtré sur Miracloth. Une
solution de (NH).SO, 10% est ajoutée graduellement et le mélange et pgndant 30
min. Apres une centrifugation de 30 min a 1200@:gurnageant est déposé sur colonne
PhenylSepharose CL4B, équilibrée avec le TampomrB-HCI 50 mM pH 7,4 ; KCI 50
mM ; EDTA 1 mM; DTT 3 mM ; (NH).SO, 10%). Le lavage de la colonne est effectué
avec le Tampon C (Tris-HCI 50 mM pH 7,4 ; KCL 50 mMDTA 1 mM ; DTT 3 mM ;
(NH4).S0O, 7,5%). Les aspartate kinases sont éluées par lpdrad (Tris-HCI 50 mM pH
7,4 ; KCI 50 mM ; EDTA 1 mM ; DTT 3 mM ; éthylendygol 50% : v/v). Les enzymes
sont précipitées avec 1,5 v de (N$O, 100%, puis sont centrifugées 40 min a 20000 g.
Le culot est repris dans du Tampon E. (Tris HCI BDpH 7.4 ; KCl| 50mM ; EDTA
3mM ; Glycérol 15%).

7. 2- Dosage de l'activité Aspartate kinase

La méthode d’hydroxamate, décrit par Azevestoal. (1992), est basée sur le

dosage du produit de la réaction catalysée pgrdiaate kinase.

Aspartate + Hydroxylamine + ATP____, L-Aspartic-3-hydroxamate + ADP
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Une solution d’hydroxamate (500ul) (Asp sodium &&ItmM ; Tris-HCI 20 mM pH 7,4 ;
DTT 1 mM; glycérol 3% ; MgS®@8 mM ; ATP 2 mM ; Hydroxylamine 480 mM) et
100ul d’enzyme sont incubés 60 min a 37°C. Unetsoiwstop (500 ul) (Fe@l0,67 mM ;
HCI 0,5 mM; TCA 20%) est ajoutée au mélange afiarr@ter la réaction. Une
centrifugation légere est réalisée avant la lectliadsorbance a 540 nm. Le blanc est
réalisé avec 500ul de solution (Tris HCI 20mM pHs 7DTT 1mM ; Glycérol 3% ;
MgSO, 8mM ; ATP 2mM ; Hydroxylamine 480mM) 100ul d’enzgnat 500 pl de solution
stop, I'’Asp (sodium salt) 50mM est ajouté au montkntlosage.

L’absorbance lue a 540 nm est comparée a celleedjamme de L-aspartafie

hydroxamate, ce qui permet d’évaluer la quantitgrdeuit formé par unité de temps.

8- Etude des acides aminés

8. 1- Extraction d'acides aminés

Les acides aminés sont extraits de la poudre dynbde mais par la méthode
hydroalcoolique (Glevareet al, 2004; Vincentet al, 1997). Un volume de poudre et 2
volumes d’éthanol 96% froid sont mis a agiter pendane heure a 4°C. Aprés une
centrifugation de 15 min a 11000 g, le surnageahtérupéré (étapel). Le culot, repris
dans 2 volumes d'eau, est agité pendant 1h a 44, gentrifugé 15 min a 11000 g
(étape2). Les deux surnageants issus de I'étapge2lsent rassemblés et constituent la
solution hydroalcoolique d’acides aminés. L'exttajtiroalcoolique est purifié par I'action
du chloroforme et un passage sur colonne Dowex 58\(2R0—-400 mesh, H-form resin;
Supelco, Bellefonte, PA, USA) afin d’étre utilisé IPLC et GCMS-HRSIM

8. 2- Dosage des acides aminés totaux par la métieade Rosen

La teneur en acides aminés totaux est déeterminée gee méethode colorimétrique

(Rosen, 1957) en utilisant la glutamine comme aeitkné de référence. La méthode est

- 46 -



Matériel et Méthodes

basée sur la réaction des groupemenimminés avec la ninhydrine, réduite par une
solution de KCN.

Dans un tube, 1 v d’extrait hydroalcoolique, 9 eall et 5 v de KCN 2% dans du
tampon acétate et 5 v de nihydrine 3% sont agitésdie d'un vortex. Le tube est mis a
incuber pendant 15 min a 100°C dans un bain-mbaieéaction est stoppée par ajout de
5ml d’isopropanol-eau (1/1 : v/v). L’absorbance lu&70 nm est comparée a celle d'une
gamme de glutamine, ce qui permet d’évaluer la tpéad’'acides aminés contenus dans

les extraits.

8. 3- Dosage des acides aminés par chromatographie

8. 3. 1- Principe de la Chromatographie

La chromatographie est une méthode de séparat®rcalestituants d'un meélange
méme tres complexe. Le mélange a séparer esténjacis la colonne (phase stationnaire),
dilué dans la phase mobile et entrainé a traversolanne. Dans des conditions de
chromatographie donnée, le "temps de rétentiomhpgeau bout duquel un composé est
élué de la colonne), caractérise qualitativemerg substance. Un détecteur, placé a la
sortie de la colonne, permet d’identifier le tenggsrétention de chague composé, mais
aussi leur concentration. La détection se préssmie forme d’un chromatogramme (fig.
n°14); labscisse indique le temps de rétentiomcdéa nature du soluté alors que
I'amplitude, l'aire et la ligne de base des picsngtétent de mesurer la concentration de

chaque soluté dans le mélange injecte.
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Mélange

Séparation des composés
en fonction de leur nature

Détection et dosage des composés.

g

Analyse informatique de la détection

Chromatogramme

Figure 14 : Principe de la chromatographie. Un mélange de oségpest soumis a une chromatographie (de
type CM, chromatographie en couche mince, HPLC rohtographie liquide haute performance ou GC

chromatographie en phase gazeuse) de maniérer@isépacun des composés en fonction de leur nature

8. 3. 2- Chromatographie Liquide Haute Performance

L'HPLC (fig. n°15) est une chromatographie ou lesuxi phases (mobile et
stationnaire) sont liquides. Le principe est bagd’affinité des composés a analyser pour

I'une ou l'autre des phases (éluants).
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[ coLonE | [ détectowr |

Réserve de liquide
phase mobile

L sorie |

| sortie

Figure 15 : Schéma d’'une chromatographie liquide haute perfoceal’échantillon est introduit au niveau
de l'injecteur, puis les composés sont séparédpisurs passages dans la colonne

Protocole

Le dosage des acides aminés en HPLC a été effmatugéboratoire de 'UMR INRA
950 de Physiologie et Biochimie Végétales de I'emité de Caen en collaboration avec le
Pr Jean-Bernard Cliquet. Les acides aminés sonvédépar |'o-phthaldialdehyde ; le
produit issu de cette réaction est fluorescenteet gtre dosé par spectrofluorimetre. Le
dosage des acides aminés est réalisé grace umastaderne [mélange commercial de 18
acides aminés (2,5 mM), GIn (2,5 mM), Asn (2,5 néGABA (2,5 mM)] et un standard
interne (ABA 2,5mM). Chaque échantillon est injeetéec 75 pl de standard interne.
L'HPLC est programmé afin d’obtenir une variatioesdproportions des deux éluants
100% a 0% déluant A [Na-acétate anhydre 50mM, pH, Méthanol (1/5: viv),
Tétrahydrofuran (1/10 : v/iv)] et 0% a 100% d’élu@imeéthanol 100%) en 1h, ce qui
permet la séparation des composés. L'appareilregtgammé comme suit :

0% méthanol & 4% méthanol en 7 min

4% méthanol & 62% méthanol en 30 min

62% meéthanol a 100% méthanol en 5 min

100% méthanol a 0% méthanol en 2 min
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8. 4- Dosage des acides aminés marqués’an par GC-MS

Dans notre étude, I'aspartate marquéal(99% atome en exces) est utilisé afin
de suivre sa dégradation en ses difféerents acideséa dérivés (lysine, méthionine,
thréonine) (fig. n°16). La spectrométrie de massenet 'évaluation du rappottN/*N
dans les acides aminés séparés par chromatogmplibase gazeuse. L'analyse en GC-
MS-HRSIM a été réalisée au laboratoirekrvice Commun d'Analyses Spectroscopiques

(SCAS) de l'université d’Angers en collaboratiorea\David Rondeau et Sylvie Fournier.

HN | H,N
(C‘Hz)4 (CH,),
C‘H —14NH, C‘H —15NH,
COOH
Aspartatet™N coon
Lysine
?OOH <4 CH; CHy
?Hz / OH-C{H OH-C:H

/ e — NH,  —ISNH
CH— N HM_/ COOH EOOH 2

COOH \ Thréonine
N
N\
Aspartate N N C‘HZ.S.% CH-S-CH,
\
S i o 15
I CH —
o ‘CH 14N H2 | N H2
COOH COOH
Méthionine

Figure 16 : Principe du marguage isotopique. L'asparfdid-est fourni en exces. Le suivi de I'évolution du
rapport“N/**N, & travers les acides aminés, donne une inditatio I'activité de I'aspartate kinase et sur le
devenir du groupement amine de I'aspartate dargiffésents métabolites.

8. 4. 1- Principe de la chromatographie gazeuse
Le principe de la chromatographie gazeuse est hrmmatographie ou le mélange

a analyser est vaporisé a I'entrée de la colonngélgtulé dans la colonne par une phase
mobile gazeuse.
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8. 4. 2- Principe de la Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (fig. n°17) consistengs@o par des électrons une
molécule A qui devient A L’entité A" va se scinder en plusieurs entités plus ou moins
chargées ou plus petites. Ces entités sont aces)@ar un champ électrique, puis déviées
par un champ magnétique. La déviation des entdgépreportionnelle a la masse sur la
charge (m/z).

Le détecteur informatisé a la sortie de la chambegnétique permet d’obtenir
directement un spectre. Pour un composé A, le spest composé d’'un pic important (le
pic de base de lion moléculaire) accompagné désppics (dus a des arrangements
moléculaires) et des pics de masse moléculaire BtH#1+2 provenant des isotopes du

carbone, de I'azote, de I'oxygene....

Chromatographie gazeuse

1

H s Spectroscopie de masse
Zenngue
hermostats

Injecteur
Manodétendenr

t 4
W =
L L

Bouteille de gaz
Comprime
Colonne
/_Avrw\-»\mmm-v;— Thertmostat de colonnne
F ;
our Ventilateur Analyse informatique des données

Figure 17 : Schéma d’'une chromatographie gazeuse coupléespaatrometre de masse. L'échantillon est
introduit au niveau de I'injecteur et immédiatemeaporisé, ensuite les composés gazeux sont s€pasés
de leurs passages dans la colonne. En sortie dereglchaque composé subit une accélération. leosonl
passage dans le champ magnétique chaque compadéviessen fonction de sa taille et de sa chargguce
permet son identification en spectrométrie de masse
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8. 4. 3- Protocole

Les acides aminés sont dérivés par 100 ul d’adéteret 100 pl de N—méthyl—N-
(tert-butyldiméthylsilyl)-trifluoroacétamide-1%tebputylchlorodiméthylsilane (MTBSTFA
+ 1% TBDMCS) pendant 30 min a 90°C (Rhodadsal, 1989). La dérivation permet la
détection des acides aminés par le spectrometreadse apres la perte d’'un groupement

tertio-butyle.

Q HsC
acetonitrile CH3; CHy / (|:H3 CH,
OH > HaC Si—NH O—Si CHs
MTBSTFA + 1% TBDMCS
NH2 CH3 CH3 CH3 CH3
alanine alanine tert-butyldimethylsilylée

Un pl de produit dérivé est injecté dans I'appasiethromatographie gazeuse couplé a une
spectrométrie de masse [JMS 700 Jeol, Japon, équupé colonne (30m * 0.25mm *
0.25um) impact d’ionisation (70eV), acquisition désnnées (HRSIM)] qui sépare les
différents acides aminés du mélange et mesurene@sse avec précision tel qu’il est
possible de faire la différence entre deux compddéstiques de forme isotopique
différente.

9- Cartographie des loci controlant des caractéereguantitatifs

De nombreux caractéres d'intérét agronomique résulie I'action de nombreux
genes a effets inégaux et influencés par I'envieoment ; ils sont dits polygéniques ou
quantitatifs. La distribution de la valeur d’'un aetere quantitatif dans une population est
continue. Le QTL « Quantitative Trait Loci» corresd a la cartographie des loci
contrdlant un caractére a déterminisme génétiqoetaxe. Pour identifier les QTLSs, il est

nécessaire d’avoir une descendance en ségregdtiomeecarte génétigue saturée de
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marqueurs moléculaires, afin de faire la relatiotree la ségrégation du caractére et la

ségrégation des marqueurs moléculaires (fig. n°18).

A Ahaa Maa AMA Maa a B Ahaa Maa MMa &
Génotypage de la population paflill [ | | N | Génotypage de la population pallill [ ] | N ]
des marqueurs mole’culaire- [ HE des marqueurs mole’culaire- [ el

AA‘ <’AA’
@‘ 00 € 00

Figure 18: Principe de l'analyse QTL. L'analyse QTL corresd a la liaison entre le génotype représenté
par (AA, Aa, aa), et le phénotype représenté paralaur numérique du caractére. A. La moyenne des
valeurs des individus aest statistiquement différente de celle des indisiAA Il y a une liaison entre le
génotype et la variation du caractére B. La moyeate® valeurs des individus a&st pas statistiquement

différente de celle des individus AA n'y a pas de liaison entre le génotype etdeation du caractere

9. 1- Principe de la recherche de QTL

La recherche de QTLs est une analyse statistiqueiden entre le génotype et le
phénotype. Plusieurs méthodes sont courammergéagsi

L’analyse de variance margueur par marquetgst un test ANOVA ou régression

linéaire qui correspond a la comparaison de la mogedu groupe des individus ayant le
génotype A et la moyenne du groupe des individasitalg génotype B.

La cartographie de simple intervalle IM’est un test de probabilité de présence du

QTL qui est effectué non pas a chague marqueurs maitout point du génome. Le
logarithme du rapport entre la fonction de vraiskm&e dans I'hypothese de I'existence
d'un QTL donné au locus testé et la fonction deisermblance dans I'hypothése de

I'absence de QTL est réalisé afin de déterminedp.
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La cartographie d'intervalle composite CtMc'est une combinaison de la

cartographie d’'intervalle et de la régression. Efieappliquée aux intervalles de marqueur,
un par un, comme la cartographie d’intervalle, npnt a chaque fois comme cofacteur,
dans la régression du phénotype sur le génotysembrqueurs des QTLs qui sont en
dehors de l'intervalle étudié.

9. 2- Carte génétique

La réalisation d’'une carte génétique est basédesdéséquilibre de liaison entre
deux loci dans une population en ségrégation. Eat kf taux de recombinaison observé
entre 2 loci représente la distance qui les séiagst possible de regrouper et d’ordonner
I'ensemble des marqueurs moléculaires en calcléasndistances qui les séparent deux a
deux. Il existe deux formules pour calculer ledatises génétiques a partir des taux de
recombinaisons, celle d’Haldane (Haldane, 191@gpk¢ de Kosambi (Kosambi, 1944); ce
dernier prend en compte les phénomeénes de croggargnultiples.

La carte génétigue est réalisée a partir des 286tg@es de la génération BC2S1.
Aucun logiciel n'est adapté a la construction deeca partir de cette population ; de ce
fait, Christelle Touchard de 'UMR INRA/USTL 128&tress abiotiques et différenciation
des végétaux cultivés, Estrées — Mons, Franceg ggelisé le corps de la carte génétique, a
utilisé trois logiciels :Mapmaker afin d’assigner et d’ordonner les marqueurs sar le
chromosomes (Landet al, 1987);Qmap (gracieusement communiqué par JC. Nelson )
pour calculer le taux de recombinaison entre manguet évaluer les LOD scores et
Joinmap3.0 qui permet d’estimer les distances (en Kosambijeeles marqueurs (Van
Ooijen et Voorrips, 2001A partir de cette carte préalablement réaliséggleeaskde la
voie de l'aspartate est positionné en complémerst H80 marqueurs microsatellites
« simple sequence repeat (SSR) » et des 3 gendsdyl-Sérine Thiol Lyase (OAS-TL)
de la voie de biosynthese de la cystéine, de la 88lkhétase de la voie de biosynthese du
GSH et dune méthyltransférase putative (herbicgddener binding protein). La
représentation de la carte génétique est effegitém au logiciel Maplnspect. Ce logiciel

permet de comparer et de présenter les cartesiqgde®t il a été développé par le
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département des sciences de l'université de Wagenimet est disponible sur Internet :
http://mww.dpw.wageningen-ur.nl/pv/pub/MapComp/Irdem.

9. 3- Larecherche de QTLs

La recherche des QTLs a été effectuée en collaboravec Catherine Giauffret de
'UR Génétique et Amélioration des Plantes, INRAtrEes-Mons.

9. 3. 1- Détection des QTLs

Grace aux données génotypiques et a la carte gaaéta probabilité de présence
de chaque génotype (les homozygotes F2 ou F3&4$ &Eterozygotes) est évaluée tous les
2 cM en utilisant le logiciel Grafgen (Servet al, 2002). Avec le taux d’homozygote
F334 et les données phénotypiques la procédure PEONC du logiciel SAS software
(version 8.1) 1991 permet de réaliser une régredsieaire (F) tous les 2 cM. La valeur F
de la régression linéaire est utilisée pour déteemie LOD des QTLs a partir de la
formule suivante (Knott et Haley, 1992; Lander etdiein, 1989) :

LOD = 0,217 x[n xIn[ 1+ (1/n-2 )X F] avec n = nombre de génotype.

Les seuils significatifs ont été déterminés par S50€rmutations aléatoires
(Churchill et Doerge, 1994; Knott et Haley, 199Rpur des seuils significatifs de 95%,
90% et 75%, les LODs seuils sont respectivemerdt 22854 et 2,04. Les valeurs de LODs
représentent la probabilité d’avoir la présencendQ@TL dans la zone. L'intervalle de

confiance a été déterminé grace a la méthode diectaissance de LOD de 1.
9. 3. 2- Effet des QTLs
L'effet du QTL, exprimé dans l'unité du caracteregrrespond a l'effet de
substitution d’'un allele parental par l'autre, ¢t'@sdire I'effet de l'allele provenant du

parent F334 dans un fond génétique F2. Il est ésgirice a une régression linéaire sur les

moyennes des classes génotypiques par rappodistigoution du caractere déterminé au
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locus testé (fig. n°19). L'effet du QTL est calcydéar le logiciel SAS software (version
8.1) 1991.

0 1 2 Genotype

Figure 19 : Effet additif du QTL. L'effet définissant I'actiodu QTL correspond a la pente (a) de la droite
passant par la moyenne des homozygotgd Mt M,M, (De vienne et Causse, 1998)

9.3.3-R2des QTL

Le R2 représente la contribution du QTL, c’est gedé pourcentage de variation
phénotypique totale exprimé par le QTL. C’est unalgse de variance correspondant a la
somme des carrés d'écart du caractere dans la@bhesur la somme des carrés d'écart
phénotypique totale. Le R2 est calculé par le iegiBAS software (version 8.1) 1991.
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10- Analyse Bioinformatique

10. 1- Dans I'étude lo x F2

La recherche de génes candidats dans cette partleagée sur la liaison entre le
métabolisme azoté et les processus métaboliquesws de la germination et les genes
localisés dans la zone de QTLs.

Trois QTLs, qui expliquent le caractére vitessegdamination entre les lignées lo
et F2 du mais, sont identifiés par Limaetial. 2002. Un QTL est localisé sur le chr 2
(entre um16¢c et umcl39) et deux QTLs sur le chentré gsy59-ADPG et gsy419) et
(entre gsy82 et umcl133). Les positions des diftéremarqueurs, qui délimitent les QTLs,
ont été projetées sur les cartes «Pioneer Compesitet «genetic» de

http://www.maizegdb.orgl’ensemble des génes, qui se localisent danera des QTLs,

est analysé afin de mettre en évidence ceux quiguarfonction peuvent expliquer la
variation du caractére vitesse de germination dag@eux lignées lo et F2. La recherche
des séquences des génes d'intérét s’est effectieadeade moteur de recherche spécialisé

sur le mais :http://www.maizegdb.orget www.tigr.org en 2003. Certains ADNc sont

entierement ségquencés, alors que d’autres ne teqaenpartiellement. Ces derniers sont,
soit sous forme d’E.S.T. (Express Sequence Tagg¢spondant au séquencage partiel d’'un
ADNC, soit sous forme de T.U.C. (Tentative Uniquen@g) correspondant a une séquence

artificielle établie a partir de plusieurs E.S.fecauchants.

10. 2- Dans I'étude F2 x F334

Dans cette étude, nous cherchons des genes canduiapeuvent expliquer la
germination dans différentes conditions, les vomsmmunes de signalisation des
conditions défavorables, I'effet de I'apport ex¢éni de lysine.

Jusqu’a présent, la carte génétique de notre piqnula’est pas publique. A l'aide
des marqueurs communs entre les différentes catrtes travaux de comparaison de cartes
effectués par (Falquet al, 2005) il est possible de faire des projectionscaee et de

positionner sur notre carte les marqueurs et lesg@entifiés dans les autres études. Le
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principe de la projection est présenté (fig. n°A®s calculs sont réalisés a partir des
marqueurs encadrant le QTL commun a la carte BCAestautres cartes (REFMAP,
LHRF_Gnp2004 ; IBM_Gnp2004; Genetic2005). Les basede données
http://www.maizegdb.org http://www.infobiogen.fr www.genoplante.consont utilisées

afin de localiser, dans lintervalle des QTLs, gnes connus et d’identifier ceux qui

pourraient intervenir dans le contrdle du caractere
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INTRODUCTION

La germination correspond a la reprise du métaielinécessaire a la transition de
la phase de vie latente de la graine seche a Eeptedéveloppement de la plantule. Cette
reprise du métabolisme est principalement orient&es la mobilisation des réserves
azotées et carbonées, indispensable a l'installaioca la croissance de la plantule. Une
approche combinant a la fois analyse physiologiguanalyse génétique a été utilisée,
visant a établir une relation entre le métabolisameté et la germination chez le malis
(Limami et al, 2002). L'étude a permis de mettre en évidencecordecalisation entre un
QTL de vitesse de germination et un QTL d’actigtatamine synthétase (GS). Le rble de
la GS a été étudié et a réeveélé que, parmi lesgémgs de la GS chez le mais, seuls deux,
gin3 et gln4, étaient exprimés au cours de la germinatiGmin4 jouerait le role de
housekeeping géne avec une expression constigive les différents tissus de la plante
tandis quegIn3, avec une expression transitoire, apparait spéefide la germination
(Limami et al, 2002). Le travail proposé dans ce chapitre gihslans la suite de cette
étude et vise a mettre en évidence d’autres gamesétabolisme azoté impliqués dans le
contrdle de la vitesse de germination des lignéest IF2. Pour cela, des genes candidats
ont été identifiés, ainsi que I'existence d’'un podrphisme au niveau de leur expression

au cours de la germination des deux lignées pdesnta

RESULTATS

1- Germination des lignées parentales lo et F2

La différence de vitesse de germination des lignéest F2 a déja été caractérisée
lors d’'une étude antérieure. Sachant que chaqueldofgrains posséde ses propres
caractéristiques (pourcentage de germination,satgsoids), il était important d’établir les
courbes de germination pour les lots utilisés eisiadéterminer leur T50, dans les

nouvelles conditions.
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Les grains des lignées lo et F2 ont été mis a gesome5 ml d’eau dans des boites
de Petri a 20°C. Des courbes de germination etdeses d’imbibition ont été réalisées
pour ces deux lignées (fig. n°21). La courbe dengsation correspond au pourcentage de
grains germés au cours du temps. L'analyse dgladin°21 révéele que la lignée lo germe
plus vite que la lignée F2. Le T50, qui correspandemps nécessaire pour la germination
de 50% des grains, est de 52h pour la lignée Tdlefpour la lignée F2.

Afin de s’assurer que la différence de vitesseatengation observée n’est pas due
a une différence d’absorption d’eau, la prise d’'eaété mesurée au cours du temps. Les
courbes d'imbibition (fig. n°21) montrent que pentdées deux premiéres phases de la
germination au sens strict (Bewley, 1997), I'absiorpd’eau est similaire chez les deux
lignées. La prise en eau se différencie, chez éex dignées, au moment de la troisieme

phase de la germination, qui correspond a la replésla croissance.

0,4

o
w

0,1

Quantité d’ eau absorbée
(mg/ graine)
o
N

0 50 100 150

Temps d'imbibition (h) Temps d’imbibition (h)

Figure 21: Germination des lignées lo et F2. Les grainesndés ont été mises a germer a 20°C dans des
boites de Petri contenant 5 ml d’eau stéAle&Courbe de germination. Le pourcentage de grainadgea été
relevé a des heures régulierBs.Courbe d'imbibition. Le poids frais des grainsta mesuré toutes les 3h
dans les premieres phases de la germination. Latitgud'eau absorbée présentée correspond au fraids
moins le poidssec des graines. Les écarts-types ont été calaupistir de trois répétitions de lot de 30
graines.
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2- Evolution de la teneur en acides aminés totauxuacours de la

germination mesurée par la méthode de Rosen

L’évolution de la teneur en acides aminés a étéuéeadans le but de vérifier si la
différence de germination entre la lignée lo etligmée F2 est accompagnée d’'une
différence dans la teneur en acides aminés au deuld germination, ceci dans l'optique
de lier la vitesse de germination et le métabolisméazote.

La méthode de Rosen (1957) permet, avec simplatitéapidité, de doser par
colorimétrie les acides aminés totaux. Elle esligéa sur les embryons et les albumens
des lignées lo et F2 au cours de la germinatios.résultats obtenus sont présentés dans le
tableau n°lV. Les résultats montrent que les tisuSembryon sont plus riches en acides
aminés que les tissus de I'albumen, ceci chezdag tignées. En effet, dans I'albumen du
grain sec, la teneur en acides aminés est de 20/mgnd’extrait frais et de 37 pmol/mg
d’extrait frais chez la lignée lo et chez la ligné2 respectivement. La teneur en acides
aminés est de 213 umol/mg d’extrait frais et de p28ol/mg d’extrait frais dans
'embryon de lo et F2. En ce qui concerne I'évalntides acides aminés totaux chez la
lignée lo et chez la lignée F2 au cours de la gaatiun, aucune tendance particuliére n'a

été relevée.

Tableau IV : Teneur en acides aminés de I'embryon et de l'albudes lignées lo et F2. La germination a
été effectuée sur 5ml d'eau a 20°C. Aprés Oh, B2h, 74h et 96h d'imbibition, les embryons et les
albumens sont séparés et réduits en poudre. Ldssaaminés sont extraits de la poudre par la méthod
d’extraction hydroalcoolique et dosés par la méthdel Rosen (1957).

Teneur en acides aminés | Embryon | Embryon | Albumen| Albumen
(umol/mg d’extrait frais) 10 E2 lo F2
Oh 528 213 37 20
24h 275 240 28 5
52h 406 309 41 22
74h 330 321 78 68
96h 403 539 86 140
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3- Evolution de la teneur de chaque acide aminé agours de la

germination mesurée par HPLC

L’évolution de la teneur de chaque acide aminééadésée par HPLC. L'objectif
est d'une part de connaitre comment évolue la csitippo en acides aminés, qui reflete
les processus d’inter-conversion au cours de lanigation et d’autre part d’évaluer
I'existence d’'un polymorphisme de ces processusedatlignée lo et la lignée F2, ceci
toujours dans l'optique de lier la vitesse de geation et le métabolisme de I'azote.

L'HPLC est une chromatographie performante qui mria séparation des
composés d'un mélange complexe, tel que les édloastibiologiques. L'avantage de
cette méthode, par rapport a la méthode de Ro€sv)lest de pouvoir doser chaque
acide aminé de maniére fiable. Grace a cette tqubnies acides aminés des embryons de
mais ont pu étre séparés et dosés individuellement.

Les figures n°22 et n°23 montrent I'évolution depl@portion de chaque acide
aminé dans I'embryon et I'albumen des deux lignéest F2 a Oh, 24h, 52h, 74h et 96h
d’'imbibition. Les résultats montrent que I'asparmgiest de loin I'acide aminé le plus
important dans le grain sec des deux lignées (574 o et 47% chez F2). Dans le grain
sec des deux lignées I'Asp, I'Asn et le Glu repnésit environ 70% des acides aminés.
Au cours de la germination, leur proportion dimirarefaveur des acides aminés Ala, Ser,
GIn et Val. Les différences entre lo et F2 en tedealistribution des acides aminés sont
beaucoup plus marquées dans I'embryon que damsiten. De plus, les acides aminés
de la voie de l'aspartate ont tendance a s’accundaes I'embryon de F2. En effet, les
pourcentages de lysine, méthionine et thréoniné glois importants chez F2 (Lys 2,4%,
Met 2,3% et Thr 3,2%) que chez lo (Lys 1,2%, Me®A4 et Thr 2,5%).

En somme, les résultats montrent que, dans le gean les acides aminés se
répartissent sensiblement de la méme facon chetz R@. Par contre, le métabolisme des
acides aminés au cours de la germination est gpéeifde chaque lignée; en effet
I’évolution de la proportion de chaque acide ansedlifférencie au cours de I'imbibition.
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Figure 22: Evolution de la teneur en acides aminés de ligmb des lignées lo (histogramme gris) et F2
(histogramme noir). La germination a été effectaée5 ml d’eau a 20°C. Aprés 0h, 24h, 52h, 74h6ét 9
d’'imbibition, les embryons ont été prélevés et itsden poudre. Les acides aminés sont extraita geuidre

par la méthode d'extraction hydroalcoolique puipasés et dosés par chromatographie liquide haute
performance. Les valeurs sont exprimées en powgent’'un acide aminé par rapport a I'ensemble des
acides aminés détectés. Les écarts-types ontlétdésaa partir de trois répétitions.
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4- Genes candidats

Les genes qui co-localisent avec les QTLs de \ateds germination ont été
recherchés, dans le but de trouver le gene owgterlde genes qui explique la différence
de vitesse de germination entre les lignées lo2etAfin d’identifier les genes localisés
dans les zones de QTLs, la carte génétique issutraleaux de Limamet al 2002 a été
projetée sur d’autres cartes génétiques : IBM2 IMNmigs, pioneer composite 1999 et
Genetic 1997. Dans la zone des QTLs, environ 1&gent été identifiés, grace a la base

de donnéettp://www.maizegdb.org(fig. n°24). Certains codent pour des protéines

pouvant étre impliquées dans le contrdle de |assé@ale germination :

- l'alpha-amylase et I'isoamylase interviennenhsl@es processus d’hydrolyse de
I'amidon, nécessaire a la dégradation des réserves.

- le facteur de transcription knox 7 et le factede transcription goliath
interviennent dans la régulation de la transcriptio

- lask2, lakhl, l'akh2, la glycéraldéhyde-3-plpbste-déshydrogenase, la
glutamine synthétase 5, 'UDP glucose pyrophosphiateser/thr protéine phosphatase
interviennent dans le métabolisme carboné ou azoté.

-la peroxydase, la catalase, la ferritine intem@mt dans les processus de
détoxication en cas de stress oxydatif.

Parmi 'ensemble des génes qui co-localisent a@e®JITLs, nous avons retenu les
génes codant pourask? I'akhlet I'akh2 lls ont été retenus parce que ces geénes codent
pour des aspartate kinases, enzymes clés de laesgntdes acides aminés essentiels
(méthionine, thréonine, lysine, isoleucine) et paga’ils co-localisent avec 2 des 3 QTLs
de vitesse de germination. Un geéne candidat quiiga la présence d’'un QTL doit
présenter du polymorphisme de séquence, d’expressiode régulation chez les lignées
parentales.
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csu46b gsy292
umciléc Peroxydase gsy59 -adpg Glycéraldehyde 3 phosphate
gsy199-pk . ) su . N
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akhl
agpl Isoamylase
umcl39a DP glucose gsyA?gZ y
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Figure 24 : Carte génétique partielle du mais (chromosomes 4) et positionnement des trois QTLs de
vitesse de germination (T50), d’aprés Limaanial (2002). Les génes identifiés dans les zones ddsQ
issus de la base de données http://www.maizegdisong reportés a droite des chromosomes.

5- Les difféerentes formes d'aspartate kinase chee Imais

Avant d’étudier I'expression et la régulation deme@s candidatsagk2, akhlet
akh?), il est nécessaire de rechercher les séquencessdgenes et I'existence éventuelle
de gene homologue. Les résultats de la recherchdremd qu’'en plus des trois génes
candidats codant pour l'aspartate, il existe umeagéne lasklqui code également pour
une aspartate kinase. Parmi les quatre génes cledaaspartate kinases connues chez le
mais @skl, ask2, akhlet akh2, seuls les genes codant les aspartate kinases bi-
fonctionnelles sont entierement séquencés (annéi® h'alignement des séquences
nucléiques a mis en évidence des zones de trés Failnologie indispensable pour la suite
de I'étude. La partie de la séquence sélectioniiggen(25) est positionnée au niveau de la

zone 3'UTR. Dans les banques de données, les ssEpiatiaspartate kinase mono-
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fonctionnelle chez le mais sont sous forme de T.Uténtative unique contig). Les
séquences des T.U.C. dadklet de lask2ont également été alignées (fig. n°26).

e mam s mmaeana MM = mmmmmmncmms mnmemaem e mmmsmes mAmemem e = emac % mms mmmesee = eemAmememsmess mmmes R e = Ammeeedm = mmmeas = = mmeme mes
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nusSakha® CGTIGGATGOGGTGAACAGGAGOCGGACAGGTGGAGC TACGCAGG T ACAGGAGGGRCCACT
Consensos cGgTEGGATGeGGToRaCAaGRacGGaCAGGTEGGAGE TaCGaace TRCAaGAGGGRCCACT

2641 2550 2660 267F0 2680 26590 2F 00

1 1

musalk bl CGTITCGOCGCAGC TATC TGGT ICCGACAACATCATAGCC T TCACCACCTOGAGG TARACAAGG
nusSakh? CGTITCGOCGCAGC TCTOCOCGGC TCOCGACHACATCATCGCC T TCACCACGTCCAGG TRCAAGEE
ConsSensus CGTTOCGOGCAGC TalCoc GG TCCGACAACATCATaGCC T TCACCACc TCcAGG TARACAAGG
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Figure 25: Alignement des séquences partielles des deux rimefo d'aspartate kinase-homosérine
déshydrogénasakhletakh?. La zone de fixation des amorces spécifiquesnasérialisée par des fleches
bleues pouakhlet vertes pouakh?2.
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Consensus AAGGTgAARCATgTCeccTGaTaGTCCATGAcAGeGAgGCAARacacecgecGTacAAGCCCTo
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1 1
nusaskl TCATACT TTGGCTACTGTAGTGCCACTTGTGATCAAARTCCTGATCTTTGGTCGATATC
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Consensus TCacACT. . .cGeCTaCaggRlacGeCAcpphGocaaTcalacacTGATCaTggegTeGaTaga

361 go Fa0 30 L LilL] A1 420

“A21 A0 140 A4S0 “A60 AF0 180

1 1
nusaskl TAATGTTTTTATGAGGCTACGAAGGATTCGGCTTTAGAGCTACTACCCA———TCAGARGT
nusask2 AACARGTAT-————— GTCTTCCAGGTTCTCAGCCAARTGA-CTGCAARACTGTGTTTCTGTT

Figure 26 : Alignement des séquences partielles des deuxrinefo d'aspartate kinasaskletaskd. La
zone de fixation des amorces spécifiques est ratisée par des fleches bleues pasklet vertes pour
ask2.
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6- Expression des genes par qt-RT-PCR

L’expression des génes est tres souvent évaluééingarmédiaire des quantités
relatives de transcrits. La qt-RT-PCR est une teglmnefficace qui permet de mettre en
évidence de faibles difféerences de quantité d’ARNban gene entre différents
échantillons. Afin d’écarter la possibilité que lddgférences soient liées aux variations
d’efficacité des manipulations a chaque étape getitm des ARN, RT-PCR) pour chaque
échantillon, il est nécessaire d’avoir un geneéérence dont I'expression ne varie pas ou
peu au cours de la germination. Les géenes codamtlee ARNr 18S, reconnu pour avoir
une expression relativement constante, est utibséme gene contrdle. La qt-RT-PCR est
utilisée pour mettre en évidence I'expression diaseg candidatask2, akhletakh2 du
geneaskl et des genes codant pour les ARNr 18S au couta dermination. Afin de
déterminer des amorces spécifiques de chaque gare avons comparé les domaines
d’activité entre eux. Il en ressort que les AKs mdonctionnelles sont trés différentes des
AKs bi-fonctionnelles. Le pourcentage d’homologst de 15% entre le domaine AK de
I’AKH et les AK et moins de 20% entre le domainerttsérine déshydrogénase de ’AKH
et 'HSDH. Ceci a donc rendu assez facile la déiegition des amorces spécifiques.

L’expression des géenes codant les ARNr 18S ediveraent constante au cours de
la germination des deux lignées. Les variationsenkes entre deux points n’excédent

jamais un facteur de 1,2 pour la lignée lo et barpa lignée E(fig. n°27).

ARNr 18 s
Bio |ME2

12.10¢6

10.106

8.106

6.106 7

4.106 A

2.1061

Expression de génes ( U.A.)

0 24 52 74 96 0 24 52 74 96
Temps (h) Temps (h)

Figure 27 : Analyse par gt-RT-PCR de I'expression des géndarttgoour 'ARNr 18S. L'étude est faite au
cours de la germination de la lignée lo (gris)etallignée B (noir) sur des ADNc dilués 100X. Les écarts-

types ont été calculés a partir de trois répéstion

-69 -



Chapitre |

Les quatre genes d’AKsgkl, ask2, akhét akh?d sont exprimées dans I'embryon
du mais au cours de la germination, des le stadregséche (t = 0). Quel que soit le géne,
I'expression est plus importante chez lo que chei & recouvrement des écarts-types de
4/5 échantillons de la lignée lo et de 5/5 de ¢méde F révele un niveau constant de
I'expression du génasklau cours de la germination et ce pour les deuxéég (fig.
n°28). L'expression s’est avérée beaucoup plug faftun facteur 3 environ, chez la lignée
lo par rapport a la lignée,FLes résultats montrent que I'expression du gegk?
augmente au cours de la germination chez les dgoéds. Une différence d’'un facteur 5
entre I'expression au point 24h et le point 52héaabservée. L'expression du géaienl
augmente légerement dans les premiéres phasegydenimation puis diminue a la fin de
la germination. Cette tendance a été observéelpsuteux lignées (fig. n°28). L'analyse
de I'expression du gérakh2montre une forte augmentation de I'expression dateur 5
au cours de la germination chez la lignée lo (fitgR8). Cette augmentation est moins
marquée chez la lignée F2. Les niveaux d’expresgemgenesskl, akhlet akh2 sont
sensiblement du méme ordre alors qu'il est bies phportant, d’'un facteur 10, pour le
géneask2chez les deux lignées. La différence la plus méeqliexpression des différentes
formes entre la lignée lo et la lignée F2 a étéemais évidence pour I'expression du géne
akh2 En effet, chez la lignée lo, a germination rapltxpression augmente d’'un facteur
7 au cours de la germination (facteur 3 chez F& atveau d’expression est 3,5 fois plus

important chez lo que chez la lignée F2.
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Figure 28 :Analyse par gt-RT-PCR de I'expression des gerstd, ask2, akhét akh2.L'étude est faite au
cours de la germination de la lignée lo (gris) etla lignée B (noir) sur des ADNc dilués 4X. Les écarts-
types ont été calculés a partir de trois répéttion
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7- Etude de I'activité aspartate kinase

Le dosage de l'activité AK permettra, lorsqu’il sezffectué sur la population de
RILs', de positionner I'activité enzymatique sur uneteagénétique. Pour cela, il est
nécessaire de mettre en évidence un polymorphisacévité entre les lignées parentales
lo et F2. Il sera par la suite possible de complargrosition des QTLs de I'activité des
AKs avec la position des QTLs de germination déwgbar Limamiet al. 2002 et
conséquent d’établir une liaison entre l'activitzgmatique des AKs et la différence de

vitesse de germination entre les lignées lo et F2.

L’extraction et le dosage d’activité des AKs ond éffectués selon (Dotsaat al,
1989). Les AKs ont été extraites des feuilles &t glmines des deux lignées parentales lo
et F2. Une activité de 75 nM L-Aspartig-hydroxamate formés / min a été détectée dans
les feuilles, alors qu’aucune activité n’a été digte dans les extraits de graines au cours de
la germination. Il n'a pas été possible de conedlitirigine de I'absence de détection
d’'activité enzymatique AK dans les grains. L'extrac et la purification des AKs
demandent une quantité de matiére végétale tresriamte et le dosage de l'activité
enzymatique est trés peu fiable. Le protocole rdacdpas pu étre mis en place, étant
donné la nécessité d’avoir des résultats fiabkgsoductibles et réalisables sur un grand
nombre d’échantillons. L'étude du polymorphismel'detivité AK n’est pas possible par
cette méthode. Toujours dans I'optique de mettréwvaaience un polymorphisme au niveau
de l'activité enzymatique de I'AK, une méthode altgive par suivi isotopique a été

envisagée.

8- Etude in vivo de la voie de l'aspartate par GCMS-HRSIM chez les

lignées lo et F2

Des processus biologiques trés fins peuvent étie eni évidence grace a la
puissance et la précision de mesure offerte paedanique GC-MS. Dans cette étude,

1RILs : population de lignées recombinantes issue du croisement entre les lignées Io et F2. Cette population a été utilisée pour la création de la carte
génétique et la détection des QTL (fig n°) (Limami et al. 2002)
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lisotope N apporté par I'Asp®N est utilisé afin de suivre le cheminement du
groupement amine dans les différents métabolites.

Les résultats sont présentés en % AN Il représente le pourcentage de I'’AMN
par rapport a la quantité totale de cet acide antirémple : 10 % Met>N signifie que 10
% de la méthionine est marqué par rapport au mial te méthionine (Mef!N et Met-
5N). Contrairement aux résultats présentés en matédte valeur ne donne pas
d’indication sur 'importance de l'acide aminé papport a 'ensemble des autres acides
aminés. De ce fait, les résultats sont égalemgntrags en mol%, reflétant la réalité des
flux de synthése, qui correspond au nombre de ngekAA -*N ou de 'AA-N par
rapport a la quantité totale de tous les acidemnésniLes deux types de mesure sont
nécessaires pour visualiser le cheminement du groapt et connaitre I'importance des
néo-synthéses. Lorsque le % d'un AN augmente, il peut signifier soit une
augmentation de la néo-synthése de I'KN-et une stabilité de 'AA’N préexistant, soit
une stabilité de 'AAY®N et une diminution de I'AAYN. Cette différence est trés
significative en terme de physiologie et métabodéisnhe premier cas montre une
prédominance de la néo-synthése a partir de I'sparqui implique des activités
enzymatiques différentes du deuxiéme cas, qui reobdtilisation des réserves et la
dégradation des protéines.

Les résultats obtenus montrent que I'ASN-est intégré dans le métabolisme (fig.
n°29). Le pourcentage d’aspartate marqué augmenteoars du temps chez les deux
lignées (8% a 40% chez lo et de 6% a 37% chez IE)profil de la thréonine est
sensiblement identique & celui de 'ASp! : on observe une augmentation du pourcentage
de Thri®N chez les deux lignées (9% & 35% chez lo et 49%% thez F2) bien que
I'augmentation soit moins marquée chez F2. Le pentage de Met>N diminue chez la
lignée lo (19% a 1%) alors qu’elle est totalemdrdemte chez la lignée F2. Le résultat
inverse est observé pour la lysine. En effet, Bnly augmente au deuxiéme temps de
marquage chez la lignée F2 (1% a 20%) et est to&ale absente chez la lignée lo. Les
résultats montrent également une augmentation deSI1(11% & 37 % chez lo et 4% a
37% chez F2) et de GIIN (7% & 41% chez lo et 6% a 40% chez F2). Ainssuii
isotopique des acides amin@&st montre que I'Asp®™N est dégradé différemment en
fonction des lignées. En effet, il est dégrade @thionine et thréonine chez la lignée lo

alors qu’il est dégradé en lysine et thréonine dadignée F2.
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Figure 29: Pourcentage de l'isotogeN dans les acides aminés. Les graines ont été émbiB4h avec de
I'eau stérile puis ont été transférées sur un mitientenant de 'Asp°N pendant 24h, 33h et 48h. Les temps
48h, 57h, 72h, sur la figure indiquent la périooale d’'imbibition. Les embryons ont été préleveéséeluits

en poudre. Les acides aminés sont extraits de udrpopar la méthode d’extraction hydroalcooliqués pu
séparés et dosés par chromatographie en phasesgazeuplée a un spectrométre de masse. La valeur
représente la quantité d’acides aminés marquéSNayar rapport au pool total de cet acide aminé. Les
écarts-types ont été calculés a partir de troiétitigns.

L’analyse de I'évolution des acides aminésl en mol% permet de mettre en
évidence les flux d’acides aminés libres stocképronenant de I'hydrolyse des protéines.
Les résultats obtenus montrent que I'd3%p-diminue au cours du temps (32 mol% & 19
mol% chez lo et 19 mol% a 7 mol% chez F2) (fig n°3@ profil du pourcentage de Met-
19N, de Thr¥*N de Lys*N est sensiblement identique chez les deux ligaéemurs de la

germination. Le pourcentage de la M&t et de la Th'N est relativement stable au
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cours des trois mesures, par contre une diminuteiable du pourcentage de la lysine au
moment de la troisiéme mesure est observée. Eniamncerne la GIdN et la GIn*N,
les résultats obtenus montrent qu'inversement aucpatage de GIY'N, le pourcentage

de GIn**N est plus important chez F2 que chez la lignée lo.

Asn-14N Glu -14N Lys -14N
40 = 25 4
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20 ®F2 15 3
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Figure 30 : Variation des acides aminéSN et des acides aminé$N dans I'embryon des lignées lo et F2
du mais. Les graines ont été imbibées 24h avecede ktérile, puis ont été transférées sur un milie
contenant de '’AspN pendant 24h, 33h et 48h. Les temps 48h, 57h, si#ha figure indiquent la période
totale d'imbibition. Les dosages ont été effectpés chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrométre de masg®.: Les acides aminéSN correspondent aux acides aminés néo-synthétipastia

de I'Asp**N fourni. B. : Les acides aminés proviennent de la dégraddesrprotéines et des acides aminés
libres. Les écarts-types ont été calculés a pdatirois répétitions.
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9- Germination sur acides aminés de la voie de I'partate

Les lignées lo et F2 montrent un polymorphisme danmétabolisme des acides
aminés, en particulier ceux de la voie de l'aspart&n supposant que la vitesse de
germination soit liée a la teneur et a I'évolutdm ces différents acides aminés endogenes,
quelle serait l'influence de ces acides aminés ppoi extérieur sur la vitesse de
germination ? Dans le but de répondre a cette ipne$es graines des deux lignées ont été
mises a germer sur la lysine, la méthionine ehdéanine a 5 mM dans des boites de Petri
a 20°C. Les courbes de germination dans chaquetmmdnt été réalisées pour les deux
lignées de mais lo et F2 (fig. n°31) et une phaplie montre I'évolution de la croissance
post-germinative aprés 72h et 96h d’'imbibition .(fig32 et 33). L'analyse de la figure
n°31 révele que la lignée lo germe plus vite quigl@@e F2 dans les quatre conditions de
germination sur acides aminés. La germination séthimnine n’est pas tres différente de
la germination sur eau alors que la germinationysime est ralentie et la germination sur
thréonine est accélérée chez la lignée lo. Legseftke la lysine et de la thréonine sur la
germination sont également observés sur la ligri&enfais ils sont moins marqués que

chez la lignée lo.
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Figure 31 : Courbe de germination de la lignée lo (A) et dégaée F2 (B) en présence d’'acides aminés. La
germination a été effectuée avec 5ml d’eau, dendysile thréonine ou de méthionine a 5mM. Les écarts
types ont été calculés a partir de trois répéttion
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|Lys

Met

Figure 32: Germination des grains de la lignée lo en présetiacides aminés. La germination s’est
déroulée en présence de 5ml d’eau, de lysine, @®ritne, de méthionine a 5 mM. Photographies prises
apres 72h et 96h d’'imbibition.

Lys

Met

Figure 33: Germination des grains de la lignée F2 en pdsatiacides aminés. La germination s’est
déroulée en présence de 5ml d’eau, de lysine, @®ritne, de méthionine a 5 mM. Photographies prises
apres 72h et 96h d'imbibition.
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DISCUSSION

La nature des mécanismes impliqués dans la régalfitie du métabolisme lors de
la maturation et la germination d’'une graine njga$ encore bien claire. Cette étude s’est
intéressée a la compréhension des mécanismes uaplapns le contrbéle de la vitesse de
germination en se basant sur une étude précédenggribtique quantitative. Les genes
codant pour I'aspartate kinasaskd et les aspartate kinase-homosérine déshydroggnase
(akhlet akh?, enzymes clés de la voie de I'aspartate, coteeal avec des QTLs de la
vitesse de germination chez deux lignées lo et &2ndis. Afin de mettre en évidence
'implication de la voie de l'aspartate dans laegde de germination, nous nous sommes
attachés a caractériser la germination dans difféseconditions, a suivre la teneur en
acides aminés, a suivre I'expression de ces gemesoars de la germination par une
technique trés sensible de RT-PCR quantitativeeerps réel et a caractériser la voie de
I'aspartate par un suivi isotopique au cours dgelanination des deux lignées parentales
lo et F2.

Les travaux de Limamiet al. 2002 montrent une différence de vitesse de
germination entre les deux lignées lo et F2 de dls°C et a 21°C. L'observation des
courbes de germination montre une différence plasgoee a 21°C, ce qui signifie qu’en
diminuant la température les écarts entre génotgf@esentuent. Le choix de mener les
expériences a 20°C s’est donc basé sur cette @lmeryafin d’évaluer le polymorphisme
physiologique des lignées parentales dans des tcomsliqui les différencient le plus. La
germination ainsi que la prise en eau ont été esiigu cours du temps. La similitude entre
les courbes d’'imbibition laisse supposer que [#Edihce de germination possede une base
génétique et ne repose pas sur une simple absoéau a travers les téguments.

La composition en acides aminés a été évaluéeeuexrtéchniques. La premiere est
la méthode de Rosen, qui permet le dosage dessamidmés totaux ; la deuxieme est un
dosage aprés séparation par HPLC, qui permet d& tissacides aminés individuellement
de maniére tres fiable. L'analyse de la composiinracides aminés révele que la lignée lo
est plus riche en acides aminés que la lignée &&,dans les tissus de I'embryon et de

'albumen. Les résultats ont montré que l'aspamagist de loin I'acide aminé le plus
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important dans le grain sec du mais (fig. n°34nwe c'est le cas chelrledicago
truncatula (Glevarecet al, 2004; Ricoultet al, 2006) etArabidopsis thaliangBewley et
Black, 1994) mais également dans les feuilles etelse chez le pécher (Morot-Gaudry,
1997).
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Figure 34: Proportion de chaque acide aminé dans I'embdmfa graine séche provenant de la lignée lo
(A) et de la lignée FEB). Les embryons ont été prélevés et réduits en poldeeacides aminés sont extraits
de la poudre par la méthode d’extraction hydrodiqae puis séparés et dosés par chromatographikldiq
haute performance. Les valeurs représentent lecpotage d’'un acide aminé par rapport a I'ensemete d
acides aminés détectés. Les écarts-types ontlétdésaa partir de trois répétitions.
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Dans la graine, I'essentielle de l'azote est saumé d’asparagine qui assure un
réle de stockage de I'azote (Bewley et Black, 1994je fois I'imbibition commencée, on
observe une diminution de I'asparagine en favesralgres acides amineés, ce qui signifie
un transport et une mobilisation de I'azote au sal# la germination. Les résultats ont mis
en évidence que le métabolisme des acides aminésuas de la germination est différent
pour chacune des lignées. En effet, dans le gen les acides aminés se répartissent
sensiblement de la méme facon, mais I'évolutionaderoportion de chaque acide aminé
est différente entre les lignées. Par exempleadates aminés de la voie de I'aspartate ont
tendance a s’'accumuler dans I'embryon de F2. Eat,efés pourcentages de lysine,
méthionine et thréonine sont plus importants ch2Zllys 2,4%, Met 2,3% et Thr 3,2%)
que chez lo (Lys 1,2%, Met 1,2% et Thr 2,5%) af@éls d’imbibition. L'évolution des
acides aminés dans la lignée lo et F2 suggére iffiéeedce dans le turn-over des acides

aminés au cours de la germination.

L’expression des genes codant les aspartate kiraées analysée par qt-RT-PCR
au cours de la germination du mais. Les quatresgéiaspartate kinaseadkl, ask2, akhl
et akh? sont exprimés dans I'embryon de mais au cours dermination. L'expression
du gene codant dskl chez les deux lignées est relativement constalies ajue
I'expression des genesk? akhlet akh2,qui co-localisent avec les QTLs, augmente au
cours du temps. Ceci signifie que I'expression gieisesask2 akhl et akh2 est induite
aprés I'imbibition du fait de I'activation de la ieode I'aspartate, alors que le géaskl
doit assurer le métabolisme de base chez les dgeek lo et F2. L’expression relative du
gene codant déisk2est dix fois supérieure a celle des autres geressetudes de (Wang et
Larkins, 2001; Wanget al, 2001) ont montré que le géermesk2 est responsable des
différences en acides aminés libres dans le geimais de divers génotypes. Les résultats
de I'expression de disk2 sont en accord avec ceux obtenus par la méthodeoden
(1957) et par I'HPLC. En effet, la lignée lo présean haut niveau d’expression dask?2
et une teneur en acides aminés plus importantéadignée F2. La comparaison du niveau
d’expression des génes entre les deux génotypesermure I'expression des quatre géenes
est toujours plus importante dans la lignée lo daas la lignée F2. Cette différence
indique que les alleles provenant de la lignéeolaf@érent un haut niveau d’expression en
particulier pour le génakh2 qui montre la plus forte différence entre les dgarotypes.

Ceci semble conforter I'hypothése que les géneartdds aspartate kinases, localisé dans
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la zone de QTL, seraient a l'origine d’'un polymdgohe du métabolisme de l'aspartate,
expliquant les différences de germination entrditgses.

Il est intéressant de noter que le QTL de vitegsgatmination sur le chromosome
2L co-localise aveask2et akh2 les deux géenes qui se différencient le plus. tesmger,
I'ask2,est impliqué dans le remplissage du grain en a@d@nés libres (Wang et Larkins,
2001; Wanget al, 2001), ce qui expliquerait la difference au niveie la teneur totale en
acides aminés entre les deux lignées. Le deuxi€md)2 court-circuite la synthese de
lysine en faveur de I'accumulation de méthionitneébnine (Muehlbauest al, 1994), ce
qui expliquerait la différence au niveau de I'é\tan et des proportions des acides aminés
chez les deux lignées. Des études ont montré gupréssion des différents genes de cette
famille multigenique pouvait étre modulée en fometides besoins de la cellule, de
'organisme ou encore des conditions environnentesiteEn effet, chezArabidopsis
thaliang I'akh est régulée par la lumiére et par le sacchardse-&himoniet al, 1997) et
subit un contréle spatial et temporel au sein ssi$ végétaux, graines et fleurs (Azevedo
et Lea, 2001; Zhu-Shimoni et Galili, 1998). La difnce en terme d’expression dekh2
et en terme de teneur en acides aminés suggemdiftdrence au niveau des besoins et du
métabolisme entre les lignées au cours de la gatimm Ceci est probablement

directement ou indirectement lié a la vitesse dengetion.

L'activité d’'une enzyme est régie par I'ensembles déléments de son
environnement cellulaire, pH, tampon, températacefacteur, inhibiteur, allostérie. De
nombreuses études portant sur I'activité enzymatspnt réaliséesm vitro. En générale,
I'activité de I'enzyme est étudiée en dosant I'afifza ou la disparition d’un des produits
de la réaction qu’elle catalyskn vitro, il est trés difficile de reproduire I'environnenie
cellulaire, ce qui limite I'interprétation entresleésultats obtenus et la réalité métabolique
in vivo. Il est possible de s’affranchir de ce problemerescapacité enzymatiquee vitro
et activité réellein vivo, en passant par une technique de tracage isowmpigans la
problématique abordée ici, doser les produits dédation n’aurait pas permis de conclure
sur la différence de métabolisme entre ces demédig de mais. En effet, les acides aminés
peuvent provenir d’'une synthese issue de l'aspartatis aussi des réserves ou de la
dégradation des protéines. Le suivi isotopique perde différencier les acides aminés
nouvellement synthétisés a partir de I'aspartateniomarqué ad®N, des acides aminés

existant dans la semence avant la reprise du nmiitalgoou dérivant de la dégradation des
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protéines de réserves. La caractérisation de la dei I'aspartate par suivi isotopique
montre que la lignée lo présente une prédominanciug d’aspartate dans les branches
méthionine et thréonine et que la lignée F2 présene prédominance du flux d’aspartate
dans la branche lysine. L'aspartate est aussiéwvigys la synthese de glutamine, acide
aminé de stockage et de transport, de manieraérphrtante chez la lignée F2 que chez la
lignée lo.

Il est intéressant de noter que le profil de la-*P\r est en opposition & celui de la
Met-">°N. En effet, une diminution de méthionine est ob&er en paralléle d'une
augmentation de la thréonine chez la lignée loflle de I'aspartate est plus important
dans la branche de la méthionine dans un premmepgepuis le flux augmente dans la
branche de la thréonine dans un deuxieme temps p€ets’expliquer par la compétition
entre la cystahioningsynthase et la thréonine synthase pour homosérpiesphate,
précurseur commun de la synthése des deux acidagsaqui est au départ en faveur de la
synthese de méthionine (Azeveeal, 2006). L’'augmentation de la méthionine inhibe sa
propre synthése en inhibant la cystathiongsmnthase et stimule la synthese de thréonine
par I'intermédiaire de la S-adénosyl-méthionine §Aqui active la thréonine synthase
(fig. n°35) (Azevedeet al, 2006; Zehet al, 2001).

ASPARTATE

Homosérine
Homosérihe-4-phosphate

Cystathionine synthase
Thréonine synthase

. \ '
Cystathionine
| THREONINE

Homocystéine
METHIONINE

S-Adénosylméthionine

Figure 35 : Schéma simplifié de la biosynthése de la méthommhde la thréonine. Les fleches épaisses
illustrent les phénomenes de rétro-stimulationdtle rétro-inhibition (-) que subissent la thréemsynthase
et la cystathionine synthase.
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L’étude de la voie de I'aspartate a montré desdhfices entre les lignées lo et F2
au niveau moléculaire et physiologique. La tenemraeides aminés, qui présente la
balance entre la synthése et le catabolisme aimsila quantité d’AA®N formée, qui
reflete la dynamique d'utilisation de I'aspartataggérent que la lignée a vitesse rapide lo
est accompagnée de haut niveau de synthése etatb®ltsame de la méthionine/ thréonine
contrairement a la lignée F2 a vitesse lente. luiaudation de lysine observée uniquement
dans la lignée F2 conforte I'idée que le flux dasdate dans I'une des trois branches,
méthionine/thréonine/lysine, serait en partie &idioe des différences de vitesse de
germination observées entre la lignée lo et laégR2. Deux raisons peuvent expliquer la
liaison entre la vitesse de germination et le n@isime de la voie de l'aspartate. La
premiere est que la méthionine et la thréonineuontdle métabolique. En effet, en plus
d’étre des composés entrant dans la synthése olesngs, ce sont aussi des précurseurs de
métabolites clés impliqués dans la croissance colarB&M, I'éthylene et les polyamines.
La SAM est un donneur de méthyle nécessaire darsyrithese de composés comme
I’ADN, les protéines et les lipides et donneur daedette carboné nécessaire a la synthése
de I'éthylene et des polyamines (Bartletnal, 2000; Galili, 1995). Le faible métabolisme
de la méthionine et de la thréonine chez F2 skmatant et pourrait expliquer le retard de
développement observé lors de la germination de diginée a vitesse de germination
lente. La deuxieme raison est que I'accumulationadé/sine a un effet négatif sur la
physiologie et le développement de la plante. Dedes de transgénése chiaabidopsis
thaliana, portant sur 'augmentation de la teneur en lysiaesurexpression de la DHDPS
et une inhibition du catabolisme par LKR-RNAI, anontré que I'accumulation de lysine
a un effet négatif sur la physiologie et la cromsade la plantule (Cattoir — Reynaests
al.,, 1981; Vauterin et Jacobs, 1994; Zhu et Galilp£0De plus, malgré un important
intérét porté sur I'enrichissement des céréalelysne, peu d’expériences ont abouti. En
effet la régulation fine de la teneur en lysinegaun réle dans le développement et la
croissance de nombreuses especes ; de ce faitdlarten lysine est toujours maintenue a

un niveau donné (Ben-Tzvi Tzchai al, 1996).

L’influence d’'un apport extérieur en acides amidésla voie de 'aspartate sur la
vitesse de germination a été testée par des codebgsrmination des lignées lo et F2 en

présence de méthionine, de thréonine et de lyBiap.ressort que les acides aminés ont un
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effet différent en fonction des lignées. lo estsiigle a la thréonine et a la lysine. La
thréonine stimule légérement la germination papoapa la germination en condition
contrdle, contrairement a la lysine qui ralentigermination. La germination de la lignée
F2 est moins sensible a I'apport extérieur en acatainés. En effet, les différences sont
peu marquées entre la germination dans les diti&seconditions. L'effet inhibiteur de
I'apport extérieur de lysine sur la germination foone un réle physiologique négatif de
I'excés de lysine sur le développement et la camiss. Cet effet négatif de la lysine a déja
été rapporté par différentes études Arabidopsis thaliangZhu et Galili, 2004). Il est
important de noter que I'effet des acides aminésasuitesse de germination est dépendant
du génotype. De plus la lignée F2, qui présentéotintaux de lysine et accumule le plus
les acides aminés de la voie de l'aspartate, pr&ségalement une sensibilité moins

importante a I'apport extérieur de ces acides asniné

CONCLUSION

Durant les phases tardives de la germination etdessance post-germinative qui
précedent I'acquisition de I'autotrophie, la souprencipale d’azote est la protéolyse qui
génere de 'ammonium et des acides aminés. Legsaeaichinés subissent de nombreuses
réactions d’inter-conversion qui générent un speetssez large d’acides aminés pour
satisfaire les besoins de la néo-synthése protéitjle transport de I'azote. A travers de
nombreuses études, I'équipe « métabolisme azatgatation » de 'TUMR PMS tente de
mieux cerner le métabolisme des acides aminés aus cke la germination ddedicago
truncatula (Glevarecet al, 2004; Ricoultet al, 2006) et du mais (Limanat al, 2002).
Ceci a pour but de mieux comprendre l'implicatiam miétabolisme des acides aminés
dans les processus de mobilisation, de transpor’ieter-conversion au cours des
premieres phases de développement. Les travaue swais ont mis en évidence des zones
du génome impliquées dans le contrdle du caractéesse de germination chez deux
lignées de mais. L'investigation menée au niveaweate zones a révélé que les genes
codant pour l'aspartate kinase sont de bons catsdtzuvant, par leur polymorphisme,
expliquer la présence des QTLs. L'étude de leuresgion a été effectuée sur les lignées

parentales qui ont servi a la production des Rildomc a la détection des QTLs. Etudier
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I'expression des génes candidats, c’est étudier seuiement I'expression des ARN
messagers mais également les protéines et levit@&nzymatique. En effet, la régulation
de I'expression d’'un géne peut se faire a diff&remzeaux : au niveau de la transcription,
au niveau de la traduction et au niveau post-ti@miutel. C’est pour cela que la détection
du polymorphisme di0 a ces genes candidats a épetwde au niveau des ARNM
(expression de genes par RT-PCR quantitative epde¥el), mais aussi au niveau des
produits issus de l'activité enzymatique (dosageat@des aminés par HPLC) et au niveau
de I'activitéin vivo de I'enzyme (étude de la dégradation de I'aspagat suivi isotopique
en GC-MS).

L’analyse de I'expression des genes a mis en évaldaux différences importantes
entre les lignées lo et F2. La premiere est queptession des quatre génes codant pour les
aspartate kinases est toujours plus importante lkehlkgnée lo, a germination rapide, que
chez la lignée FZ germination lente. La deuxieme est que le genditfarencie le plus
entre lo et F2 estdkh2 L’activité de 'enzyme AKH2 est responsable ddéséquilibre
entre la synthese de lysine/thréonine/méthionineigiMbaueret al, 1994). C’est sans
doute ce déséquilibre qui explique a la fois leypmirphisme de la teneur en acides aminés
entre les lignées et la présence du QTL vitessgedmination au niveau du geakh2 sur
le chromosome 2.

L’ensemble des observations, sur I'évolution detdaeur en acides aminés,
I'expression des genes et le suivi isotopique dedie de l'aspartate au cours de la
germination et la germination en présence d’acetemés, montre qu’il existe un lien
entre le flux d’acides aminés produits au cours lalegermination et la vitesse de
germination du mais. Le suivi isotopique montre tisp-""N est dégradé différemment
en fonction des lignées. En effet, il est dégradénéthionine et thréonine chez la lignée lo
alors qu'il est dégradé en lysine et thréonine dhdignée F2. Parallélement, on observe
une conversion de l'aspartate en glutamine, aawlieé@ de stockage et de transport, plus
important chez la lignée F2 que chez la lignéeLks résultats issus de l'analyse de la
composition en acides aminés ont montré que l&déggui accumule les acides aminés de
la voie de I'aspartate, est aussi moins sensibpport extérieur de ces derniers lors de la
germination. Ceci confirme I'hypothese que la tenen acides aminés contrdlerait de

maniere directe ou indirecte la vitesse de gernanat
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L’ensemble des résultats nous a permis de propwmsschéma du fonctionnement
du métabolisme de l'aspartate au cours des premiezares de la germination chez les

deux lignées lo et F2 (fig. n°36).

: B
A Y
{ ) g e
- 'lo?i F2
Faible teneur en lysin Forte teneur en |ysinep\Spartate
Aspartate
AK
l AKH
- Aspartale Rsemialdéhyde
Homosérine
Homosérine
meéthionine '
3 lysine
: thréonine
v thréonine

Figure 36 : Schéma des voies principales du métabolisme depditste au cours de la germination en
fonction des lignées. AK : Aspartate kinase momneefmnnelle, AKH : Aspartate kinase bi-fonctionmegll
HSDH : Homosérine déshydrogénase (HSDH).

Les résultats issus de ce chapitre ont fait I'objet de deux articles. Le
premier, publié dans la revue « Journal of Experimental Botany », caractérise la
voie de l'aspartate au cours de la germination des génotypes lo et F2 (annexe
n?2). Le deuxiéme, publié dans la revue « L'actualité Chimique », montre 'activité

in vivo de l'aspartate kinase par l'utilisation du suivi isotopique (annexe n3).
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Chapitre Il : Recherche de OQTLs impligués dans

I'’effet inhibiteur de la lysine sur la vitesse de

germination du mais Zea may$
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INTRODUCTION

Découvrir les génes impliqués dans la vitesse dmigation et d’élongation de la
radicule ainsi que ceux impliqués dans les mécassyui modulent ces vitesses est un enjeu
important pour la recherche fondamentale et pasitrigvaux de sélection et d’amélioration
des plantes. En effet, la germination et I'élormatile la radicule sont les premieres étapes et
les plus importantes pour I'établissement de latelalans le milieu. Avec I'avenement des
outils moléculaires, il est devenu possible deétjgsr les bases génétiques et moléculaires
d'un caractere agronomique et physiologique congplear la détection de QTLs. La
détection de QTLs correspond a la localisation #@ses du génome impliquées dans le
contrble d’'un caractere, a lI'estimation de l'effd¢ ces zones sur le caractere ainsi que
l'estimation de la part de la variabilité phénotye qu’elles expliquent (Limami et de
Vienne D, 2001). Plusieurs QTLs liés aux caractag@®nomiques ont été trouvé chez le
mais Zea mayp (Fracheboudet al, 2004; Frachebou@t al, 2002; Hundet al, 2004;
Limami et al, 2002; Tuberosat al, 2002), chez Arabidopsis (Loudet al, 2003) et chez le
riz (Oryza sativa (Fujino et al, 2004; Ishimartet al, 2004). Certains d’entre eux ont méme
été clonés chez le maize@d mayp (Doebley et al, 1997), la tomate Lfycopersicon
esculentem(Fooladet al, 1999; Fraryet al, 2000; Fridmaret al, 2000; Liuet al, 2002) et
le riz Oryza sativa (Andaya et Mackill, 2003; Yanet al, 2000). En s’appuyant sur une
étude QTL, la participation du métabolisme azotésdi vitesse de germination et la
croissance post-germinative a été étudiée dankdpitce I. Parmi trois QTLs de vitesse de
germination, deux ont été situés a proximité dis génes codant I'aspartate kinaseask2et
I'akh2sur le chromosome 2 eakhlsur le chromosome 4. L’étude d'expression de ersg
au cours de la germination des lignes parental@®avé que (i) leur expression augmente
avec l'imbibition (ii) le niveau d’expression esiufours plus important dans la lignée a
germination rapide (iii) le gerekh2 qui court-circuite la voie de biosynthese deykrie, est
celui qui présente la difféerence la plus importaetigre les deux lignées parentales. De plus, la
différence de germination entre les lignées lo dengnation rapide) et F2 (& germination
lente) est accompagnée d’'une différence au niveamnéabolisme de I'aspartate. L’'analyse
de I'évolution des acides aminés a mis en évided’cme part une différence dans le turn-

over des acides aminés au cours de la germinatsnddux lignées et d’autre part, une
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accumulation des acides aminés de la voie de Fegpadans I'embryon de la lignée F2 a
germination lente. L'étude du devenir du groupemambte de l|'aspartate, par suivi
isotopique, a montré une différence dans la dégadde I'aspartate au cours des premiéres
phases de la germination entre les deux lignéessphrtate est dégradé en méthionine et
thréonine chez la lignée lo alors gu’il est dégraddysine et thréonine chez la lignée F2. En
conclusion de ces derniers résultats, une hypothese expliquer comment la vitesse de
germination serait liée au métabolisme des acideinés a été proposée. Le génotype F2
présenterait une vitesse de germination assez, lehiefait de [I'effet inhibiteur de
'accumulation de lysine combiné a un déficit dutabdlisme de la méthionine et de la
thréonine. La lysine a un effet négatif sur la pbiggjie et le développement de la plante. Des
études cheArabidopsis thalianaont montré que I'accumulation de lysine a un efiégatif
sur la physiologie et la croissance de la planfGkgtoir — Reynaertst al, 1981; Vauterin et
Jacobs, 1994; Zhu et Galili, 2008 effet la régulation fine de la teneur en lygimge un
réle dans le développement et la croissance de meusbs especes ; de ce fait la teneur en
lysine est toujours maintenue a un niveau assddes{®en-Tzvi Tzchoriet al, 1996).
Parallelement a ces données, la littérature maqirfkormis un réle dans la synthese de
protéine et linitiation de la translation des ARNIa méthionine et sa forme active la SAM
sont impliquées dans des processus essentiels céentmasfert de groupement méthyle, la
synthése de polyamine et d'éthyléne, ainsi que @&nements de régulation comme la
stimulation de l'activité de la Thréonine synthgstachamet al, 2002; Maimannet al,
2000). De nombreux travaux montrent qu’une modificadans la teneur en acides aminés
de la voie de l'aspartate, en particulier de lainkgset de la méthionine, entraine des
dommages importants sur la croissance et le dévetopnt de la plante (Hachaet al,
2002; Maimanret al, 2000; Zhu et Galili, 2004). Par ailleurs, I'effiftin apport extérieur de
ces acides aminés sur la germination a été evakgles deux lignées lo et F2 (chapitre 1). Il
en ressort que les acides aminés ont un effetreliftésur la germination (effet positif de la
thréonine, effet négatif de la lysine et effet newte la méthionine) et que cet effet dépend du
génotype. En effet la lignée F2, qui présente uhtiux de lysine et accumule le plus les
acides aminés de la voie de I'aspartate, présergesensibilité moins importante a I'apport
extérieur de ces acides aminés.

La littérature relate uniqguement le fait que lairgsjoue un rble physiologique
important, indépendamment de son réle dans la watgtn des protéines, mais aucun

mécanisme n’a encore été mis en évidence. L'objgetce travail est de déterminer les bases
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génétiques de l'effet négatif de la lysine suril@sse de germination par une analyse QTL,
afin de mettre en évidence les génes, puis lessvaie lesquelles la lysine pourrait agir
comme élément signal. Pour cela, une collaboratia@t I'INRA a été établie afin d’obtenir
une population en ségrégation nécessaire a l'anajgmétique. C'est une population de
backcross avancés issue d’'un croisement entrgri@di F2 commune a la premiere étude et
une nouvelle lignée F334 qui se comporte commenldeeme de vitesse de germination.
L’expression des genes codant les aspartate kimasgscaractéerisée par qt-RT-PCR chez la
lignée F334 a germination rapide en comparaisom #ighée lo. Ensuite, la vitesse de
germination en présence de lysine a été compdeégermination en condition contrble et en
présence de méthionine chez les lignées de basker@ncés afin de déterminer les QTLs

généralistes de vitesse de germination et ceuwifgpgament liés a I'effet de la lysine.
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RESULTATS

1- Germination et élongation de la radicule des ligges parentales F2 et
F334

1. 1- Germination en condition normale

Les graines des lignées parentales F2 et F334t@miées a germer sur de I'eau dans
des boites de Petri. Des courbes de germinationé@ntréalisées et sont présentées (fig.
n°37a). L'analyse de la figure n°37a révéle qubgiaée F334 germe plus vite que la lignée
F2 lorsque la germination a lieu en condition cdletr Le T50, qui correspond au temps
nécessaire pour la germination de 50% des gragstsje 54 h pour la lignée F334 et 74 h
pour la lignée F2.

La courbe d’'imbibition représente la prise d’eaucaurs du temps. La figure n°37b
montre que, pendant les premieres heures de larggrom au sens strict, I'absorption d’eau

est similaire chez les deux lignées F2 et F334.
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Figure 37: Germination des lignées F2 et F334. Les graiteegais ont été mises a germer a 20°C dans des
boites de Petri contenant 5 ml d’eau stéAleCourbe de germination. Le pourcentage de grainesdéps a été
relevé a des heures régulierBsCourbe d’'imbibition. Le poids frais des graineété mesuré toutes les 3h dans
les premiéeres phases de la germination. La quatigu absorbée présentée correspond au poidsricas le
poids sec des graines. Les écarts-types ont éélésla partir de trois répétitions de lot de 3rggs.
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1. 2- Germination sur méthionine, thréonine et lysie

Les graines des lignées parentales F2 et F334t@mhi€es a germer sur methionine,
thréonine et lysine 5mM dans des boites de P&fi°&€. Des courbes de germination ont été
réalisées et sont présentées (fig. n°38 a et @ndlyse de la figure n°38 révele que la
germination sur méthionine est identique a la geatdn sur eau pour les lignées F334 et F2.
En effet, le T50 est de 53 h pour la lignée F3346eh pour la lignée F2. La germination sur
thréonine est plus rapide que la germination erdition contrdle chez les deux lignées, le
T50 est alors de 48 h pour la lignée F334 et 7(ur pa lignée F2. La lysine ralentit la
germination des deux lignées. Le T50, lorsque tangwtion se déroule sur lysine, est de 82
h pour la lignée F334 et 79 h pour la lignée F2.p@nt noter que les différences entre la
germination sur thréonine et lysine et la germoragn condition contréle sont plus marquées
chez la lignée F334 que chez la lignée F2. La getian et la croissance post-germinative de
la lignée F2 sont moins sensibles a un apportiextéde lysine et thréonine que celles de la
lignée F334. Etant donné que la vitesse de germmatest pas modifiée en présence de
méthionine, dans la recherche de QTL de vitessgedmination, la méthionine est utilisée

comme contrdle osmotique.
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Figure 38 : Courbe de germination de la lignée F2 (A) et déglzée F334 (B) en présence d'acides aminés. La
germination a été effectuée avec 5ml d’eau, dendysile thréonine ou de méthionine a 5mM. Les étgres

ont été calculés a partir de trois répétitions
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1. 3- Elongation de la radicule sur méthionine, théonine et lysine

Des photos ont été prises aprés 124 h d'imbibpiour les expériences de germination
menées en condition contrble, en présence de métkiode thréonine ou de lysine.
L’'observation de la taille de la radicule des ligad-2 et F334 (fig. n°39) met en évidence
I'effet des acides aminés sur I'élongation de ldicale. Les observations montrent que la
thréonine et la méthionine ralentissent la gernomaimais surtout créent une variation de
réponse entre les individus et que la lysine ralerdnsidérablement I'élongation de la
radicule.

Dans ces trois conditions, une différence au nidaliélongation de la radicule entre
les deux lignées est toujours observée ; il est gassible de rechercher les bases génétiques

expliqguant cette différence.

H.,0 Met Thr Lys

F2

o
o T?’" TR

Figure 39: Germination des graines des lignées F2 et F83drésence d'acides aminés. La germination s’est
déroulée en présence de 5ml d’eau, de lysine, réertme, de méthionine a 5 mM. Photographies papess
124h d'imbibition

2- Polymorphisme des aspartate kinases entre legiiées F2 et F334

2. 1-Polymorphisme d’expression

Dans la premiére partie de ce travall, il a été tnéoque des différences de vitesse de

germination entre deux lignées lo et F2 sont acemm@es de différences dans le
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métabolisme de la voie de I'aspartate a traversidEsences d’expression de génes aspartate
kinases et d’activités enzymatiques. Les lignéestH2334 germent a des vitesses différentes,
existe-il un polymorphisme dans I'expression dgmgsate kinases comme cela a été observé
entre les lignées lo et F2 ? Afin d'y répondrexpieession des 4 genes d’aspartate kinases
(askl, ask2, akhXkt akh? a été analysée par gt-RT-PCR dans I'embryon dggds
parentales F2 et F334. Les résultats présentée figd0 montrent que I'expression des genes
asklet akhlest relativement constante au cours de la gerroimateci chez les deux lignées
F2 et F334 alors que I'expression des gemsk2 et akh2 augmente au cours de la
germination. Les résultats ont également montrélgxeression de 3 des 4 génes est plus
importante chez la lignée F334 que chez la lign2elEs résultats d’expression des genes
chez la lignée lo ont été reportés figure n°4Q@ra thdicatif, afin de permettre la comparaison
entre les 3 lignées. Comme cela a été vu danselmipre partie de la these, la lignée a

germination rapide montre un niveau d’expressiams @levé que la lignée a germination

lente.
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Figure 40 : Analyse par qt-RT-PCR de I'expression des gars&4, ask2, akhdt akh2.
L'étude est faite au cours de la germination déglaée lo (noir), de la lignée F2 (gris) et de ignée F334
(point noir) sur des ADNc dilués 4X.
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2. 2- Polymorphismes de séquence

Afin de trouver du polymorphisme et de cartograples genes d’aspartate kinase sur
la carte génétique de la population étudiée, ilséd@ analysés chez les deux parents F2 et
F334. Au cours de la premiéere étude (chapitreef,dénessk? akhletakh2ont été retenu
comme candidats pour expliquer la vitesse de getimim L'ask2et 'akh2sont trés proches
en terme de localisation sur le chromosome ; dRiteseul le clonage deadsk2et de lakhl
a été envisagé.

La recherche de polymorphisme de séquence podmieagghla été effectuée par une
recherche de différence de taille des introns.dgusence de I’ADNc dikhlest entierement
connue (annexe n°l). En utilisant les amorces Bgees dakhl sur ADNc et sur ADN
génomique issus des deux lignées F2 et F334, gméat de 600 pb et de 1,7 kb a été obtenu
respectivement sur ADNc et sur ADN génomique (desméon présentées ). Entre les deux
lignées aucune difféerence de taille n'a été miseéedence. De ce fait, le clonage des
produits PCR et leur séquencage ont été réalisés yehercher un polymorphisme de
séquence. Toutefois, le clonage du fragment dekld,ii’a pas abouti malgré les différentes
méthodes tentées.

La recherche de polymorphisme de séquence pouadenEntask2a été effectuée au
niveau des zones UTR (untranslated region). Pola, des expériences de 3'RACE et
5'RACE ont été menées. Seul le fragment issu @RACE chez les deux lignées a été cloné
avec succes. Des fragments de 322 pb chez F2326pb chez F334 ont été obtenus (fig.
n°41 ). Deux zones présentant des difféerences gleesée ont été mises en évidence grace a
un alignement de séquences par le logiciel MultdMRA, Toulouse) : 'une correspond a la
substitution d’adénine en cytosine, et l'autre dé#tion de 4 nucléotides et a la substitution
d'une cytosine en guanine. Ce polymorphisme a éti&séupour déterminer des amorces

spécifiques de éisk2de chaque lignée.
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i 10 20 30 40 50 L]

1 —————————————————————— — — — — +—————————  — +————————— 1

ask2F2 GGCCCTEGTAGAAGCCCTTCATCARGCGTTCTTTGAAGACGATGTCCTATCACAAGTCGAH
ask2F33d4d GGCCATEGTAGAAGCCCTTCATCAGGCGTTCTTTGAAGACGATGTCCTATCACAAGTCGA
Consensus GGCCaTLGTAGHAGCCCTITCATCALEGCGTTCTTTGAAGACGATGTCCTATCACAAGTCGA
61 7O 80 90 100 110 120

1 1

askZ2F2 AGCGGAGAARCCTACTCGTGGGCTGATCARCGTAGGCTTTGCTGGGTCCAGGCGTGTTATC
ask2F334d AGCGGAGAACCTACTCGTGGGCTGATCAACGTAGGCTTTGCTGGGTCCAGGCGTGTTATC
Consensus HAGCGGAGAACCTACTCGTGGGCTGATCAARCGTAGGCTTTGCTGGGTCCAGGCGTGTTATC

121 130 140 150 160 170 180

1 1

askZF2 TGTTATAGATTCCCACTCGCCTCCATGAACGGCATGGGCATTGGATCATTGATCATGTTT
ask2F33d4d TGTTATAGATTCCCACTCGCCTCCATGAACGGCATGGGCATTGGATCATTGATCATGTTT
Consensus TGTTATAGATTCCCACTCGCCTCCATGAACGGCATGGGCATTGGATCATTGATCATGTTT

181 190 200 210 220 230 240

1 1

askZ2F2 TGCTTGAAARCAAGTATGTCTTCCAGGTTCTCAGCCAATGACTGCAAAACTGTGTTTCTGT
askZ2F33d TGCTTGAARCAARGTATGTCTTCCAGGTTCTCAGCCAATGACTGCAARAACTGTGTTTCTGT
Consensus TGCTTGARACARGTATGTCTTCCAGGTTCTCAGCCAATGACTGCAAAACTGTGTTTCTGT

241 250 260 270 280 290 F00

1 1

askZFZ2 TTTAGAACTGTTTGAGACACCAG=——=TGAGC THRCGAGCACCGATTGTCAACAAGATGG

ask2F334 TTTAGAACTGTTTGEAGACACCACAGTCTGAGC THRCGAGCACCGATTGTCAACAAGATGG

Consensus TTTAGAACTGTTT FPCGAGCACCGATTGTCAARCAAGATGG
301 310 320 330 3dA 350 355

1 1

ask2F2 CAAGCCTGTGATATAATTCCAACTGTAAGGGCGAARTTCCAGCACACTGGLGGLCG
ask2F334 CAAGCCTGTGATATAATTCCAACTGT

Consensus CAAGCCTGTGATATAATTCCAACTGT <@ v v i s s v s s s nssenssassnsssnssnsesn

Figure 41 : Alignement des séquences clonées du gék2provenant des lignées F2 et F334. La zone

de fixation des amorces utilisées pour le génotypast matérialisée par un cadre noir.

2.3- Position de I'ask2 sur la carte génétique

A partir du clonage de fragment d’aspartate kinaesenant des lignées F2 et F334,
des amorces spécifiques discriminant les alléles diix lignées ont été déterminées. La
position des amorces sur la séquence clonée esrmée (fig. n°41).

Des PCR ont été réalisées sur les 280 lignées d2SB&n présence du couple
d’amorcesask2qui permet de discriminer les alléles de la ligpéeentale F2 et de la lignée
parentale F334. Le produit PCR est un marqueurcutd&e dominant car il ne permet pas de
discriminer les hétérozygotes (fig. n°42). L'analygles électrophoréses a montré que 76% des
lignées portaient des alleles homozygotes F2 oérddtgotes et 23% portaient les alleles
homozygotes F334.

Locus : ask 2

Figure 42 : Ségrégation des allelask2dans la population de BC2S5
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La carte obtenue a partir des 280 génotypes deérgérgtion BC2S1 présente 134
marqueurs (dont 19 dominants) répartis sur 155G, une distance moyenne de 11,7cM
entre deux marqueurs. Les données de la ségréghesoalleles disk2dans la population et
I'utilisation des trois logiciels successifs (Magteg Qmap et Joinmap) ont permis de
positionner lask2 sur le chr 3 a 108 cM, entre les marqueurs bnl§1&3umc1027 (fig.
n°43).

umcl746 0
umc1892
bnlg1522
bnlg1144

nc030 50
bnlg1638

gs3
bnlg1035
9 ask?2 100

umcl027

bnlg1931

umcl052

umcl136

Chromosome 3

Figure 43 : Positionnement du gérssk2sur le chromosome 3. Carte génétique établie tir parla population
BC2S3, issue du croisement entre F2 et F334.

3- Distribution des caracteres

La lignée F334 possede de trés mauvaises valergaagiques (fertilité, rendement)
lorsqu’elle est cultivée en Europe. Le stock ddngis, provenant des lignées de backcross
avances issues du croisement entre la lignée Bdighée F334, est tres limité. Il a fallu faire
des choix sur les caractéres a étudier, afin digelifa consommation en graines. De ce fait,
la vitesse de germination a été testée en conditotrble, en présence de méthionine et de
lysine mais pas en présence de thréonine. L'élamyate la radicule illustre la capacité a
investir rapidement le milieu aprés la germinatiom.caractere €longation, correspondant a la
taille de la radicule par rapport au temps écoultreela percée de la radicule et 124h
d’'imbibition, a également été mesuré au cours @gErience de germination en complément
du caractére vitesse de germination. Le Poids anésré comme caractére supplémentaire
pouvant apporter des éléments de discussion. lds @ine semence peut étre lié au pool de

sucres, d'acides aminés et de lipides qu’elle eontiA priori, il existe une relation entre la
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germination et les réserves du grain sec et paéourent il existe sans doute une liaison entre
la vitesse de germination et le poids.

La détection de QTL n’est réalisable que pour degaateres quantitatifs, c'est-a-dire
qui ont une distribution continue au sein de la ylajon étudiée. La distribution des
caractéres vitesse de germination et élongatiodadeadicule en condition contréle, sur

méthionine et sur lysine a été analysée au seif2ieignées de BC2S5.

3. 1- Le poids

Le distribution du caractere poids dans la popohatie 125 lignées de BC2S5 suit une
loi normale (fig. n°44). La dispersion du caractafétend de 0,1 g a 0,3 g par grain en

fonction des lignées.

3. 2- La vitesse de germination

Les distributions des caracteres, (T50) en comditiontrdle, (T50) sur méthionine et
(T50) sur lysine, suivent une loi normale. La dispen des caractéres est de 70 -170 pour le
(T50) en condition contrdle, 90 - 200 pour le TS séthionine, de 80 - 210 pour le (T50)
sur lysine. On peut constater un éclatement deslailtition du caractere en présence de

méthionine et de lysine (fig. n°44).

3.3- L’élongation de la radicule

La distribution du caractere élongation de la ral@idE.) en condition contréle, en
présence de méthionine et de lysine suit une lohate. La dispersion des caractéres est de
10 - 60 mm/h pour I' E. en condition contrdle, 180 pour I'E. sur méthionine, de 0,1 - 40
pour I'E. sur lysine. On peut constater un éclateinte la distribution du caractéere, mais
surtout un déplacement de la distribution vers\addsurs plus petites en présence de lysine
(fig. n°44).
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4- Corrélation entre les caractéres

Le coefficient de corrélation r2 est déterminé graw logiciel Excel. La propriété
fondamentale du coefficient de corrélation (r?) astisée afin de connaitre les liaisons
eventuelles entre deux caractéres. La corrélatom @re exprimée en pourcentage lorsque r2
est multiplié par 100.

L’ensemble des résultats issus de I'analyse de®latibns entre caractéeres pris a deux est
présenté tableau n°V.

Tableau V: Corrélation entre caractéres pris deux a deux.

T50 T50 T50 Elongation Elongation | Elongation
Condition sur Sur en sur sur
controle méthionine lysine condition méthionine lysine
controle
Poids 0,20 0,16 0,13 0,0019 0,0064 0,0002

T50 , , 0,1376 0,0026 0,0131
en Condition
contréle

T50 sur
méthionine

T50 sur lysine

Elongation en
condition contrdle

Elongation
sur méthionine

Elongation
sur lysine

Le coefficient de corrélation entre germinationcendition contréle et sur méthionine
est r2 = 0,48 ; ceci signifie qu’il existe 48% deviariation observée lors de la germination en
condition contréle et en présence de méthionine spnt expligués par les mémes
phénoménes. Le coefficient de corrélation entrengetion en condition contréle et la

germination sur lysine est r2 = 0,58. De maniereégdle, il existe une corrélation assez
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importante entre les germinations dans les diftéserconditions. En effet, les résultats
montrent que pour des conditions prises deux a dlgu une corrélation de 48 a 64%.

Le poids est corrélé de 13 a 20% avec la germimatems les différentes conditions.
Par contre le poids n’est pas corrélé avec lesggaloons de radicules sur eau, méthionine ou
lysine.

Le coefficient de corrélation entre élongation endition contréle et I'élongation sur
méthionine est de r2 = 0,013. Il est de r2="entre élongation en condition contréle et
I'élongation sur lysine et de r2 = 0,0191 entrengktion sur méthionine et I'élongation sur
lysine. L'analyse des coefficients de corrélatiffiectuée en observant I'élongation sur I'eau,
la lysine ou la méthionine montre qu’il n'existespde liaison entre I'élongation dans les
différentes conditions.

Les corrélations entre germination et élongation montré qu’il n'existe pas de

corrélation ou du moins une trés faible corrélagaire la germination et I'élongation.

5- L’analyse de QTLs

5. 1- Détection des QTLs de poids

Un QTL (poids), qui explique environ 11% de la ahilité du caractere, a été détecté
par 'analyse QTL. Il est localisé sur le chr 3@k8V) proche du marqueur umc1052. L'allele
situé dans cette zone, provenant de la lignée F33dorte un bénéfice d’environ 30g aux

poids de mille grains aux lignées possédant un ¢@meétique F2.

5. 2- Détection des QTLs de vitesse de germinati¢hs0)

La vitesse de germination est déterminée par le {E50ps nécessaire a la germination
de 50% des graines. Ce caractere représente aussiphcité a induire la reprise de la
respiration et du métabolisme a travers la mollibsades réserves carbonées et azotées. 12
QTLs (T50) en condition contréle, méthionine etingsavec un LOD score > 2.05 ont été

détectés sur les chr 1, 3 et 4.
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5. 2. 1- QTLs de vitesse de germination en conditiantrole (eau 20°C)

Les zones impliquées dans le contréle du caracitagse de germination en condition
contrble ont été détectées sur les chr 1, 3 ealI€au n°VI). Le QTL localisé sur le chr 1 est
positionné a 170 cM, proche du marqueur bnlg1dbBxplique environ 7% de la variabilité
phénotypique. Le QTL localisé sur le chr 3 est fimsné a 170 cM, proche du marqueur
umcl052 ; il expliqgue environ 19% de la variabiliiéenotypique. Les QTLs localisés sur le
chr 4 sont positionnés a 44 cM au marqueur ncOO4& 02 cM proche du marqueur
bnlg2291 ; ils expliqguent respectivement 13 et 28eé4a variabilité phénotypique.

L’analyse de l'effet des alléles permet de mettré&edence que l'allele F334 du QTL
localisé sur le chr 1 confere une variation de )(<®ms un fond génétique F2, celui localisé
sur le chr 3 confére une variation de (+12h), etxadu chr 4 positions (a et b) une variation
de (-10h) et (-11h) respectivement.

5. 2. 2- QTLs de vitesse de germination sur méthen

La germination sur la méthionine sert de contr@lmatique ; en effet la molarité est la
méme que pour la germination sur lysine. De ples,tésts de germination montrent que la
méthionine ne modifie pas la vitesse de germingiamrapport au contrdle eau.

Les zones impliquées dans le contrble du caractéesse de germination sur
méthionine ont été détectées sur les chr 1, 3€aldleau n°VI). Le QTL localisé sur le chr 1
est positionné a 170 cM, proche du marqueur bnlgl0b explique environ 8% de la
variabilité phénotypique. Le QTL localisé sur ler hest positionné & 174 cM, proche du
marqueur umcl052 ; il explique environ 10% de lasiamlité phénotypique. Les QTLs
localisés sur le chr 4 sont positionnés a 48 cMgclpe du marqueur ncO004 et a 102 cM,
proche du marqueur bnlg2291 ; ils expliquent respement 10 et 16 % de la variabilité
phénotypique. L'analyse de I'effet des alléles petroie mettre en évidence que l'allele F334
du QTL localisé sur le chr 1 confere une variatien(-9,7h) dans un fond génétique F2, celui
du chr 3 confére une variation de (+14h), et cauxltr 4 en position (a et b) une variation de
(-11h) et (-17h) respectivement.
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5. 2. 3- QTLs de vitesse de germination sur lysine

La vitesse de germination sur la lysine est radepéir rapport a la germination sur eau
ou méthionine. Cette condition a pour but de me#tneévidence les zones du génome
impliquées d'une part dans la réponse a un appotétieur de lysine et d’autre part dans la
réponse a une condition qui provogue un ralentiss¢he germination.

Les zones impliquées dans le contréle du caraeitgsse de germination sur lysine
ont été détectées sur le chr 1 et 4 (Tableau nE¥IRTL localisé sur le chr 1 est positionné a
170 cM, proche du marqueur bnlgl055 ; il expliguevien 6% de la variabilité
phénotypique. Les QTLs localisés sur le chr 4 positionnés a 48 cM, proche du marqueur
nc004, a 100 cM proche du marqueur bnlg2291 et2achb proche du marqueur bnlg1337 ;
ils expliquent respectivement 15, 13 et 12% de daabilité phénotypique. L'analyse de
I'effet des alleles permet de mettre en évideneel@liele F334 du QTL localisé sur le chr 1
confére une variation de (-11h) dans un fond ggoétF2, et ceux du chr 4 en position (a, b

et ¢) conferent une variation de (-19h) (-19h) &4 respectivement.
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Tableau VI : QTLs putatifs.

Caractére | chr Localisation Intervalle LOD Effet R2
Marqueur distance de confiance ( h ) %
cM
Poids 3 umcl052 180 166-194 3,02 +27.81 10,9

T50 sur
lysine

bnlg1055

Nc004

bnlg2291

bnlg1337

170

48

100

152

160-186

34-54

88-102

146-156

2,46

4,34

3,95

3,16

1 bnlg1055 | 170 160-180 2,24 -9 7.3
T50 en 3 umcl052 | 170 158-186 2,75 +12 18,9
condition
controle 4 nc004 44 30-54 2,29 -10 13,3
4 bnlg2291 | 102 94-116 2,35 -11 19,9
1 bnlg1055 | 170 164-188 2,06 -9.70 | 8,0
T50 sur 3 umcl052 | 174 158-190 2,52 + 14 9,6
méthionine
4 nc004 48 34-64 4,30 -11 10,5
4 bnlg2291 | 102 100-108 4,43 -17 16,2

-11

-19

-19

- 14

6,4

14,6

12,8

11,6
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5. 3- Détection des QTLs d’élongation de la radical

5. 3. 1- QTLs d’élongation de la radicule en canditcontréle (eau 20°C)

Les zones impliguées dans le contrble du caracfregation de la radicule en
condition contrdle ont été détectées sur le chr 2 @ableau n°VIl). Le QTL localisé sur le
chr 2 est positionné a 136 cM, proche du marqualglii21 ; il explique environ 9% de la
variabilité phénotypique. Le QTL localisé sur ler &hest positionné a 146 cM, proche du
marqueur umcl792 ; il explique environ 11% de laamlité phénotypique. L'analyse de
I'effet des alleles permet de mettre en évideneel@liele F334 du QTL localisé sur le chr 2
confére une variation de (+0.0041mm/h) et celuckliu5 une variation de (+0.005mm/h) dans

un fond génétique F2.

5. 3. 2- QTLs d’élongation de la radicule sur metime

La zone impliquée dans le contréle du caractérengaliton de la radicule sur
méthionine a été détectée sur le chr 1 (tablealln®ile est positionnée a 40 cM, proche du
marqueur bnlg439 et explique environ 9% de la Wéiia phénotypique. L’'analyse de I'effet
des alléles permet de mettre en évidence quel€dfig34 de ce QTL confére une variation de

(+0.42mm/h) dans un fond génétique F2.

5. 3. 3- OTLs d’élongation de la radicule sur Igsin

Les zones impliquées dans le controle du caraétergation de la radicule sur lysine
ont été détectées sur le chr 7 et 10 (tableau n°MIQTL localisé sur le chr 7 est positionné
a 90 cM, proche du marqueur umcl112; il expliqueriren 12% de la variabilité
phénotypique. Les QTLs localisés sur le chr 10 posttionnés a 44 cM, proche du marqueur
bnlg1037.2 et & 68 cM, proche du marqueur umcl246expliquent chacun environ 12% de
la variabilité phénotypique. L'analyse de I'effetgdalléles permet de mettre en évidence que
l'alléle F334 du QTL localisé sur le chr 7 confaree variation de (-0.92mm/h) et ceux du chr
10 une variation de (-0.96mm/h et -0.82mm/h) danfuad génétique F2.
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Tableau VIl : QTLs Putatifs

Caractere | chr localisation Intervalle | LOD Effet R2
Marqueur S‘J‘ame de confiance (mm/h) | %
2 bnlgl721 136 126-146 2,55 + 0,0041 9,4
E. en
condition 5 | umcl792 | 146 140-152 2,88 | +0,0050 | 10,6
contrble
E. sur 1 bnlg439 40 34-50 2,44 + 0,42 9,3
méthionine
7 umclli2 90 84-96 3,21 -0,92 12,0
E. surlysine| 10 | bnlg1037.2 44 34-50 3,32 - 0,96 12,3
10 umcl246 68 66-70 3,35 -0,82 12,5

6- Recherche de genes candidats

La recherche des genes candidats qui peuvent erpligs QTLs a été effectuée en
listant les genes localisés dans lintervalle de aerniers. Les QTLs qui coincident entre eux
sont regroupés en zone de 1 a 4 (fig. n°45).

Leszones 1, 3 et 4positionnées sur le chr 1 proche du marqueurl®d§, sur le chr
4 proche du marqueur Nc004 et sur le chr 4 prochmarqueur bnlgl444, ont été identifiées
comme des zones impliquées a la fois dans le émeagermination en condition contréle,
germination sur méthionine et germination sur lgsiba Zone 2 positionnée sur le chr 3
proche du marqueur umcl052, a été identifiee comngezone impliquée a la fois dans le

caractére poids, germination en condition contrélegermination sur méthionine. Dans
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chacune des zones une vingtaine de génes a élisdecaleur réle dans la cellule ainsi que
leur numéro d’accession a GenBank ont été repdags le tableau n°Vllla, b, c et d.

Un QTL n’appartient pas a une zone ; il s’agit d@QmL (T50 sur lysine) localisé sur
le chr 4 proche du marqueur bnlgl337. Dans lirdbevde ce QTL 14 genes ont été
localisés tableau n°Vllle.
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gn'l'cié;; * T50 condition contrdle|
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anglO%?.l 25 M T50 sur lysine
bnlg1083 M N
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Figure n°45: Co-localisation des QTLs. Seuls les chromosofe8 et 4 sont représentés. A gauche : les

QTLs ; A droite : I'évolution des LODs le long dhiromosome.
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Tableau n°Vllla : Liste des genes co-localisant avec les QTL diotee 1

Zone 1 Fonction / nétabolisme Carte de Genbank
Chromosome 1 (bnlg1055) référence accession
ADP GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE Métabolisme des sucres IBM050110 CF039793
CELL DIVISION CONTROL Division cellulaire IBM2 neighbors
CELLULOSE SYNTHASE 6 Paroi cellulaire IBM050110 CF033485
CYTOSOLIC GLYCERALDEHYDE 3 P DESHYDROGENASE | Métabolisme carbah IBM2 neighbors | ---------------
DWARF 8 Mutant (taille de la plant) IBM2 neighbors | ---------------
GLYCOGEN PHOSPHORYLASE Métabolisme des sucres IBM2 neighbors | ---------------
GLUTAMATE DECARBOXYLASE (GAD Métabolisme des acides arégr | IBM050110 CD972112
GRS-LIKE Récepteur IBM2 neighbors | ---------------
HEAT SHOCK PROTEIN, DNAJ Protection IBM2 neighbors | ---------------
METHYLTRANSFERASE Putative RNA Blicase IBM050110 CX129522
PROTEIN HAVING FLOWERING REGULATING ACTIVITY Régulation IBM2 neighbors | ---------------
GLUCOSE 6 P ISOMERASE Métabolisme des sucres IBM050110
ALDEHYDE OXIDASE Métabolisme des sucres IBM050110
GLUTAMINE DESHYDROGENASE 1 Métabolisme des acides arég | IBM2 neighbors | ---------------
GLUCOSE 6 DESHYDROGENASE Métabolisme des sucres IBM050110
PECTATE LYASE PRECURSOR SUCROSE SYNTHASE (SH1)| Métabolisme des sucres IBM2 neighbors | --------------
TRANSCRIPTION FACTOR LIKE Facteur de transcription IBM2 neighbors | -------------
Tableau n°VIlIb : Liste des génes co-localisant avec les QTL dofee 2
Zone 2 Fonction / nétabolisme Carte de Genbank
Chromosomes (umc1052) référence accession
adenine nucleotide translocatorl ANT Récepteur./ transporteur IBM2 neighbors | -
AUXIN RESPONSE FACTOR Régulation de la transcription IBM050110 Al665484 /
CD984879
CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN photosyntiése IBM050110 CF028182
TRANSCRIPTION FACTOR BZIP Putative G box binding factor 8 | IBM050110 CX129476
TRANSCRIPTION FACTOR Facteur de transcription IBM050110 CD975729

Ubiquitin conjugating enzyme UCE

IBM2 neighbors

ADP GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE, ENDOSPERM
(mutant:sHRUNKEN2 )

Métabolisme des sucres

IBM2 neighbors

40S ribosomal protein

Liaison ARN

IBM2 neighbors

MALATE DESHYDROGENASE 3 ribosomal protein

Sucre (formation oxalo&tate)

IBM2 neighbors

ketol-acid reductoisomerasel

Métabolisme des acides arés

IBM2 neighbors

GLOBULIN

Réserve pratique

IBM2 neighbors

CARBONIC ANHYDRASE

Métabolisme du carbone

IBM2 neighbors
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Tableau n°Vllic : Liste des génes co-localisant avec les QTL dofe 3

Zone 3 Fonction / nétabolisme Carte de éférence Genbank
Chromosome 4 (nc004) accession
1-ACYL-GLYCEROL-3-PHOSPHATE ACYLTRANSFERASE, Métabolisme des lipides IBM050110 CF062436
ACONITASE 1 Métabolisme des sucres IBM2 neighbors | -----r------
ADENOSYLHOMOCYSTEINASE LIKE Métabolisme des acides anéis IBM050110 CF018380
ADH?2 détoxication IBM2 neighbors

adenosyl homocysteine hydrolase, ahh

Métabolisme des acides andis

IBM2 neighbors

basal layer antifungal protein2

IBM2 neighbors

BETA-5 TUBULIN Liaison ADN IBM2 neighbors | ------mees
BETL2 PROTEIN PRECURSORBASAL ENDOSPERM TRANSFER LAYER) |  —==-ommeem- IBM050110 CD979148
brown midrib3 : BM3 Mutant (Methyltransferase, affecte la| IBM2 neighbors | -
composition en lignine)
chaperone DNA J homologl CDJ Protection ADN IBM2 neighbors | ===
CHLOROPHYLL A/B-BINDING PROTEIN photosyntiése IBM050110 CF025760
Cinteotl4 : CIN4 elts transposable | e IBM2 neighbors | -+
floury2 Mutant (augmentation de la teneur er] IBM2 neighbors | ===
lysine)
GLUCOSE 4 EPIMERASE Métabolisme des sucres IBM050110 CF005765
NEUTRAL INVERTASE Signalisation des sucres IBM050110 CX129445
oxygen evolving complex OEC23 Photosyntise IBM2 neighbors | -----r------
ZM O-METHYLTRANSFERASE ZRP4 M éthyltransgrase IBM2 neighbors | ==
RIBOSOME RECYCLING FACTOR | emeeeeeeeeee IBM050110 CX129484
RNA HELICASE PRH75 RNA hélicase IBM050110 CX129545
SPHINGOSINE KINASE Métabolisme des lipides IBM050110 CX129540
RNA POLYMERASE SIGMA FACTOR 1 ARN IBM050110 CF026428

TRANSCRIPTION FACTOR LIKE

Facteur de transcription

IBM2 neighbors

zein alpha proteinl ZP1 / zein protein ZPL1

IBM2 neighbors

Tableau n°VIIId : Liste des génes co-localisant avec les QTL dle 4

Zone 4 Fonction / nétabolisme Carte deéférence | Genbank

Chromosome 4 (bnlg2291) accession

AQUAPORIN zmMPIP26 | e IBM2 neighbors | -----------
CDPK (CALCIUM DEP. PROTEIN KINASE) Reégulation / Signalisation IBM050110 CF037259

GLUTAMINE SYNTHETASE 5

Métabolisme des acides aréi

IBM2 neighbors

HISTONE 2B HIS2B

Liaison ADN

IBM2 neighbors

PYRUVATE DEHYDROGENASE 1

Métabolisme carbah

IBM2 neighbors

ser/thr PROTEIN "PHOSPHATASE 1

Phosphorylation/éphosphorylation

IBM2 neighbors

PUTATIVE RECEPTOR PROTEIN KINASE

Phosphorylationéphosphorylation

IBM2 neighbors

ribosomal protein L17

IBM2 neighbors

SER/THR PROTEIN KINASE-LIKE Phosphorylation&éphosphorylation | IBM050110 Al668267

SUCROSE SYNTHASE (FRAGMENT) ZEA MAYS Métabolisme des sucres IBM050110 CX129456
tousled protein kinase TLK | e IBM050110 | -~
TRANSCRIPTION FACTOR ZINC FINGER Facteur de transcription IBM050110 CD975734

trigonellinel

IBM2 neighbors

zea agamous3

Mutant (teneur en préine et
structure de'épi)

IBM2 neighbors

ZEA FERREDOXIN--NITRITE REDUCTASECHLOROPLAST Métabolisme azet IBM050110 Al861177
PRECURSOR
ZEA RACA SMALL GTP BINDING PROTEINLIKE | == IBM050110 CD995866
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Tableau n°Vllle : Liste des genes co-localisant avec le QTL T #igue lysine

QTL spécifique lysine Fonction / nétabolisme Carte deéférence | Genbank

Chromosome 4 (bnlg1337) accession
MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE Division cellulaire IBM050110 CX129487
ADP GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE CELL DIVISION Métabolisme des sucres IBM050110 CF039793
CONTROL PROTEIN 2 HOMOLOG 2 LIKE
CYSTATHIONINE BETA-LYASE Métabolisme des acides aréin IBM050110 CF029033
EUKARYOTIC INITIATION FACTOR 3H1 SUBUNIT LIKE Facteur de transcription IBM050110 AI978038
Invertase NADH DEHYDROGENASE Signalisation des sucres IBM050110 CF033597 /

BE123248
PUTATIVE CALMODULIN-BINDING PROTEIN Régulation activié enzymatique | IBM2 neighbors | -
PYROPHOSPHATASE Régulation: IBM050110 CD973886
Phosphorylation&phosphorylation
RACB SMALL GTP BINDING PROTEIN Architecture de la paroi cellulaire | 1BM2 neighbors | ===
SHAGGY LIKE PROTEIN KINASE Voie de signalisation IBM2 neighbors | -
SUCROSE SYNTHASE Métabolisme des sucres IBM050110 CD984732
telomere associated sequence TASTO | = e IBM2 neighbors | -----------------
ubiquitnusl -~~~ | IBM2 neighbors | -~
H+-PYROPHOSPHATASE MRNA, PARTIAL CDS Régulation: IBM2 neighbors | -
Phosphorylation&phosphorylation

RACD SMALL GTP BINDING PROTEIN Architecture de la paroi cellulaire | IBM2 neighbors | -
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DISCUSSION

La différence de germination entre les lignées tid-2 est accompagnée d’une
différence du métabolisme de I'aspartate. Ceciitsétaa une accumulation de lysine chez
la lignée a vitesse lente. Comme cela a été fadoams de I'étude sur I'implication de la
voie de l'aspartate sur la germination (chapitrd’dffet de la lysine a été évalué sur les
lignées parentales F2 et F334. La lignée F2 estnuome aux deux expériences et
correspond a une lignée a germination lente glek F334 est introduite au cours de cette
nouvelle étude grace a la collaboration avec TUMIRA/USTL 1281, stress abiotiques et
différenciation des végétaux cultives, Estrées —n&l@t correspond a une lignée a
germination rapide. Les lignées parentales sonésrasgermer sur 5mM de méthionine, de
thréonine et de lysine. La méthionine présente fiet @lutdét neutre sur la vitesse de
germination contrairement a la lysine qui la rateett a la thréonine qui I'accélére. L'effet
des acides aminés est plus marqué sur la vitessgemheination de la lignée F334 a
germination rapide que sur la lignée F2 a gernonaiente. Cette différence de I'effet des
acides aminés en fonction des génotypes avaitrégakeété observée entre les lignées lo
et F2.

L’expression des génes d’'aspartate kinases deselgparentales a été caractérisée
par qt-RT-PCR. L'expression des genes des aspakiatses est quantifiee comme
marqueur du polymorphisme de la biosynthese defescaminés. La lignée F334 est
compareée a la lignée lo a germination rapide diga baractérisée (chapitre I). La vitesse
de germination de F334 est tres proche de celle dentrairement a celle de F2 ; en effet
le T50 est de 54h et 52h pour F334 et lo respeuve et celui de F2 est de 74h.
L’analyse de I'expression des genes codant pouralgsartate kinases montre que
I'expression daskl est relativement constante au cours de la gerimimateci chez les
lignées F2, F334 et lo, alors que I'expressiongigesask? et akh2augmente au cours de
la germination. Les résultats montrent égalemet ltpxpression de tous les génes est
plus importante chez les lignées lo et F334 a gatian rapide que chez la lignée F2 a
germination plus lente. (Wang et Larkins, 2001; Wa al, 2001) montrent qu’une

différence d’'expression des génes d'aspartate &irsaccompagne d’'une différence
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d’'activité enzymatique et d'une différence de tenen acides aminés essentiels. La
similitude de I'expression des génes des aspatiadses entre la lignée F334 et la lignée
lo suggére un flux plus important d’aspartate dassbranches méthionine/thréonine que
dans la branche lysine chez la lignée F334 paroragpla lignée F2, qui expliquerait la

différence de vitesse de germination entre F332eta germination et la croissance de la
radicule de la lignée F334 ne serait pas soumises affet négatif d’une forte teneur

physiologique en lysine, comme pourrait I'étre larrgination et la croissance de la

radicule de la lignée F2 (chapitre I).

Le clonage des différents genes de l'aspartateskimaété effectué dans le but de
trouver du polymorphisme de séquence et de pouesircartographier sur la carte
génétique issue du croisement entre la lignée R2ligmnée F334. L'objectif est de pouvoir
mettre en évidence la liaison entre les genes ¢qumam les aspartate kinases et la vitesse
de germination. Seul le clonage dask2a abouti et a mis en évidence au moins deux
zones de polymorphisme (fig. n °41). Le clone idsuda lignée F2 présente 4 nucléotides
en moins et 2 nucléotides différents du clone tsda lignée F334. Ce polymorphisme a
été utilisé pour génotyper les 125 lignées de BC2%5 résultats du génotypage ont
permis de positionner dsk2 sur le chromosome 3. Cependant, le gewsk2 a été
positionné sur le chromosome 2 par (Muehlbagieral, 1994). Cette différence peut
s'expliquer par [I'existence d'autres gének2 non identifiés. Des travaux sur
I'identification de genes codant pour des aspakatases mono-fonctionnelles montrent
I'existence de trois geneak-lys] ak-lys2etak-lys3 chezArabidopsisthaliana (Yoshioka
et al, 2001). Ces travaux montrent également qu’une tioata’ask-lys3au niveaude la
boite aspartate kinase et du motif DPR, indispdaspbur l'activité aspartate kinase,
n’induit aucune différence au niveau de la croissanu développement et de la fertilité ;
ceci peut s’expliquer par la redondance des adpakimases. En effet soitak-lys3
s’exprime dans les mémes régions qua-lyslet I'ak-lys2,soit les acides aminés de la
voie de l'aspartate sont transférés dans les zond'sak-lyslet I'ak-lys2sont exprimeés. I
serait intéressant d'identifier, par Sourthern ble@nsemble des genes codant pour les
aspartate kinases mono-fonctionnelleset de lesgragthier chez le mais. L'existence d’un
nombre important de génes impliquerait une comgdexdccrue du contréle spatial,

temporel et génétique du métabolisme de I'aspadigpendant en plus des génotypes.
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L’expérience de germination a été réalisée en poésd’eau, de méthionine et de
lysine. La distribution des caracteres au seinadedpulation de 125 lignées issues du
croisement F2xF334 est continue. Une distributiontioue d’'un caractére indique la
présence de plusieurs facteurs génétiques auxglatsutent les effets du milieu qui
influencent ce caractére. Il a donc été possiblerahercher les bases génétiques
expliquant la vitesse de germination et d’élongatie la radicule, en présence d’eau, de
méthionine et de lysine, par une recherche de QDies. QTLs de poids du grain ont
également été recherchés comme élément supplémeeptaivant servir a la discussion.
Le nombre de QTLs détectés pour chaque conditibrmedativement faible, mais reste
convenable étant donnée la population étudiéele(tadle la population, distance
phénotypique entre les parents, densité de marguseuls les QTLs a effet majeur ont
donc été mis en évidence. Les autres QTLs, amifetur, ont besoin d’une population de
plus grande taille et d’'une carte génétique satpagelus de marqueurs pour étre détectés
mais ils sont moins intéressants dans l'approcliesad. Les résultats ont permis de
détecter 4 QTLs (T50 condition contréle), 4 QTL&SQTsur méthionine) et 4 QTLs (T50
sur lysine) et 1 QTL de poids (fig. n°46). La comgison des QTLs de germination montre
que tous les QTL (T50 en condition contrdle) caal@ent systématiquement avec les
QTLs (T50 sur méthionine). Ceci confirme I'hypotaésun effet neutre de la méthionine
a 5mM sur la germination issue de I'observatioriadgermination des lignées parentales

en présence de méthionine.
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Figure 46: Carte génétique partielle du mais (chromosomes 3, 4, 5, 7 et 10). Positionnement du QTL

poids, des QTLs de vitesse de germination (T5@jéongation
de la radicule (E.) en condition contrdle, sur nodtime et sur

lysine.
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Dans le but de rechercher les genes candidatsjeapli la présence des QTLs, des

zones de co-localisation de QTLs ont été défindss zones sont caractérisées par la

présence d’au moins deux QTLs (T50). La co-locatisade plusieurs QTLs du méme
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caractéere dans des conditions différentes valigaitdht plus la détection et met en
évidence les QTLs dits stables.

Au niveau de lzone 1 proche du marqueur bnlgl1055, sont positionnéQIBiss
T50 des 3 conditions. Cette co-localisation de Q(IIZ0) valide la présence d’'un géne ou
d’'un cluster de genes impligué dans le controléadatesse de germination. Les QTLs au
niveau de cette zone ont des valeurs de LODs cseneptre 2,06 de 2,46 ce qui signifie
que la probabilité que ces QTLs aient été détguesrreur est de 25 a 15%. lls expliquent
entre 6,4 et 8% de la variabilité phénotypique duactére. Les résultats montrent que
I'alléle provenant de la lignée F334 dans un foAdé&ique F2 induit une augmentation de
la vitesse de germination de 9 a 11h en fonctios a@mnditions. La présence d’acides
aminés ne modifie pas de maniere probante le wEn@ti'apporte l'allele F334. Dans cette
zone, de nombreux genes du métabolisme des sutrdsseacides aminés ont été
identifiés ; I’ADP-glucose-pyrophosphorylase, layagigéne phosphorylase, la sucrose
synthase et la cellulose synthase pour le métabelides sucres ainsi que la glutamate
décarboxylase pour le métabolisme des acides aroimeésté retenus comme candidats.
L’hypothése qu’un ou plusieurs de ces genes soigltqués dans le contrble de la vitesse
de germination est en accord avec les nombreuxs ligablis entre germination et
métabolisme carboné et azoté. Au cours de la gatiom de nombreux processus de
mobilisation des réserves impliquant le métabolistagboné sont mis en place. Ces
processus peuvent influer sur la capacité de osrggégnotypes a germer plus au moins vite
en fonction, d’'une part de la nature des réserves’'autre part des meécanismes
d’utilisation de ces réserves. Il est possible d@dP glucose pryrophosphorylase,
enzyme clé et limitante de la synthése de I'amidsimulée par certains produits de la
photosynthése comme le 3 phosphoglycérate (3PGihitté par le PPi (Watteblest al,
2005), induise une différence de teneur en amidais Bussi une différence au niveau de
la proportion amidon / glycogene / cellulose aursale la formation des graines chez les
lignées F2 et F334. L’amidon, le glycogene et lButmse sont des polymeres de glucose
qui se difféerencient par la nature des liaisonseeleis molécules de glucoses. L'amidon est
constitué essentiellement de glucoses liéglea et tres peu de ramification gh-6, le
glycogene est constitué de glucose lisyéM etyl-6 et la cellulose est un polymere
d’'unités de glucose liees ¢i-4. La glycogene phosphorylase, également cangiolat
expliquer la présence du QTL, libere plus faciletriea molécules de glucose constituant

les polymeres, lorsque ces polymeéres possedentameiicationsyl-6 (Hameset al,
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2000). La capacité a rendre disponible le glucoseoarrs de la germination peut expliquer
la présence de la glycogene-phosphorylase au nidea@TL. La sucrose synthase,
également candidat, controle le flux de carboneedatbiosynthese des polysaccharides et
la respiration, mais aussi dans la génération dBMF-glucose, dans la sensibilité de la
cellule au signal induit par les sucres, dans fFegpion des génes impliqués dans la
formation des réserves ou la maturation des grdiesh, 2004). Des travaux ont montré
que la diminution significative de l'activité de faicrose synthase induit I'inhibition du
développement de I'embryon et de I'endosperme dbemton (Zenget al, 1998). De
plus, la transcription et la traduction ainsi gaddcalisation sub-cellulaire de la sucrose
synthase sont régulées par des conditions physipieg biens spécifiques. En effet, un
deéficit en oxygene induit une augmentation impddades ARNm et de [lactivité
enzymatique (Zenget al, 1998, 1999) et l'affinité de la sucrose synthgsmir la
membrane plasmique est régulée par le niveau dsppboylation de I'enzyme (Koch,
2004). Une différence au niveau de I'expressiormeua régulation de la sucrose synthase
chez les lignées F2 et F334 peut induire une @iffée au niveau de la gestion des sucres
et donc une différence de vitesse de germinatigiiguant la présence du QTL. Une
cellulose synthase impliquée dans la constructemnpdrois cellulaires a aussi été localisés
dans cette zone. Au cours de la germination laggedu tégument par la radicule est
rendue possible grace a l'allongement des cell{Besvley, 1997). La cellulose synthase
provenant de la lignée F334 pourrait étre diffézeté celle de la lignée F2 et répondre
plus rapidement au besoin en cellulose de la eellh somme, une différence au niveau
des réserves mais aussi de la capacité a rendpendite le glucose au cours de la
germination ou de le mobiliser pour la synthése mha®is peut expliquer le lien ente la
différence observée au niveau de la vitesse deigation des deux lignées et le cluster de
géenes impligués dans le métabolisme des sucrdsskgau niveau des QTL de la zone 1.
Au cours de la germination, de nombreux processumadbilisation des réserves
impliquant le métabolisme azoté sont égalementemiplace. La glutamate décarboxylase
peut étre un bon candidat pour expliquer la présalecce QTL. En effet, cette enzyme
joue un réle important dans le maintien du pH dio®yl et dans la synthese d’alanine. La
glutamate décarboxylase dégrade le glutamate pooref du GABA en consommant des
H" et le GABA formé est un intermédiaire de la systhé’alanine et de pyruvate. Le
GABA joue un rble dans le maintien de la balanchl,Glans la régulation du pH du

cytosol, dans la protection contre les stress d¥gdalans le contrdle osmotique et la
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transmission de signal (Bouckeé al, 2003). Entre les deux lignées, il pourrait existe
polymorphisme d’expression du gene codant pour [lgagnate décarboxylase ou un
polymorphisme au niveau de l'activité enzymatigiée lau pool de glutamate ou au pool
d’activateur ou inhibiteur de I'enzyme expliquamar lintermédiaire du GABA, la

difféerence de germination.

Au niveau de lazone 2 proche du marqueur umcl1052, est positionné le@€Ll
de poids de cette étude. Il a été détecté avetnetativement faible, ce qui signifie que (i)
dans les conditions de l'étude (taille de la popoila distance phénotypique entre les
parents, densité de marqueurs), les QTLs moins fooint pas été détectés (i) malgré une
carte saturée certaines zones du génome restegessibles (iii) le caractére poids, bien
gue possédant une base génétique, est trés fottémfleencé par I'environnement. De
nombreuses études ont montré linfluence de l'exibeinent, de la nutrition et de la
température sur la taille, le poids et le rendendest grains (Austiret al, 2000; Fryeret
al., 1998). Cet unique QTL de poids co-localise avemuzes QTLs correspondant a la
vitesse de germination en conditions controles (T®hdition controle et T50 sur
méthionine). Ces 2 QTLs expliguent entre 9,5 €9 28,de la variabilité phénotypique du
caractere. L'analyse des effets de ces QTLs maniee I'allele issu de la lignée F334
induit & la fois une augmentation de poids et unaraition de la vitesse de germination.
La corrélation négative entre le poids et la viteds germination a également été mise en
évidence dans I'étude de Limarei al. 2002. En effet, lo qui présente des graines de
petites tailles et légeres par rapport a la ligh2egerme plus rapidement. La coincidence
de QTL de poids et de QTL de T50 dans deux étuitigsathtes suggere que le gene ou le
cluster de genes impliqué dans la variation du gaid grain est directement ou
indirectement impliqué dans la vitesse de gernonatDans cette zone, une vingtaine de
genes est connue (Tableau n°VIIIb) ; certains saptiqués dans le métabolisme carboné
comme I'ADP-glucose-pyrophosphorylase et la matktshydrogenase et peuvent étre

candidats pour expliquer ce QTL.

Sur le chromosome 4, deux zones ont été misesidanee ; la zone 3 proche du
marqueur nc004 et la zone 4 proche du marqueud#ady Au niveau des zones 3 et 4,
une co-localisation des 3 mémes QTLs a été détedtd@TL (T50 condition contréle), 1
QTL (T50 sur méthionine) et 1 QTL (T50 sur lysin€gtte co-localisation de QTLs (T50)
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valide la présence d'un géne ou d'un cluster deegiémpliqué dans le contréle de la
vitesse de germination. Ces deux zones 3 et 4uediqune base génétigue commune entre
la germination en présence d’eau, en présence tleamiée et en présence de lysine ; ces
résultats sont en accord avec les corrélationsiabteentre ces caracteres.

Les QTLs au niveau de lzone 3 (tableau n°Vllic) ont des valeurs élevées de
LODs, de 4,34 pour le QTL (T50 sur lysine), de 4p80ir le QTL (T50 sur méthionine) et
de 2,29 pour le QTL (T50 en condition contrble),qee signifie qu’il y a moins de 5% de
probabilité que ces QTLs aient été détectés pauerlis expliquent entre 10,5 et 14,6 %
de la variabilité phénotypique du caractére. Lequaur ncO04 correspond au géne codant
pour ’ADH2. La plus forte probabilité de trouver §éne qui expliqgue un QTL se situe au
niveau du pic de détection des QTLs (De VienneaisSe, 1998) ce qui est vraie pour 2
sur 3 QTLs. De ce fait, le geelh2codant pour I'alcool déshydrogénase (ADH) pew étr
considéré comme un bon candidat pour expliquerti&sse de germination en présence
d’eau, de méthionine et de lysine. L'ADH catalyaaéaction réversible de conversion de
I'éthanol en acétaldéhyde en présence de NADH/NADexiste deux génes codant pour
I’ADH, adhletadh2 a l'origine de trois isoenzymes : deux homodire&®H1-ADH1 et
ADH2-ADH2 et un hétérodimére ADH1-ADH2. L'expressiades génes et l'activité
enzymatique de I’ADH évoluent en fonction de I'anga du stade physiologique et des
conditions de stress (Garvat al, 1994; Millaret al, 1994). L’augmentation de ’ADH est
essentielle au maintien de la glycolyse en conuitie stress anoxique. Le role de 'ADH
est de (i) réoxyder le NADH produit par la glycos@) réguler I'accumulation
d’acétaldéhyde, composé toxique, (iii) éviter laxydation du NADH par la lactate
déshydrogénase et donc l'acidification du cytogek résultats montrent que le QTL, et
sans doute par conséquertdh2 de la lignée F334 dans un fond génétique F2 inthe
augmentation de la vitesse de germination de 1014 & (QTL T50 en condition contrdle
et QTL T50 sur méthionine respectivement) en camast contrbles et de 19 h (QTL T50
sur lysine). (Touchard, 2006) montre que les QHiketde feuille, précocité et teneur en
fructose identifiés également dans cette zone éhdomosome 4, répondent aux variations
de température. Dans cette étude, qui utilise lmenéroisement, il apparait que la lignée
F334 accumule plus de fructose que la lignée Feoedition de stress « froid », alors que
I'inverse est observé en condition normale. Dansenétude, en supposant que la lysine
provoque un signal physiologique négatif au seinlalecellule, comme le froid, la

différence observée au niveau de la valeur dessgffeurrait s’expliquer par le fait que la
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lignée F334 apporte un bénéfice plus important daes conditions physiologiques
négatives. L'alleleadh2 provenant de la lignée F334, serait plus perfotntans les

processus de tolérance au stress anoxique ou lymoxt dans la régulation de la
fermentation que ddh2provenant de la lignée F2 au cours de la gernana€eci appuie

I'hypothése que I'ADH serait un bon candidat, ennpettant le maintien de la glycolyse
méme dans des conditions défavorables. Par ailléonportance de 'ADH au cours de la
germination a été montrée par de nombreuses éthdesffet, (COme et Corbineau, 1998)
ont réalisé des expériences sur l'effet de diffeyesnbstrats de I'’ADH sur la germination.
Les résultats montrent que les substrats de 'Abiwdent la germination en activant la
glycolyse et le cycle de krebs. Une autre étudetraaiqu’en présence d’un inhibiteur de
I’ADH, le 4-méthylpyrazole, I'éthanol ne stimuleysl la germination, ni la consommation

d’oxygene dans les semences d’avoine (Céme et @abj 1998).

Les QTLs au niveau de leone 4ont des valeurs de LODs compris entre 2,35 de
4,43 ce qui signifie qu’il y a moins de 15% delmbilité que ces QTLs aient été détectés
par erreur. lls expliquent entre 12,8 et 19,9 %adeariabilité phénotypique du caractére.
Les résultats montrent que l'allele provenant diglaée F334 dans un fond génétique F2
induit une augmentation de la vitesse de germinatie 11 h (QTL T50 en condition
contrdle) de 17 h (QTL T50 sur méthionine) et deh1@TL T50 sur lysine). Le bénéfice
gu’apporte l'allele F334 est plus important en priee des acides aminés et en particulier
en présence de lysine. Au niveau de cette zonepdreux QTLs ont été identifiés dans
d’autres études : des QTLs de biomasse de déhmyictieet de floraison (Touchard, 2006),
des QTLs (Fv/Fm a 25°C) d’efficacité du photosystdin(Fracheboudet al, 2004), des
QTLs d’activité glutamine synthétase (Limamt al, 2002), de vitesse de germination
(Hund et al, 2004; Limamiet al, 2002) des QTLs (ggrwt2 et qgrwt5) de poids dengra
des QTLs (qdpoll3 et qdpoll8) de date de sortie mhilen (www.maizedb.org).
Contrairement aux autres zones, celle-ci regrowp@ambreux QTLs impliqués dans le
fonctionnement général de la plante, détectés emtiggmment des conditions extérieures.
La présence de la glutamine synthétase, localiaée dette zone (tableau n°VIlid), peut
justifier la détection du QTL d’activité GS et lmison, déja mentionnée au chapitre |,
entre le métabolisme azoté et la germination (Gevet al, 2004; Limamiet al, 1999;
Limami et al, 2002; Miflin et Habash, 2002). Parallelement, ¢gémes sucrose synthase,

pyruvate déshydrogénase, impliqués dans le mésahelicarboné peuvent également
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expliquer la présence des QTLs, qui laisseraiemtsgre a la liaison entre réserves

accumulées au cours de la formation de la graingestse de germination.

Le QTL (T50 sur lysine), positionné sur le chr 4 proche du marqueur bnlg188t
le seul spécifigue et donc susceptible de co-lsealiavec un ou plusieurs génes
spécifiques du réle inhibiteur de la lysine sug&mination. En effet, contrairement aux
autres QTLs qui sont généralistes de la germinatietui-ci est bien spécifique a la
germination en présence de lysine. Les courbesed®migation montrent que la lignée
F334 est plus sensible a I'effet inhibiteur de yaine que la lignée F2; on pourrait
s’attendre a ce que l'allele provenant de la ligh@84 ait un effet négatif sur la
germination. Pourtant, on observe que cet alled@itrune augmentation de la vitesse de
14 h; ceci signifie que les lignées possédantelalde F334 dans un fond F2 sont
avantagées par rapport aux deux parents. En effetjgnées possedent un fond génétique
F2 moins sensible a la lysine et l'allele F334 fabde a la vitesse de germination. En
d’autres termes, la combinaison de l'alléle de FaB4niveau de ce QTL dans un fond
génétique F2 permet de limiter I'effet inhibitews & lysine sur la vitesse de germination.
Le métabolisme général de la lignée F2 habitué fordes teneurs en lysine, serait moins
sensible a un apport extérieur de lysine mais fongoerait plus lentement que les lignées
présentant de faibles teneurs en lysine. Par cdatlignée F334 ayant une expression des
génes d’aspartate kinase trés similaire a celldadignée lo, présenterait un flux de
I'aspartate plus important dans les branches mtieoet thréonine que dans la branche
lysine qui favoriserait la vitesse de germinatién.résumé, la lignée F2 germe moins vite
mais est moins sensible a I'apport extérieur emdéyalors que la lignée F334 germe plus
rapidement mais est plus sensible a I'apport exiéen lysine.

Dans cette zone, parmi les 14 génes qui ont étllidés (tableau n°Vllle), la
cystathionine3-lyase, les pyrophophatases, les protéines liéda aalmoduline, les
protéines kinases similaires a la protéine shadgyinvertase pourraient expliquer ce
fonctionnement particulier, qui fait que la combswe de l'alléle de F334 au niveau de ce
QTL dans un fond F2 permet de limiter I'effet inibdur de la lysine sur la vitesse de
germination. La cystathioninglyase est une enzyme qui catalyse le clivage de la
cysthationine en homoseérine (qui permet la syntliEsenéthionine), en pyruvate et en
ammonium (Azevedet al, 2006). Des travaux de sur-expression et de squegsion de

la cystathioningd-lyase chez la pomme de terre ont montré que lactation des
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intermédiaires de la voie de la méthionine joueadla important dans la croissance et le
développement de la plante (Maimaeh al, 2000) réle confirmé chez Arabidopsis
(Hachamet al, 2002). Dans les lignées possédant l'allele F&34ystathioning-lyase
permettrait la formation de méthionine et par cqgnsét un développement et une vitesse
de germination rapide (fig. n°47) dans un contexiele métabolisme général est moins
sensible a l'apport extérieur de lysine. Les pyopgtatases, les protéines liees a la
calmoduline et les protéines kinases similaires rotéine shaggy sont des enzymes
impliquées dans les voies de signalisation a teaveles processus de
phosphorylation/déphosphorylation ou d’activatiohibition des protéines permettant la
perception de I'état physiologique de la celluleslinvertases ont un réle important dans
la distribution et l'utilisation des sucres, maisteut dans la régulation par les sucres de
certains genes (ex : ABA) au niveau transcriptidlene@u post transcriptionnelle (Chourey
et al, 2006; Koch, 2004). En présence de lysine, ledeallprovenant de la lignée F334
permettraient sans doute une meilleure perceptiosighal et/ou une réponse plus efficace

gue ceux provenant de la lignée F2.

ASPARTATE
v
!

Aspartate semialdehyde

Homoserine

Cysteine O—Phosp%ohomoseri
Cystathioninejy* synthase ¢

Cystathignine THREONINE
Cystathionine- lyase

Dihydrodipicolinate

Piperidine dicarboxylate

v

Homocysteine LYSINE
Méthionine synthase
M ETHIOIIHNE
S-Adénosylméthionine
\t
Croissance

Figure 47 : Position de la cystathioningd-lyase au sein de la voie de l'aspartate. L'infeemles acides

aminés issus de la voie de I'aspartate sur le dppeiment est également présgathéma hypothétique)
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Les résultats d’élongation de la radicule en présetacides aminés, montrent que
I'élongation de la radicule est ralentie par rap@oi’élongation en présence d'eau. Les
photos montrent un effet plus important des academés chez la lignée F334 que chez la
lignée F2. La diminution de I'élongation est pluarmuée en présence de lysine ceci chez
les deux lignées. L’élongation de la radicule egéspnce de la thréonine et de la
méthionine induit une variabilité de réponses ené® individus qui ne permet pas
d'évaluer avec exactitude l'effet de ces deux aideinés. Les résultats concernant
I’élongation de la radicule ont mis en évidence L (E. condition contrdle) 1 QTL (E.
sur méthionine) et 3 QTLs (E. sur lysine). Les QTl&longation de la radicule ne co-
localisent pas entre eux. Ces résultats sont eoréd@vec les coefficients de corrélation
obtenus dans I'analyse des caractéres pris de@wa ¢l n'y a aucun QTL (E.) commun
au trois conditions expérimentales (en présencaud’de méthionine ou de lysine). Les
acides aminés au cours de I'élongation sont samgedassimilés comme élément de
nutrition et de ce fait, leur métabolisme différamduit une différence dans la croissance et
le développement de la radicule. Les QTLs déteatpeesentent de 9,4 a 12,5 % de la
variation phénotypique. L'effet de l'allele de F384t assez faible en présence d’eau
(0,004 mm/h pour le chr 2 et 0,005 mm/h pour le®hmun peu plus marqué en présence
de méthionine (+0,41 mm/h pour le chr 1) et négatifprésence de lysine (-0,92 mm/h
pour le chr 7, -0,96 et -0,82 mm/h pour le chr 10&s derniers résultats sont en accord
avec l'effet de la lysine, moins marqué chez F2l'lstpothése que I'accumulation des
acides aminés de la voie de I'aspartate chez t&dig-2 la rendrait moins sensible a la
lysine. De ce fait les alléles favorables a I'élatign de la radicule en présence de lysine
proviennent de la lignée F2.

Les QTLs impliqués dans le contrble de la vitessgaermination et de I'élongation
de la radicule sont différents. En effet, aucundocalisation entre QTL (T50) et QTL (E.)
n'a été détectée dans cette analyse. Ces réssitatsen accord avec les expériences de
Hodges et al (1997). qui montrent qu'au cours de deux stadesddveloppement
successifs, germination et stades précoces deiksance, les phénoménes physiologiques
de croissance sont contrélés par des facteursigéegtdifférents.
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CONCLUSION

L'utilisation de I'expression des genes AK commerguaur de polymorphisme de
la voie de l'aspartate et surtout de la vitessgatenination semble étre confirmée dans ce
chapitre. En effet, les résultats montrent queplfession des génes codant pour les AK, et
en particulier I'expression du gea&h2,est plus importante chez les lignées lo et F334 (a
germination rapide) que chez la lignée F2 (a geation plus lente). De plus, on observe
une augmentation considérable de I'expression dgne apres 52h d’'imbibition chez les
deux lignées a vitesse de germination rapide.

L’effet inhibiteur de la lysine sur la vitesse dermination a été montré pour les
128 lignées (lo, F2, F334 et la descendance de drack).

La recherche de QTLs impliqués dans l'effet deysine sur la germination a
permis de détecter des QTLs généralistes de laigation, sur les chr 1, 3 et 4 et un QTL
spécialiste de la germination en présence de lysimee chr 4. Les QTLs généralistes
pourront étre utilisés lors de projets visant decrdes génotypes a germination rapide
comme cela a déja été proposé chez la tomate @Febkd, 1999).

L’intervalle des QTLs détectés est assez importdnest nécessaire de le réduire
afin de limiter le nombre de génes candidats. Maues, la pertinence des genes proposeés
mérite d’'étre vérifiée par I'analyse de I'expressie ces genes (du géne a la protéine).

L’étude montre également que les QTLs impliquésdarcontréle de la vitesse de
germination sont différents de ceux impliqués dénsontrole de I'élongation de la
radicule au cours des 124 premieres heures, cecomrdition contrdle, en présence de

méthionine ou de lysine.

Les résultats issus de ce chapitre ont fait I'objet d’un article dans la revue «
ACTA Agronomica Hungarica » sur la cartographie et I'étude génétique de l'effet
inhibiteur de la lysine sur I'élongation de la radicule et I'établissement de la
plantule (annexe n4) et d’'un article en cours de rédaction sur 'ensemble des
QTLs T50 détectés.
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Chapitre Il : Recherche de OTLs impligués dans

la vitesse de germination du maigZea maysken

condition de basse température
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INTRODUCTION

La température est considérée comme |'un des facténologiques les plus
importants régissant la distribution des espéceds eéndement des récoltes. Beaucoup
d’espéces sont cultivées dans des zones plus drajde leur zone d'origine et, par
conséquent, leur rendement et leur croissance algirmont contraints par des seuils
thermiques. Un nombre important de travaux ont ialisés afin d’identifier les
mécanismes physiologiques impliqués dans la totéraou la résistance au froid
(Borovskii et al, 2002; Fryeret al, 1998; Fryeret al, 1995) ainsi que les QTLs de
développement en condition de stress « froid » éadet Mackill, 2003; Frachebouat
al., 2004; Fracheboudt al, 2002; Fujinoet al, 2004; Hundet al, 2004; Jompulet al,
2005; Krepset al, 2002). Comparativement aux études menées dwaragitadse végétative
tres peu d’études ont éte réalisées au cours gertaination et au stade levé de la jeune
plante. Le mais fait parti des espéces trés sessitl stress « froid » lors de la germination
(Come et Corbineau, 1998; Stamp, 1984). En effet, caurs de la germination,
I'hydratation passive de la graine induit la reprikes activités enzymatiques qui implique
une sensibilité accrue de la graine au froid. Lemggation est ralentie, voire inhibée,
lorsque la température baisse. Une exposition pgéle a des températures comprises
entre 0 et 12°C peut entrainer la mort de 30 a 86880grains de mais (Miedema, 1982). II
existe tres peu d’études portant sur l'identificatides mécanismes de perception, de
toléerance et de réponse au froid ainsi que leusedb@énétiques au cours de la toute
premiére phase du développement. Sachant que sti@£tape le reste du développement
est compromis, il est intéressant de mettre eneéeiel les zones du génome impliquées
dans la tolérance au froid, voire les mécanismescgs zones contrélent.

L’objectif de ce chapitre est de détecter les zahegieénome impliquées dans la
vitesse de germination et en particulier les zongdiquées dans la réponse au stress
« froid » par analyse QTLs. L'étude est réaliséewe population de back-cross avancé
issu du croisement entre les lignées F2 et F334atr@icement a la lignée F2, la lignée
F334 est caractérisée par sa capacité a germessa bampérature (10°C). Il est possible
d’utiliser cette différence de réponse aux bassegpératures pour identifier les QTLs de
la vitesse de germination en condition de bassespdmtures. Les deux lignées
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proviennent de régions possédant des caractéastigimatiques trés différentes ; de ce
fait, les mécanismes mis en place lors du développe en condition de basse
température sont supposeés difféerents (Eagles érdmt 1994). L'analyse QTL permettra
d’identifier les alléles provenant de la lignée &3Rii apportent un bénéfice dans un fond
génétique F2 au cours de la germination dans deditems de basses températures. Les
résultats obtenus pourront également servir artiieation des géenes responsables de la
présence des QTLs, mais aussi a comprendre lessides qui different entre F2 et F334

impliqués dans la différence de tolérance au froid.
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RESULTATS

Les basses températures ralentissent, voire inhiaegermination en fonction des
génotypes. Mener I'expérience a 13°C et a 20°Cua bot de mettre en évidence les zones
du génome impliquées dans la tolérance ou la ré&ans basses températures provenant
de la lignée F334. Réaliser I'expérience a 13°CGneérde contraindre la germination du
mais a un stress « froid » ; en effet, 'optimuntetapérature chez le mais est de 30°C. La
population de back-cross avancé, issue du croiseamdre F2 et F334, est la méme que
celle utilisée lors de la recherche de QTLs T5@tzapitre Il. Contrairement a la lignée F2,

la lignée F334 est caracterisée par sa capaceéndeg a basse température (10°C).

1- Germination en condition de basse température

Les graines des 125 lignées de BC2S5 ont été raigesmer sur 5ml d’eau dans
des boite de Petri dans des chambres de cultu@®@ & 13°C. La moyenne des T50
relevés pour 'ensemble des lignées est de 121(;#1120,68) a 20°C et de 242,63h (+/-
40,83) a 13°C. La distribution des caracteres «d320°C » et « T50 a 13°C » suit une loi
normale (fig. n°48). La dispersion des caractéréteisd de 70 a 170h pour le « T50 a
20°C » et de 130 a 340h pour le « T50 a 13°C »pé€t constater un tres fort éclatement
de la distribution du caractéere a 13°C. La vitedsegermination a basse température est
corrélée a 58% avec la vitesse de germination & 28°a 17% avec le poids de mille

grains.
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Figure 48: Distribution des caractéres au sein de la pdipua
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2- QTLs de vitesse de germination a 13°C

La détection de QTL a été réalisée en collaborativaec 'UMR INRA/USTL

1281, stress abiotiques et différenciation des taégecultivés, Estrées — Mons, France. La

germination a 20°C correspond a la condition «réd@t> des expériences de germination

réalisées au cours du chapitre Il. Les zones impkg dans le contrle du caractére « T50
a 20°C » ont été détectées sur les chr 1, 2 ableéu n°VI).

Les zones impliquées dans le contrdle du caracté&d a 13°C » ont été détectées

sur le chr 4 (tableau n°IX). Les QTLs ont été posités a 110 cM, proche du marqueur

bnlgl444 et & 152 cM, proche du marqueur bnlg13B7expliquent respectivement 14 et

12% de la variabilité phénotypique. L'analyse deffét des alleles permet de mettre en

evidence que les alléles de F334 des QTLs locadiséke chr 4 conférent une variation de

-19h et -14h dans un fond génétique F2.

Tableau IX : QTLs putatifs

Caractére | chr localisation Intervalle | LOD Effet R2
Marqueur dicsl\t/lance de ConﬁanCE. ( h ) %
T50a 4 | bnigl444| 110 102-118 2,46 -19 | 14,5
13 °C
4 | bnlgl337| 152 140-158 2,01 -14 | 12,0
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DISCUSSION

Les 125 lignées BC2S5 issues du croisement entre plarents F334 et F2 sont
mises a germer a 13°C et a 20°C. Les vitessesrdargdion (T50) obtenues ont montré
gu'une température de 13°C ralentit considérablénervitesse de germination de la
majorité des lignées par rapport a une températar20°C. De plus, on observe un fort
éclatement de la distribution du caractere qustasupposer la présence de plusieurs loci
impliqués dans le contr6le du caractere. En efendmbre de loci qui contrdle un
caractere peut étre lié au nombre de classes datisttibution du caractere (De Vienne et
Causse, 1998). Par ailleurs, une corrélation de 88%e la germination a 13°C et la
germination a 20°C a été évaluée, ce qui signifid gxiste des phénomeénes communs
impliqués dans le contréle du caractére dans ceg denditions. L'identification des
phénomenes communs permettra d’avoir une indicasion les bases geénétiques qui
régissent la germination indépendamment des conditiextérieures de température.
Parallelement, les phénoménes non communs, mislaee ple maniére spécifigue en
réponse aux basses températures, permettront dde®idonnées sur les bases génétiques
contrdlant la différence de tolérance au froid emteux génotypes. Les zones du génome
impliquées dans le contrle de la germination enditmn normale et en condition de
basse température ont été identifiées par analyss.Qes résultats ont mis en évidence 4
QTLs de germination en condition controle sur Ileomosomes 1, 3 et 4 ; et 2 QTLs de

germination a basse température sur le chromosd(fige 4°49).
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Figure 49 : Carte génétique partielle du mais (chromosom@sei 4) et positionnement des QTLs de vitesse
de germination (T50) a 20°C et a 13°C et du QTldpoi

Le premier QTL (T50 a 13°C), proche du marqueugba4, co-localise avec un
QTL (T50 a 20°C). Les intervalles des QTLs se cheliant mais les deux pics de la
valeur des LODs sont distants de 10 cM. Cette rdiffée de 10 cM peut étre expliquée par
(i) la faiblesse de la détection (ii) la préseneeddux QTLs distincts (iii) I'effet d’un autre
QTL proche qui dévie la détection du premier. Eresice de précision, deux hypothéses
sont possibles. La premiéere hypothése est que le (@30 a 13°C) est identique au QTL
(T50 a 20°C). Ceci signifie que les genes ou lestets de génes situés sont impliqués
dans la vitesse de germination indépendamment enpérature. Par contre I'effet de ces
QTLs détectés a 20°C et a 13°C ne sont pas sigslait11lh a 20°C et +19h a 13°C. Les
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conditions environnementales peuvent influer s dffets des QTLs (De Vienne et
Causse, 1998), qui s’expliquent dans cette sitngpiar un bénéfice plus important de
l'alléle F334 en condition défavorable. La deuxiéhmgothese est que le QTL (T50 a
13°C) est différent du QTL (T50 a 20°C). Ceci #ignqu’il n'y pas de base commune
entre la vitesse de germination a 20°C et la \ételesgermination a 13°C.

Ce QTL (T50 a 13°C) co-localise avec les QTLS dediae 4 définie au chapitre II.
Au niveau de cette zone, de nombreux QTLs ontdsatifiés au cours d’autres études :
des QTLs de biomasse de début de cycle et de dtorajTouchard, 2006), des QTLs
(Fv/IFm a 25°C) d'efficacité du photosysteme Il @aboudet al, 2004), des QTLs
d’activité¢ GS (Limamiet al, 2002), des QTLs de vitesse de germination (Hendl,
2004; Limamiet al, 2002) et en présence d’acides aminés (chapjtrdds QTLs (ggrwt2
et qgrwt5) de poids de grain, des QTLs (qdpoll3eéoll8) de date de sortie du pollen
(www.maizedb.org). Contrairement aux autres zogefie zone regroupe de nombreux
QTLs impligués dans le fonctionnement général dedate, détectés indépendamment des
conditions extérieures. Les genes glutamine syatlkétsucrose synthase et pyruvate
déshydrogénase déja cités au chapitre Il restentidat pour expliquer la présence de ce
QTL. Leurs présences suggérent une relation diregténdirecte entre le métabolisme

carboné et/ou azoté et la vitesse de germination.

Le deuxieme QTL (T50 a 13°C), proche du marquelg1887, est spécifique a la
condition défavorable de basse température. L&lissu de la lignée F334 induit une
diminution du T50 de 14h, ce qui signifie que lang@ation est plus rapide lorsqu’une
lignée possede l'allele de F334 dans un fond ggunéti-2. Cette zone a également été mise
en évidence dans des expériences de levée au draropndition de basse température
(Giauffret communication personnélldl est intéressant de retrouver les mémes zenes
condition contrélée et en condition au champ. Cetiimcidence valide d’autant plus le
QTL et indique que le gene ou le cluster de gemesxplique ce QTL est impliqué dans la
tolérance au froid au cours de la germination dgrine et au stade 5 feuilles de la
plantule Giauffret communication personnélleLes mécanismes mis en place pour la
tolérance au froid identifiés ne sont pas toujddentiques au cours du développement
(Hodgeset al, 1997). Ce QTL co-localise également avec un QTRO(sur lysine)
(chapitre 11). L'effet de ce QTL est de + 19h ddas deux conditions (a 13°C et sur
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lysine). Le bénéfice qu'apporte l'allele F334 esehd identique dans ces deux conditions
qui, rappelons le, ralentissent la germination.

L’intérét de ce QTL est donc important car, nonle@ent il est spécifique a la
germination en condition de basse température, inaiglique la tolérance au froid lors
de la germination en condition contrélée et auestafbuilles au champ. La co-localisation
du QTL (T50 13°C) avec le QTL spécifique (T50 stsithe) laisse supposer que c’est une
zone impliquée dans la germination en conditionadaéfable. De ce fait, les genes
proposés comme candidats susceptibles d’expliguerdsence du QTL (T50 sur lysine)
(chapitre 1) peuvent également étre candidats pgpliquer le QTL (T50 a 13°C).

CONCLUSION

Cette étude a permis de détecter un QTL généralistéa germination sur le
chromosome 4 proche du marqueur bnlgl444 et un §pEcifique de la germination en
condition de stress «froid » sur le chromosomerdchee du marqueur bnlgl337. La
comparaison des résultats du chapitre Il et Ill roque ce QTL (T50 a 13°C) spécifique
est sans doute un QTL de la germination en comddigfavorable car il a également été
détecté en présence de lysine. L'effet de cetealst plus important dans les conditions
qui ralentissent la germination que dans les cammditnormales. En conclusion, la lignée
F334 est une source d’alléles favorables a lasatele germination en particulier lorsque
la germination a lieu dans des conditions défaveglbes résultats ont mis en évidence la
zone du géenome de F334 qui induit la capacité d@&4F8 germer plus vite a basses
températures que la lignée F2, indépendamment alesszgénérales impliquées dans la
vitesse de germination. Grace aux caractéristigees population de back-cross utilisée,
il sera rapidement possible d’introgrésser des zgnevenant de la lignée F334 identifiées
par 'analyse QTL et d’obtenir des lignées quasgéniques (NILs). L'intérét ici est d'une
part, de pouvoir cartographier avec précision &€ (par conséquent de limiter le
nombre de genes candidats) et d’'autre part, d’&paes indications nécessaires a la
sélection et 'amélioration des génotypes.
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Grace a des approches interdisciplinaires de uehide physiologie génétique et
de génétique quantitative, ce travaill a rechercles dbases génétiques et des
caractéristiques moléculaires qui permettent aligm&e de maisZea mayp de germer
plus vite qu’une autre, ceci dans des conditiomsates ou défavorables.

Les résultats obtenus ont montré que le métabolide® acides aminés est
fortement lié a la vitesse de germination et artassance post-germinative. Le turn-over
des acides aminés est différent en fonction destgges au cours de la germination, en

particulier au niveau de I'embryon.

Dans une étude antérieure, 3 QTLs (T50) ont étéemigvidence (Limamet al,
2002). Trois genessk2, akh2et akhl codant pour des enzymes clés de la voie de
I'aspartate co-localisent avec ces QTLs (T50). Akemais quatre génes de cette famille
ont été identifies (Ask2et I'akh2 sur le chr 2, Bkhlsur le chr 4 et 8sklsur le chr 7)
(Muehlbaueret al, 1994). Pourtant, lors de I'étude portant surddagraphie de #sk2sur
la carte génétique, nous avons identifiéask2sur le chr 3. L’identification récente d’'un
troisieme geneask chez Arabidopsis (Yoshioka et al, 2001) laisse supposer que
'ensemble des genesket akh n'ont pas encore été identifiés chez le mais. reanpere
étape qui peut étre envisagée est d'effectuer nl@yses par Southern blot pour identifier
tous les genes codant les aspartate kinases, puesdloner chez plusieurs lignées afin
d’identification les mécanismes de régulation @xpression de genes qui seraient liés au

contrOle de la vitesse de germination.

L’'un des résultats marquant de ce travail est dfanontré quakh2est le géne qui

differe le plus entre les lignées a germinationdaglo et F334) et la lignée a germination
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lente (F2). L’analyse de I'expression des génestraame augmentation considérable des
transcrits du genekh2 aprés 52h d’imbibition chez les deux lignées &sdé de

germination rapide. Il serait intéressant de v@rifur un ensemble de lignées s'il est
possible d'utiliser cette augmentation comme mauquale la vitesse de germination. Pour
cela, il peut étre envisagé de faire une étudéedgriession du gene a deux temps de la
germination (ex : 24h et 52h) chez un nombre ingrdrtle lignées de mais et de comparer

le niveau d’expression entre ces deux temps agetdé de chaque lignée.

Au cours de la germination, les acides aminés s$ssus majoritairement de
I'hydrolyse des protéines de réserve. Cependantégultats obtenus lors de I'étude de la
voie de l'aspartate par suivi isotopique, suggemprd les biosynthésate novod’acides
aminés tiennent une place importante dans lesreliftes de vitesse de germination
observées entre les lignées. Les résultats obterside I'ensemble des travaux suggerent
gue la vitesse de germination chez le mais sendérhent liée a I'évolution de la lysine au
cours de la germination. Trois résultats marqueoits dans ce sens :

. Akh2 qui differe le plus entre les génotypes a gertionarapide et le
génotype a germination lente, code pour I'enzymearate kinase bi-
fonctionnelle qui court-circuite la voie de la lysi Les lignées, qui
présentent une plus forte augmentation de I'exmrestakh2au cours de
la germination, germent plus vite.

. L’étude de la voie de l'aspartate par suivi isojp@ montre que la
synthésale novode lysine peut étre liée a la vitesse de germinatCette
expérience a montré que l'aspartate est dégradéméthionine et
thréonine chez la lignée a germination rapide diy&ine chez la lignée a
germination lente.

. Les expériences de germination en présence d’apptgtieur de lysine
ont montré que cet acide aminé présente un eftgtifiésur la vitesse de
germination. Ceci conforte I'hypothése d’un rolgak de la lysine sur le
développement des plantes déja mentionné dangebaétiudes a d’autres
stade de développement (Ben-Tzvi Tzchetial, 1996; Zhu et Galili,
2004).
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Ces travaux méritent d’étre approfondis. Il serdgiéressant de déterminer les voies
de régulation de I'expression des génes aspariadsds, en particulier deakh2,afin de
deéfinir a quel niveau intervient la différence entes lignées a germination rapide et les
lignées a germination lente. De plus, I'étude paitirétre complétée en déterminant
I'importance de chaque acide aminé, en particldidysine, dans le contrble de la vitesse
de germination et de la croissance post-germinativemais. Pour cela, il peut étre
envisagé des expeériences de génétique quantitafivede lier la proportion de chaque
acide aminé et la vitesse de germination. Autrerdentl s’agit de vérifier si des QTLs de
teneur en lysine et des autres acides aminés atidect avec des QTLs de vitesse de
germination. Cette stratégie pourrait permettr@artcterme de distinguer le réle plus ou
moins important de chaque acide aminé. A long terume stratégie par obtention de
plantes transgéniques affectées dans I'expresstioméhes codant pour des enzymes
impliquées dans des voies de biosynthese d’aciéséa pourrait étre envisagée, afin de
valider I'importance de ces derniéres au coursadgelmination et de la croissance post-

germinative.

L’analyse de génétique quantitative a permis dalieer 4 QTLs (T50 en condition
contrdle), 4 QTLs (T50 sur méthionine), 4 QTLs (T&0 lysine), 2 QTLs (T50 a 13°C), 2
QTLs (E. en condition contréle), 1 QTL (E. sur meéttine) et 3 QTLs (E. sur lysine).

Deux QTLs sont particulierement intéressants : lest commun a toutes les
conditions étudiées (chr 4, bnlg2291) et 'autrecesnmun a la germination en condition
de stress « froid » et en présence de lysine (chnlg1337). Concernant le premier QTL,
l'alléle de F334 dans un fond génétique F2, inddperment des conditions extérieures,
induit une augmentation de la vitesse de germinat@® QTL co-localise également avec
de nombreux QTLs détectés au cours d’'autres é{lrdtasheboudet al, 2004; Limamiet
al., 2002; Touchard, 2006). Il semblerait que cettgezabu chromosome 4 chez le mais soit
importante, quel que soit le génotype. Elle peutcdétre intéressante a utiliser dans les
programmes de sélection et d’amélioration.

Le second QTL intéressant, localisé sur le chr&hgodu marqueur bnlgl1337,
correspond a une co-localisation d’'un QTL (T50Igsine) et d'un QTL (T50 a 13°C). En

présence de lysine et en condition de stress & frola germination est ralentie sur
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I'ensemble des 125 lignées et la distribution daci@re est beaucoup plus éclatée qu’en
condition contréle. Un QTL commun aux deux conditigoeut étre di a la mise en place
d'un certain nombre de régulations géniques ideesqlors d'un développement en

condition défavorable, quelle que soit la naturdadeondition. Deux hypotheses peuvent
étre proposees. La premiere est qu’'une forte tezmelysine dans le métabolisme induit un

effet physiologique négatif tout comme la tempématicet exces de lysine dans la cellule
provogquerait un stress. Cette premiére hypothésdt ®m accord avec les phénomeénes de
cross tolérance, qui proposent qu’'une voie de 8gain est commune a des stress
différents (Pastori et Foyer, 2002). Le QTL comntomrespondrait a des genes impliqués
dans une voie commune qui, a la fois percoit oomépau stress de la température et au
stress provoqué par I'apport extérieur de lysirge.deuxieme hypothése est que la lysine
est une molécule signal (Zhu et Galili, 2003). Banséquent, cette hypothése laisse
supposer que la perception ou la réponse au dtadspasse par la lysine en tant que

molécule signal.

Il serait intéressant de vérifier la pertinence geses candidats (la cystathionjie-
lyase, la pyrophophatase, la protéine liée a lamaduline, la protéine kinase similaire a la
protéine shaggy et I'invertase). Afin d’approfondirypothese sur le rble possible de la
lysine, une approche utilisant les microarrays pétre développée. L’'analyse par
microarrays permet de mettre en évidence simultanémhes différences d’expression de
nombreux genes entre deux conditions. Une expé&rienccours de la germination en
présence et en absence de lysine parallelement &xpeérience en condition de stress
« froid » nous informera sur les génes induitsrdiibiés par la lysine ou le froid. L'analyse
QTL a montré une base génétiqgue commune a la gationnen présence de lysine et en
condition de « stress froid » (chr 4, bnlg1337)jsmous ne savons pas de quelle maniére
cette zone est impliquée. Plusieurs scénarii sosgiples :

- Le géne subit une régulation différente et dohest plus ou moins

exprime.

- La protéine produite est mutée au niveau du siee régulation,

d’adressage, d’'activité, d’affinité pour les suatsr..

- Le pool final de protéines est différent
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Dans l'optique de confirmer I'hypothése selon ldpuee QTL est spécifique a la
germination en condition défavorable, il serai€mssant de renouveler la détection de
QTLs dans d’autres conditions défavorables a la muetion.
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