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Au cours des trois années qu'ont duré ma thèse, je me suis interessé à l'embryogenèse 

somatique chez Vitis vinifera, ainsi qu'à rechercher des marqueurs moléculaires de ce 

processus. De nombreux gènes différents avaient déjà été décrits comme marqueurs, dans 

diverses espèces végétales et principalement chez Arabidopsis thaliana, mais quasiment 

aucune étude n’avait été publiée dans ce domaine chez la vigne, au moment du début de 

cette thèse. Dans notre laboratoire, toutefois, la caractérisation de gènes SERK et L1L, 

exprimés dans des cultures embryogènes stabilisées de Chardonnay venait d’être réalisée 

(Schellenbaum et al. 2008). 

 

Pendant ma thèse, j’ai analysé l’expression des gènes PR10 de la vigne, qui nous ont 

semblé être de bons candidats marqueurs du processus d’embryogenèse somatique. En 

effet, bien que ceux-ci ne soient pas habituellement considérés comme tels, plusieurs 

études, menées sur plusieurs espèces végétales, montrent que leur expression est fortement 

régulée au cours de ce processus, et suggèrent qu'il puissent y jouer un rôle. Pour ce faire, 

j’ai utilisé le modèle cultural d’embryogenèse somatique secondaire, qui est un modèle 

d’embryogenèse récurrente, et qui permet de bien différencier deux phases cruciales du 

processus : celle supposée d’acquisition de la capacité embryogénique induite par un 

traitement au 2,4-D et celle d’entrée en différenciation des embryons secondaires. 

  

Par ailleurs, le séquençage complet du génome de la vigne ayant été mis à disposition du 

public, dès 2007, sur le site du GENOSCOPE, je me suis attelé à identifier l'ensemble des 

gènes PR10 présents dans le génome de la vigne. Il s’est agi d’un travail de recherche des 

séquences, de correction et de comparaison. Ensuite, j’ai cherché à savoir si les séquences 

trouvées étaient transcrites et j’ai analysé leur expression dans différents organes de la 

vigne, ainsi que pendant le processus d'embryogenèse somatique secondaire. En étudiant 

également la régulation de ces gènes dans des tissus présentant des capacités embryogènes 

différentielles, j’ai essayé de déterminer si certains pouvaient être des marqueurs de cette 

capacité. Ces études ont été menées à la fois par RT-PCR semi-quantitative et par RT-PCR 

quantitative, et l'efficacité de ces techniques, leur intérêt et leur pertinence pour cette étude 

ont été évaluées. 
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Mon manuscrit de thèse s'articule autour de deux chapitres, intitulés respectivement 

« Caractéristiques moléculaires et fonctionnelles des protéines PR10 » et « Expression des 

gènes PR10 pendant le processus d’embryogenèse somatique ». Chacun de ces chapitres 

est composé d'une partie bibliographique présentant les sujets abordés au cours de celui-ci 

et d'une partie expérimentale, présentant les résultats obtenus pendant ma thèse.  

 

La partie bibliographique du premier chapitre traite des protéines PR10 et synthétise les 

connaissances accumulées à leur sujet depuis 1988, date à laquelle le premier gène codant 

pour une protéine de cette famille a été caractérisé chez le persil (Somssich 1988), avant de 

proposer une description succincte des mécanismes à l’origine des familles multigéniques 

et de leur évolution. La partie expérimentale décrit l'identification et la caractérisation des 

gènes PR10 présents dans le génome de la vigne, au travers d’une publication parue dans le 

journal BMC Plant Biology, en 2010 : « Characterisation of the Vitis vinifera PR10 

multigene family ». 

 

La partie bibliographique du second chapitre présente le processus d'embryogenèse 

somatique, et en particulier le processus d'embryogenèse somatique secondaire, puis, de 

manière résumée, les techniques de RT-PCR semi-quantitative et quantitative et leurs 

différences. La partie expérimentale est consacrée à la caractérisation moléculaire de 

l’embryogenèse somatique, d’abord par la présentation d’une publication parue dans le 

journal Plant Physiology and Biochemistry en 2009 : « Differential regulation of SERK, 

LEC1-Like and Pathogenesis-Related genes during indirect secondary somatic 

embryogenesis in grapevine ». Une analyse complémentaire, notamment par l’utilisation 

de la technique de PCR quantitative est détaillée ensuite. 
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Chapitre I : Caractéristiques moléculaires 

et fonctionnelles des protéines PR10 

 

A. Partie bibliographique 



 

Classe Activité biochimique Membre-type 

PR-1 Inconnue PR-1 (tabac) 

PR-2 β-1,3-glucanase PR-2 (tabac) 

PR-3 Chitinase de type I, II, IV, V, VI, VII P, Q (tabac) 

PR-4 Chitinase de type I, II 'R' (tabac) 

PR-5 Thaumatin-like S (tabac) 

PR-6 Inhibiteur de protéases Inhibiteur I (tomate) 

PR-7 Endoprotéinase P69 (tomate) 

PR-8 Chitinase de type III Chitinase (concombre) 

PR-9 Peroxidase « Lignin-forming peroxidase » (tabac) 

PR-10 Ribonuclease-like PR1 (persil) 

PR-11 Chitinase de type I Chitinase "classe V" (tabac) 

PR-12 Défensine Rs-AFP3 (radis) 

PR-13 Thionine THI2.1 (arabidopsis) 

PR-14 Protéine de transfert de lipides LTP4 (orge) 

PR-15 Oxalate oxidase OxOa (orge) 

PR-16 « Oxalate-oxydase-like » OxOLP (orge) 

PR-17 Inconnue Prp27 (tabac) 

 

Tableau 1 : Les 17 classes de protéines PR et leur activité biochimique (d'après van 

Loon et al. 2006). 

 

Classe 

Nombre 

d’allergènes 

décrits 

Exemple   

PR-1 1 Cuc m3 (melon) 

PR-2 2 Ole e 9 (olivier) 

PR-3 19 Pers a 1 (avocat) 

PR-4 4 Hev b 6.01, pro-hévéine du latex 

PR-5 6 Mal d 2 (pomme) 

PR-8 1 Hévamine du latex 

PR-9 1 Farine de blé 

PR-10 24 Bet v 1 (bouleau) 

PR-14 38 Pru p 3 (pêche) 

 

Tableau 2 : Les 9 classes de protéines PR comprenant des protéines allergènes (d'après 

Malandain et Lavaud 2004). 
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Première partie : Présentation des PR10 

 

 

 

I. Les protéines PR10 sont des « pathogenesis-related proteins » 

 

Les protéines PR10 appartiennent au groupe des protéines PR, pour « pathogenesis-

related », initialement définies comme étant exprimées par la plante hôte lors d’une attaque 

de pathogène (Antoniw et al. 1980). A la suite de leur identification dans des tissus de 

plantes soumis à des stress biotiques, mais aussi à divers stress abiotiques tels que le froid, 

les blessures, les métaux lourds, le stress osmotique ou divers traitements chimiques, les 

protéines PR sont considérées principalement comme des substances de défense 

spécifiques des plantes (pour revue, van Loon et van Strien 1999, Edreva 2006, van Loon 

et al. 2006). Cependant, l’accumulation de certaines d’entre elles dans des tissus sains lors 

d’étapes clés du développement (germination, floraison, maturation des fruits, sénescence) 

montre l'existence d'une régulation de leur expression en dehors de situations de stress.  

 

Partageant des caractéristiques biochimiques communes telles qu’un point isoélectrique 

(pI) acide, une résistance à la dégradation protéolytique ou une faible masse moléculaire, 

les protéines PR sont regroupées dans 17 classes d’après leur structure primaire, leurs 

relations sérologiques, ainsi que leur activité biologique (Tableau 1). Si la plupart ont des 

propriétés biochimiques pouvant expliquer, au moins en partie, une action défensive contre 

divers parasites viraux, bactériens ou fongiques, certaines protéines PR ont un mode 

d’action encore inconnu, comme celles des classes 1 et 17. Parmi les protéines PR de 

classe 10, certaines montrent une activité ribonucléasique qui a pu être parfois associée à 

une activité anti-virale ou anti-fongique (pour revue, Liu et Ekramoddoulah 2006). 

 

Plusieurs classes de protéines PR, comme de nombreuses autres protéines de défense, 

comprennent des allergènes présents dans le pollen et l’alimentation (pour revue, 

Malandain et Lavaud 2004 et Tableau 2). La classe PR10 est très représentée parmi les 

allergènes respiratoires du pollen des fagales ainsi que parmi les allergènes alimentaires 

des fruits mûrs, justifiant son étude détaillée. Le modèle de ces allergènes, puis, par voie de 



 

Espèce 
Nombre de gènes PR10 

identifiés 
Référence 

Phaseolus vulgaris (haricot) 20 Walter et al. 1996 

Pinus monticola (pin argenté) 19 Liu et Ekramoddoullah 2003, 

  Liu et Ekramoddoullah 2004 

Malus domestica (pommier) 18 Gao et al. 2005 

Fragaria ananassa (fraisier) 8 Mudislowska-Persson et al. 2006 

Solanum surattense 6 Liu et al. 2006 

Lupinus luteus (lupin jaune) 8 Handschuh et al. 2007 

Prunus dulcis (amandier) 8 Chen et al. 2008 

Prunus persica (pêcher) 8 Chen et al. 2008 

Oriza sativa (riz) 5 Kim et al. 2008 

Betula pendula (bouleau) 10 Schenk et al. 2009 

 

Tableau 3 : Famille multigénique des PR10 chez quelques espèces. 

 

 

Ligand Famille de protéines 

Lipides membranaires Phosphatidylcholine START 

  PITP 

 Phosphatidylinositol PITP 

 Céramide START 

 Cholestérol START 

Hormones de plantes Brassinostéroïdes Bet v 1 

 Cytokinines Bet v 1 

Métabolites II Flavonoïdes Bet v 1 

 Dopamine + 4-hydroxyphénylacétaldéhyde Bet v 1 

 Émodine Bet v 1 

 Polykétides Polykétides cyclases 

 Ènediynes « CalC-related » 

 Hydrocarbures polycycliques aromatiques Hydroxylases à chaîne alpha  

  Hydroxylases homotrimériques 

 

Tableau 4 : Ligands et substrats des membres de la super-famille « Bet v 1-like », 

déterminés expérimentalement (d'après Radauer et al. 2008). 
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conséquence, de l’ensemble des protéines PR10, est la protéine Bet v 1 du bouleau, bien 

que d'autres allergènes tels que les protéines Mal d 1 de la pomme ou Pru av 1 de la cerise 

aient été également largement étudiées. De même, des protéines LTP (PR14) et thaumatin-

like (PR5) sont par exemple respectivement des allergènes bien connus du pollen de 

l’olivier ou de la pêche, et du pollen du cyprès ou de la pomme (Malandain et Lavaud 

2004). 

 

La classe des protéines PR10 a été initialement décrite en 1988 chez le persil Petroselinum 

crispum, à travers deux protéines très similaires, initialement classées parmi les PR1 : PR1-

1 et PR1-3 (Somssich et al. 1988). Celles-ci, spécifiquement exprimées en réponse à une 

infection par le champignon Phytophtora megasperma, montraient des caractéristiques 

biochimiques nouvelles par rapport aux protéines PR habituellement rencontrées, justifiant 

la création d’une nouvelle classe de protéines PR. Présentant une faible homologie de 

séquence avec les protéines PR des autres classes, elles étaient, par ailleurs, dépourvues de 

peptide-signal N-terminal, suggérant une localisation cytoplasmique, contrairement aux 

autres protéines PR majoritairement retrouvées dans les espaces extracellulaires ou 

stockées dans des vacuoles au sein de la cellule. Dès cette date, des expériences 

d’hybridation génomique montraient l’existence de 2 à 6 gènes PR10 chez le persil. 

Depuis, des gènes PR10 ont été identifiés et caractérisés dans de nombreuses espèces ; ils 

forment de petites familles multigéniques, comme c'est le cas de la plupart des classes de 

protéines PR (pour revue, Liu et Ekramoddoulah 2006 et Tableau 3).  

 

 

II. Caractéristiques conservées des protéines PR10, membres de 

la super-famille « Bet v 1-like » 

 

Les protéines PR10 appartiennent à la super-famille structurale « Bet v 1-like », 

comprenant plusieurs familles de protéines représentées dans l’ensemble du monde vivant 

et partageant une grande homologie de conformation (Radauer et al. 2008 et Figure 1). 

Elles se composent classiquement d’un feuillet  enroulé autour d’une longue hélice , 

ménageant ainsi une large cavité hydrophobique capable de lier des ligands lipidiques 

(Tableau 4). Cette cavité est une caractéristique commune à toutes les protéines de la 



 

 

Figure 1 : Structure tridimensionnelle de membres représentatifs de la super-famille 

"Bet v 1-like". Les structures ont été colorées d'après les éléments de structure secondaire 

homologues à Bet v 1 (d'après Radauer et al. 2008). 

A : Allergène majeur du pollen Bet v 1, Betula pendula; B : Domaine transporteur de lipides "STAR-related" 

de MLN64, Homo sapiens; C : Domaine C-terminal, α-chain, naphtalène 1,2 dioxygenase, Pseudomonas 

putida; D : Protéine alpha de transfert de phosphatidylinositol, Ratus norvegicus; E : Protéine hypothétique 

NE0264, Nitrosomonas europaea; F : Protéine hypothétique CC1736, Caulobacter crescentus, polykétide 

cyclase ; G : Protéine hypothétique SMU440, Streptococcus mutans; H : Protéine hypothétique PA1206, 

Pseudomonas aeruginosa; I : Domaine C-terminal de la 2-oxo-1,2-dihydroquinoline 8-monooxygènase, 

Pseudomonas putida, « homotrimeric ring hydroxylase » ; J Protéine de résistance CalC « self-sacrificing », 

Micromonospora echinospora ; K : Protéine hypothétique APE2225, Aeropyrum pernix, CoxG. 
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super-famille « Bet v 1-like », qui, malgré une très faible homologie des séquences, 

partageraient des similarités fonctionnelles. Ainsi, les membres de cette super-famille 

proviendraient d’une même protéine hypothétique présente chez le dernier ancêtre 

commun des différents groupes vivants actuels et ayant évolué indépendamment dans les 

différents phylums. 

Dans cette super-famille, 2 familles sont confinées aux eucaryotes, dont la vaste famille « 

Bet v 1 » quasi-exclusivement végétale. La famille « Bet v 1 » est elle-même sub-divisée 

en sous-familles, dont celles des protéines PR10 des gymnospermes et des 

monocotylédones et la nombreuse famille des PR10 de dicotylédones (Figure 2). Deux 

petites sous-familles proches des protéines PR10 sont constituées des cytokinin-specific 

binding proteins (CSBP) spécifiques des Légumineuses et des norco-claurines synthétases 

(NCS). La sous-famille des major latex proteins (MLP) et ripening-related proteins (RPP) 

est plus éloignée phylogénétiquement et est très largement représentée chez Arabidopsis 

thaliana, qui curieusement ne contiendrait pas de protéines PR10. Ce dernier groupe des 

MLP/RPP comprend des protéines qui pourraient être impliquées dans la réponse au stress. 

 

L’allergène du pollen de bouleau Bet v 1 fut la première PR10 cristallisée et purifiée en 

solution (Gahjede et al. 1996). La détermination de sa structure tridimensionnelle montre 

une protéine composée de trois hélices , dont l’une localisée à l'extrémité C-terminale et 

longue d'environ 25 résidus, et d'un feuillet  formé de sept brins antiparallèles, délimitant 

les contours d'une cavité hydrophobique en forme de fourche de 30Å de profondeur 

(Figure 3-A). La structure d'autres protéines PR10 fut décrite par la suite chez le cerisier 

(Neudecker et al. 2001), le lupin jaune (Biesadka et al. 2002 et Pasternak et al. 2005), le 

céleri (Schirmer et al. 2005) et la carotte (Markovic-Housley et al. 2009), montrant une 

grande conservation de la structure tridimensionnelle, bien que de légères variations dans 

la forme et le volume des cavités hydrophobiques puissent être observées (Figure 3-B).  

 

Les modèles tridimensionnels des protéines PR10 ont permis de mettre en évidence la 

capacité de la cavité hydrophobique à accueillir et lier de petites molécules. La taille et la 

configuration de la cavité de Pru av 1 pourraient par exemple lui permettre de lier des 

phytostéroïdes tels que l'homocastasterone (Neudecker et al. 2001), tandis que la cavité de 

Bet v 1 pourrait accueillir une vaste gamme de ligands tels que des phytohormones 

(cytokinines, déhydroergosterol), des acides gras (acide stéarique, acide oléique), et des 

flavonoïdes (flavone, 4',5,7-trihydroxyflavone) (Mogensen et al. 2002). Il a aussi été



 

 

Figure 2 : Arbre phylogénétique « distance-based » de séquences de protéines de la 

famille Bet v 1 et de la sous-famille des polykétides cyclases-like.  

Les séquences sont issues d'organismes végétaux. La seule séquence bactérienne est 

incluse en tant qu'"outgroup" (d'après Radauer et al. 2009).



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A       B 

 

 

Figure 3 : Structure tridimensionnelle de protéines de la famille Bet v 1. 

 

A : Représentation « en ruban » de la structure de la protéine Bet v 1. Les hélices α 

sont indiquées par des spirales tandis que les brins β sont indiqués par des flèches 

(d'après Radauer et al. 2009). 

 

B : Représentation « en rubans » des structures des protéines Bet v 1 du bouleau (en 

jaune), Dau c 1 de la carotte (en rouge) et Api g 1  du céleri (en vert). 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

Espèce Gène ou protéine induit Pathogène éliciteur Référence 

Capsicum anuum 

(piment) 

CaPR-10 Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (b), TMV-P0 (v) 

Park et al. 2004 

Citrus sinensis 

(oranger) 

PR10 Xanthomonas campestris pv. citri (b) Garavaglia et al. 2010 

Lupinus luteus (lupin 

jaune) 

LlPR-10.1A, LlPR-10.B, Ll-

pr10.2a, Llpr-10.2b, Llpr-

10.2e 

Pseudomonas syringae (b) Sikorski et al. 1999, 

Handschuh et al. 2007 

Malus domestica 

(pommier) 

Ypr10 TMV (v), TEV (v), TVMV (v) Pühringer et al. 2000 

Medicago truncatula 

(luzerne tronquée) 

PR10 Aphanomyces euteiches (o) Colditz et al. 2007 

Oriza sativa (riz) RPR10a, RPR10b, RPR10c, 

OsPR-10 

Magnaporthe grisea (c) McGee et al. 2001, Kim 

et al. 2003 

Petroselinum crispum 

(persil) 

PR1 Phytophthora megasperma (o) Somssich et al. 1989 

Pisum sativum (pois) PR10.1, PR10.2, PR10.3 Fusarium solani (c) Tewari et al. 2003 

Solanum surattense SsPR10 TMV (v) Liu et al. 2006 

Vitis vinifera (vigne) VvPR10.1 Plasmopara viticola (o), 

Pseudoperonospora cubensis (o), 

Pseudomonas syringae (b) 

Kortekamp et al. 2006, 

Polesani et al. 2010, 

Robert et al. 2001 

 VvPR10.1, VvPR10.2 Erysiphe necator (c) Fung et al. 2008 

 Homologue de VqPR10.3 Plasmopara viticola (o) Polesani et al. 2008, 

Polesani et al. 2010 

Zea mays (maïs) ZmPR10.1, ZmPR10.2 Erwinia stewartii (b), Erwinia 

chrysanthemi (b), Clavibacter 

michiganensis (b) 

Xie et al. 2010 

 

Tableau 5 : Quelques exemples de protéines PR10 ou leurs gènes, dont l'expression est 

induite par des pathogènes. 

b = bactérie, c = champignon, o = oomycète, v = virus 
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 montré expérimentalement que la cavité hydrophobique de Bet v 1 pouvait contenir deux 

molécules de déoxycholate et celle de LlPR10 jusqu'à trois molécules de trans-zéatine 

(Markovic-Housley et al. 2003, Fernandes et al. 2008). Cette capacité à fixer de petits 

ligands apolaires, conservée chez tous les membres de la super-famille « Bet v 1-like », 

constitue probablement une des fonctions majeures des protéines PR10. Celles-ci 

pourraient alors avoir comme rôle de transporter ces ligands au sein de la cellule et/ou 

d'agir comme des « réservoirs » pour des hormones de plantes ou d'autres petites 

molécules.  

 

La structure primaire des protéines PR10 est également assez bien conservée. Leur 

longueur est comprise entre 150 et 162 acides aminés, et leur masse moléculaire est 

comprise entre 15 et 18 kDa, tandis que leur potentiel isoélectrique, variant de 5,03 à 5,86, 

est légèrement acide (pour revue, Liu et Ekramoddoulah 2006). Leur séquence arbore deux 

principaux motifs conservés. Le premier est un motif conservé de 32 à 34 résidus, dont la 

séquence est G-x(2)-[LIVMF]-x(4)-E-x(2,3)-[CSTAENV]-x(8,9)-[GNDS]-[GS](2)-[CS]-

x(2)- [KT]-x(4)-[FY]. Celui-ci est connu comme la signature Bet v 1 [PS00451], et est 

commun à tous les membres de la super-famille « Bet v 1 » (Osmark et al. 1998). Il est 

toutefois absent chez certaines protéines PR10 telles que ABR17 du pois ou la RNase 1 du 

ginseng (Bantignies et al. 2000). Le second motif conservé est à l’origine d’une 

« phosphate-binding loop » (P-loop). Sa séquence riche en glycines est GXGGXGXXK et 

se situe au niveau des acides aminés 46 à 54 chez Lupinus luteus et Betula pendula (pour 

revue, Liu et Ekramoddoulah 2006). Cette P-loop serait impliquée dans une activité 

ribonucléasique des PR10 grâce à sa capacité à se lier à des groupements phosphate 

(Saraste et al. 1990). 

 

 

III. Rôle physiologique des protéines PR10 

 

Une des caractéristiques fondamentales des protéines PR est que leur expression est induite 

lors de l'attaque par des pathogènes. Ceci a été démontré dans diverses espèces en présence 

de champignons, oomycètes, bactéries ou virus, ce qui suggère qu'elles joueraient un rôle 

dans la réponse aux stress biotiques (Tableau 5). Cependant, cette induction n’est pas 

systématique et semble varier selon le couple plante-pathogène. En effet, par exemple chez 



 

 

 

 

 

Espèce Protéine 

Résidus impliqués dans l'activité 

ribonucléasique (en rouge, les 

résidus obligatoires) 

Référence 

Arachis hypogaea (arachide) AhPR10 K54, F148, H150 Chadha et Das 2006  

Astragalus mongholicus (astragale) AmPR-10  Yan et al. 2008 

Capsicum annuum (piment) CaPR-10  Park et al. 2004 

Gossypium arboreum (cotonnier) GaPR-10 G51, K55, E96, E148, K150 Zhou et al. 2002 

Oriza sativa (riz) JIOsPR10  Kim et al. 2008 

Pachyrrizus erosus (pois patate) SPE-16  Wu et al. 2003 

Panax ginseng (ginseng) RNASE1, 

RNASE2 

 Moiseyev et al. 1997  

Pinus monticola (pin argenté) PmPR10  E103, E150, Y152 Liu et al. 2004 

Pisum sativum (pois) PsPR10.1  Srivastava et al. 2006  

Solanum surattense SsPR10  Liu et al. 2006  

Theobroma cacao (cacaoyer) TcPR-10  Pungartnik et al. 2008  

 

Tableau 6 : Quelques protéines PR10 dont l'activité ribonucléasique a été démontrée, 

ainsi que les espèces dont elles proviennent. 
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le piment, l'expression du gène CaPR-10 est induite lors de l'interaction compatible avec le 

TMV-P0 mais pas lors de l'interaction incompatible avec le TMV-P1,2 (Park et al. 2004). 

Les différentes PR10 d’une espèce peuvent également être induites de manière 

différentielle après l’attaque d’un pathogène. Chez le riz, l’expression de RPR10a est 

induite à deux reprises 12 heures puis 48 heures après inoculation par Magnaporthe grisea 

alors que celle de RPR10b n'est induite que 48 heures après inoculation (McGee et al. 

2001). De plus, il semble qu’il puisse exister une régulation du niveau d’expression d’un 

même gène après induction par un éliciteur selon le tissu de la plante, comme chez 

Solanum surattense où l'expression de SsPR10 est induite par le TMV dans les feuilles et 

les racines, mais pas dans les tiges (Liu et al. 2006). 

 

Le rôle de défense des protéines PR10 pourrait être lié à une activité ribonucléasique 

observée dans différentes espèces (Tableau 6). Selon plusieurs auteurs, la fonction 

antivirale des protéines PR10 proviendrait d'un clivage de l'ARN viral, comme chez le 

piment (Park et al. 2004). De plus, cette activité ribonucléasique a pu parfois être mise en 

parallèle avec une activité antifongique. C'est par exemple le cas chez A. hypogaea et T. 

cacao, où l'activité antifongique est perdue si l'activité ribonucléasique est inhibée (Chadha 

et Das 2006, Pungartnik et al. 2008). Certaines protéines PR10 ne montrent en revanche 

pas ou peu d'activité ribonucléasique, comme les protéines LlPR10.1A et LlPR10.1B de 

Lupinus luteus, bien que leur expression soit induite par des pathogènes, permettant aux 

auteurs de suggérer que l'activité ribonucléasique des PR10 serait accidentelle et n'aurait 

pas de rôle biologique (Biesiadka et al. 2002). Chez le riz, il a par ailleurs été montré que 

l'activité antifongique de la protéine JIOsPR10 était indépendante de son activité 

ribonucléasique (Kim et al. 2008).  

 

L'expression de certaines protéines PR10 ou de leurs gènes est également régulée lors 

d'interactions symbiotiques. Mais contrairement à ce que l'on observe lors de l'infection par 

un pathogène, l'expression de ces gènes est réprimée lors de ce type d’interaction. Ainsi, 

chez le lupin, l’expression des gènes LlPR10.1A et LlPR10.1B est réprimée dans les 

nodules jeunes et matures apparaissant suite à l'interaction avec Bradyrhizobium sp. 

(Lupinus) (Sikorski et al 1999). Chez Pisum sativum, lors de l'interaction symbiotique avec 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae en carence de bore, l'expression de plusieurs gènes 

PR10 est induite, alors que ni l'interaction avec la bactérie, ni une carence en bore 

n'entraînent seules cette induction. Cette induction pourrait être causée par une défaillance 



 

 

Espèce Gène ou protéine  Stress abiotique Référence 

Arachis hypogaea 

(arachide) 

PR10 Stress salin Jain et al. 2006 

Lupinu luteus (lupin jaune)  Ll-pr10.2a, Llpr-

10.2b, Llpr-10.2e 

Blessure Sikorski et al. 1999, Handschuh et 

al. 2007 

Oriza sativa (riz) OsPR-10 Blessure, froid Kim et al. 2003 

RSOsPR10 Sécheresse, stress salin Hashimoto et al. 2004, Kim et al. 

2008 

Phaseolus vulgaris 

(haricot) 

Ypr10 Obscurité Walter et al. 1996 

Pinus monticola (pin 

argenté) 

PmPR10-1, PmPR10-2 Blessure Liu et Ekramoddoullah 2004 

PmPR10-3 Blessure, froid 

Pinus pinaster (pin 

maritime) 

PR-10 Sécheresse Dubos et Plomion 2001 

Pisum sativum (pois) PR10 Stress salin Srivastava et al. 2004, Kav et al. 

2004 

Vitis vinifera (vigne) RzPR10, PR10 Stress salin Jellouli et al. 2008, Jellouli et al. 

2010 

Zea mays (maïs) ZmPR10.1, ZmPR10.2 Obscurité, blessure, froid Xie et al. 2010 

 

Tableau 7 : Expression de protéines PR10 ou leurs gènes lors de stress abiotiques. 

 



 

 

 

Espèce Gène ou protéine Eliciteur chimique Référence 

Gossypium arboreum 

(cotonnier) 

GaPR-10 Acide salicylique Zhou et al. 2002 

Malus domestica (pommier) Ypr10 Acide salicylique, glutathion Pühringer et al. 2000 

Oriza sativa (riz) OsPR10a Acide salicylique, acide abscissique, 

acide jasmonique, étéphon, H2O2 

Hwang et al. 2008, Kim et 

al. 2003 

Phaseolus vulgaris (haricot) Ypr10 Acide salicylique, glutathion Walter et al. 1996 

Pisum sativum (pois) PsPR10.1 Chitosane Tewari et al. 2003 

 PsPR10.4, 

PsPR10.5 

Acide salicylique, acide abscissique, 

chitosane 

 

Solanum surattense SsPR10 Acide salicylique, acide abscissique, 

acide gibbérellique, méthyl jasmonate, 

H2O2 

Liu et al. 2006 

Vitis vinifera (vigne) VvPR10.1, 

VvPR10.2, 

Homologue de 

VqPR10.3 

Chitosane, flumioxazine Castro et al. 2005, Ferri et 

al. 2009 

Zea mays (maïs) ZmPR10.1, 

ZmPR10.2 

Acide salicylique, kinétine, acide 

gibbérellique, acide 1-naphtylacétique, 

méthyl jasmonate, CaCl2, H2O2 

Xie et al. 2010 

 

Tableau 8 : Expression de protéines PR10 ou leurs gènes après élicitation par des 

molécules chimiques. 

 

 



 

 

 

Espèce Gène ou protéine R F T Fl M Référence 

Capsicum annuum (piment) CaPR-10 nt + nt nt nt Park et al. 2004 

Gossypium arboreum (coton) GaPR-10 + - - - nt Zhou et al. 2002 

Lupinus luteus (lupin jaune) LlPR-10.a + - + nt nt Sikorski et al. 1999 

LlPR-10.b + + + nt nt 

Malus domestica (pommier) Ypr10 nt + nt nt nt Pühringer et al. 2000 

Oriza sativa (riz) JIOsPR10 + - + + nt Kim et al. 2008 

Phaseolus vulgaris (haricot) Ypr10 + + - nt nt Walter et al. 1996 

Pinus monticola (pin argenté) PmPR10-1.10 + + + nt + Liu et al. 2004 

PmPR10.2, PmPR10.3 - - + nt - 

Solanum surattense SsPR10 + + + nt nt Liu et al. 2006 

Vitis vinifera (vigne) RzPR10 + + + nt nt Jellouli et al. 2008, Jellouli et 

al. 2010 

VvPR10.1 + + + nt nt Kortekamp et al. 2006 

Zea Mays (maïs) ZmPR10.1, ZmPR10.2 + + + nt nt Xie et al. 2010 

 

Tableau 9 : Expression tissu-spécifique de gènes PR10 dans quelques espèces végétales. 

R = racines ; F = feuilles ; T = tiges ; Fl = fleurs ; M = méristème végétatif 

(+) : expression détectée ; (-) : expression non détectée ; (nt) : expression non testée 
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dans la reconnaissance de la bactérie symbiotique, qui, en l’absence de bore, serait 

reconnue comme pathogène et activerait les défenses de la plante (Reguera et al. 2010). 

 

D'autres facteurs peuvent également causer l'induction de l'expression des protéines PR10, 

comme des stress abiotiques (Tableau 7) ou l’application de certaines molécules 

chimiques, qui interviennent lors des mécanismes de défense, comme l'acide salicylique 

impliqué dans la cascade de signalisation de la SAR (réponse systématique acquise), ou le 

glutathion impliqué dans le stress oxydatif (Tableau 8). Par exemple chez le lupin, 

l'induction de l'expression des gènes LlPR-10.2a, LlPR-10.2b et LlPR-10.2e lors de 

l'infection par Pseudomonas syringae est comparable à l'induction observée lorsque la 

plante est blessée, suggérant que l'expression de ces gènes ne serait pas une réaction 

spécifique de l'infection par un pathogène, mais plus généralement une réponse à un stress 

(Handschuh et al. 2007). A l’opposé cependant, de nombreuses études montrent que 

l’expression des gènes PR10 est régulée de manière différentielle en fonction du type de 

stress subi. Dans les aiguilles de Pinus monticola, l'expression de PmPR10-1, PmPR10-2 et 

PmPR10-3 est induite lors d'une blessure, alors que seule celle de PmPR10-3 est induite 

lors de l'adaptation au froid hivernal (Liu et Ekramoddoullah 2004). De même, chez le riz, 

l'acide salicylique et l'acide jasmonique induisent l'expression de OsPR10a mais pas de 

OsPR10 (Kim et al. 2003). Au sein d’une même famille multigénique, les gènes PR10 

montreraient donc une diversification fonctionnelle, comme chez le pois, où l'expression 

des gènes PR10.4 et PR10.5 est induite par l'acide salicylique, l'acide abscissique ou le 

chitosane, alors que seule le chitosane induit l'expression de PR10.1, et qu'aucune 

induction n'est enregistrée pour PR10.2 et PR10.3 (Tewari et al. 2003).  

 

Les protéines PR10 sont également exprimées en l'absence d'éliciteur, parfois en grande 

quantité dans certains organes. Ainsi, la protéine Bet v 1 est exprimée non seulement dans 

les tissus somatiques du bouleau mais surtout dans le pollen dont elle constitue un 

allergène majeur (Hoffmann-Sommergruber et al. 1997, Schenk et al. 2006, Schenk et al. 

2009). De même, des protéines PR10 aux propriétés allergènes s’accumulent, en l’absence 

d’éliciteur, dans les fruits du pommier Malus domestica (Beuning et al. 2004). Il semble 

donc, d’après différentes études, que des gènes PR10 puissent être exprimés de manière 

constitutive, mais aussi de manière tissu-spécifique (Tableau 9). Leur expression est le plus 

souvent détectée dans des feuilles et des racines, mais peut l’être également dans le 

tapetum des anthères, comme chez Lilium longiflorum (Huang et al. 1997) ou dans des 

graines, comme chez le pois patate, Pachyrrhizus erosus (Wu et al. 2003).



 

 

 

 

 

 

Gène Espèce Longueur de 

l'ORF (bp) 

Longueur de 

l'intron (bp) 

Référence 

Bet v 1 Betula pendula (bouleau) 480 à 483 84 à 153 Schenk et al. 2006 

Cor a 1 Corylus avellana (noisetier) 483 81 Hoffmann-Sommergruber et al. 

1997 

Llpr-10  Lupinus luteus (lupin jaune) 477 214 à 330 Handschuh et al. 2007 

Mal d 1 Malus domestica (pommier) 480 à 483 111 à 171* Gao et al. 1997 

PmPR10-1.14 Pinus monticola (pin argenté) 486 164 Liu et Ekramoddoullah 2003 

Pru p 1- Pru d 1 Prunus persica et dulcis 

(pêcher et amandier) 

483 98 à 233 Chen et al. 2008 

Pse m I Pseudotsuga menziesii 

(mélèze) 

486 154 Ekramoddoullah et al. 2000 

RPR10a Oriza sativa (riz) 477 366 McGee et al. 2001 

VvPR10.1 Vitis vinifera (vigne) 477 121 Robert et al. 2001 

Ypr10c Phaseolus vulgaris (haricot) 468 103 Walter et al. 1996 

*les gènes d'une sous-classe Mal d 1 sont dépourvus d'intron. 

 

Tableau 10 : Longueur de l'ORF et de l'intron de quelques séquences codant pour des 

protéines PR10. 
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IV. Structure des gènes PR10 et organisation génomique 

 

La structure des gènes PR10 est largement conservée au sein des diverses espèces (pour 

revue, Liu et Ekramoddoulah 2006 et Tableau 10). Elle est composée d’une ORF de 

longueur comprise entre 453 et 486 bp, habituellement interrompue par un intron dont la 

position est également très conservée. Celui-ci se situe entre les nucléotides 1 et 2 du 

codon 62 dans le gène Bet v 1, le plus souvent employé comme référence (Breiteneder et 

al. 1989). La longueur de cet intron varie entre 81 et 366 bp, mais on peut noter qu’un 

groupe de gènes Mal d 1 chez le pommier en est dépourvu (Gao et al. 2005).  

 

La séquence des gènes PR10 est également très conservée entre les espèces et encore plus 

au sein d'une même famille multigénique (Gao et al. 2005, Musidlowska-Persson et al. 

2006), faisant de ces gènes d’excellents marqueurs phylogénétiques (Freitas et al. 2003, 

Finkler et al. 2005). En effet, cette similarité des séquences nucléotidiques (et a fortiori des 

séquences protéiques) est généralement plus forte à l’intérieur qu’à l’extérieur de l’espèce, 

même si plusieurs clades peuvent être observés dans une même espèce (Figure 4). 

Plusieurs motifs de régulation plus ou moins spécifiques ont pu être mis en évidence dans 

les régions promotrices des gènes PR10 (Tableau 11). Tout d’abord, l'étude des gènes PR1 

du persil a permis de mettre en évidence les éléments W (ou W-box), sites de fixation pour 

des facteurs de transcription WRKY (Rushton et al. 1996). Par la suite, de nombreux autres 

motifs de régulation, impliqués soit dans la défense, soit dans le développement, ont été 

repérés dans les promoteurs de gènes PR10 de différentes espèces. Ils pourraient être 

activés en réponse à des stress abiotiques (lumière, élictation par des molécules chimiques, 

blessure), à des attaques de pathogènes, ou à des traitements hormonaux (auxines, 

gibbérellines, acide abscissique, éthylène). Ces éléments pourraient aussi expliquer leur 

expression spécifique dans certains organes ou à certains stades du développement. 

Cependant, certains gènes dont l’expression a été bien caractérisée ne présentent pas les 

motifs attendus (Pühringer et al. 2000, Handschuh et al. 2007, Hwang et al. 2008), ce qui 

montre que ce domaine de connaissances reste encore très exploratoire. 

 

Bien que la séquence génomique complète de nombreuses espèces végétales ne soit pas 

encore connue, on a pu déterminer que les gènes PR10 pouvaient former de petites familles 

multigéniques de 5 à 20 gènes (Tableau 3). De plus, dans quelques cas, il a été montré



 

 

Figure 4 : Arbre phylogénétique construit à partir de l'alignement des séquences 

protéiques PR10 de diverses espèces végétales. 

Certaines familles de protéines PR10 ont été mise en évidence afin de souligner la plus 

grande variabilité interspécifique qu' intraspécifique des séquences. Une protéine MLP d'A. 

thaliana a été incluse en tant qu'« outgroup » (d'après Liu et Ekramoddoullah 2006). 
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 qu’ils étaient groupés sur un ou deux chromosomes. Chez le pommier, 16 des 18 gènes 

Mal d 1 identifiés sont regroupés en tandem et répartis dans deux groupes de liaison (Gao 

et al. 2005). Les gènes Pru p 1 du pêcher et Pru d 1 de l’amandier sont groupés sur un 

unique groupe de liaison dans leur génome respectif (Chen et al. 2008). Chez le riz, les 

gènes RPR10a, RPR10b et RPR10c sont organisés en tandem et séparés par des fragments 

chromosomiques de 2 à 2,5 kb de long (McGee et al. 2001). 



 

 

Motif identifié Fonction Gène Espèce Référence 

Boîte W Réponse antifongique, 

réponse à l'acide 

salicylique 

PR1-1, PR1-2 Petroselinum crispum 

(persil) 

Rushton et al. 1996 

  OsPR10a Oriza sativa (riz) Hwang et al. 2008 

  LlPR10.2b, 

LlPR10.2f 

Lupinus luteus (lupin jaune) Handschuh et al. 2007 

  VvPR10.2 Vitis vinifera (vigne) Robert et Buffard 

2001 

Site de fixation 

d'un élément 

SEBF 

Réponse à l'auxine PR10a Solanum tuberosum (pomme 

de terre) 

Boyle et al. 2001 

Dof Réponse au stress, à la 

lumière, aux pathogènes, 

germination, 

développement 

PmPR10-10.14 Pinus monticola (pin 

argenté) 

Yanagisawa et al. 

2002, Liu et 

Ekramoddoullah 2003 

  LlPR10.2b, 

LlPR10.2f 

Lupinus luteus (lupin jaune) Handschuh et al. 2007 

bZIP Réponse au stress, à la 

lumière, aux pathogènes, 

germination, 

développement 

PmPR10-10.14 Pinus monticola (pin 

argenté) 

Jakoby et al. 2002, 

Liu et 

Ekramoddoullah 2003 

Boîte H Expression tissu-

spécifique, réponse au 

stress et aux facteurs 

fongiques 

LlPR10.2b, 

LlPR10.2f 

Lupinus luteus (lupin jaune) Dron et al. 1988, 

Pastori et Foyer 2002, 

Handschuh et al. 2007 

  VvPR10.2 Vitis vinifera (vigne) Robert et Buffard 

2001 

« Hormone 

Responsive 

Element » 

Réponse aux gibberellines LlPR10.2b, 

LlPR10.2f 

Lupinus luteus (lupin jaune) Handschuh et al. 2007 

GRE Réponse au 

glucocorticoïdes 

LlPR10.2f Lupinus luteus (lupin jaune) Handschuh et al. 2007 

auxRE Réponse à l'auxine LlPR10.2b Lupinus luteus (lupin jaune) Handschuh et al. 2007 

Boîte GCC Réponse à l'éthylène VvPR10.2 Vitis vinifera (vigne) Sato et al. 1996, 

Robert et Buffard 

2001 

Site de fixation du 

facteur  NF-κB 

Réponse à l'acide 

salicylique 

VvPR10.2 Vitis vinifera (vigne) Lebel et al. 1998, 

Robert et Buffard 

2001 

 

Tableau 11 : Eléments de régulation identifiés dans les régions promotrices en 5' de 

quelques gènes PR10. 
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Deuxième partie : Origine et intérêt des familles 

multigéniques 

 

 

 

Dans les différentes espèces étudiées, les gènes PR10 forment de petites familles multigéniques de 

faible variabilité intraspécifique, ce qui suggère une certaine redondance génétique, dont il est 

intéressant de décrire l’origine et l’intérêt. « Les gènes partageant une similarité significative sont 

présumés avoir évolué à partir d'un même ancêtre commun et font partie de la même famille 

multigénique » (Huynen et al. 1998). Les membres d'une famille multigénique seraient donc issus 

de copies d'un unique gène-origine. La formation de familles multigéniques est un élément 

important de la dynamique évolutive des génomes (Moore et al. 2005). La formation de ces familles 

passe par des processus de duplication à grande ou petite échelle, créant des paralogues souvent 

organisés en cluster au sein des génomes (Hurles 2004).  

 

I. Processus de duplication à l'origine des membres des familles 

multigéniques 

 

 A. Duplication totale du génome ou polyploïdisation 

 

La polyploïdisation consiste en une duplication totale du génome (pour revue, Ramsey et Schemske 

1998). Les évènements de polyploïdisation ont joué un rôle crucial dans la diversification d'une 

majorité de lignées eucaryotes animales ou végétales, et des angiospermes en particulier (de Bodt 

2005). On estime qu'à l'exception d'Amborella, toutes les angiospermes, actuellement diploïdes ou 

polyploïdes, ont subi au moins une duplication complète du génome pendant leur histoire évolutive 

(Leitch et Bennett 1997, Ha et al. 2009, Soltis et al. 2009). Le génome d'Arabidopsis thaliana a, par 

exemple, connu trois épisodes de duplication totale au cours de son évolution, dont le plus ancien, 

produit de la contribution de trois génomes ancestraux, est probablement commun à toutes les 

angiospermes (Blanc et al. 2003, Bowers et al. 2003). Le génome de Vitis vinifera n’échappe pas à 

la règle et aurait évolué à partir d’un hypothétique ancêtre commun « paléo-hexaploïde » (Jaillon et 

al. 2007). 



 

 

 

 

 

Figure 5 : Modèles de recombinaison homologue (A) et de "crossing-over" inégal (B) entre 

deux chromosomes homologues. Le crossing-over inégal est rendu possible par la forte similarité 

entre les gènes A et a. 
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Un événement de polyploïdisation est habituellement suivi d'une réduction du nombre de gènes, une 

majorité des gènes revenant à un exemplaire, ainsi que de réarrangements chromosomiques (Adams 

et al. 2005). Il a été montré, chez Arabidopsis thaliana, qu’après la plus récente polyploïdisation de 

son histoire évolutive, 28,6% seulement des duplicats de gènes ont été conservés (Thomas et al. 

2006). La fréquence de rétention des duplicats dépend des familles ontologiques. Les plus 

fréquemment retenus sont des « connected genes » ou « dose sensitive genes », qui codent des 

protéines n’intervenant pas seules mais dans des complexes, ce qui implique qu’un ensemble de 

gènes doit être retenu pour assurer correctement la fonction assignée. Ces gènes peuvent, par 

exemple, coder des protéines intervenant dans des cascades de signalisation (facteurs de 

transduction de signal), ou des facteurs de transcription (Blanc et Wolfe 2004, Maere et al. 2005, 

Thomas et al. 2006).  

 

 B. Duplications partielles du génome 

 

Les duplications partielles constituent la seconde force majeure aboutissant à la formation de 

familles multigéniques. Les duplications segmentales concernent des portions plus ou moins 

longues des chromosomes pouvant ensuite être dispersées dans le génome, mais les duplications à 

petite échelle semblent surtout être des duplications d’un (parfois plusieurs) gène(s) aboutissant 

généralement à la création de copies en tandem. Les duplications en tandem sont plus fréquentes 

que les duplications totales du génome. Elles surviennent principalement lors de recombinaisons 

homologues, ce qui implique une corrélation entre le taux de recombinaison d'une région 

chromosomique et la densité de gènes organisés en tandem ; les régions centromériques présentent 

ainsi la plus faible densité de duplications en tandem (Zhang et Gaut 2003). Ces duplications 

peuvent provenir de « crossing over » inégaux produisant des copies en orientation directe (Figure 

5), de recombinaisons intrachromosomiques produisant des copies en orientation opposée, ou de 

glissements de réplication (Walsh 1987, Schuermann et al. 2005 , Rizzon et al. 2006). Le nombre de 

copies en tandem varie beaucoup selon la famille multigénique considérée. Chez Arabidopsis 

thaliana et Oryza sativa, on observe le plus fréquemment des répétitions de 2 ou 3 gènes, les plus 

longues comprenant respectivement 20 et 33 gènes (Zhang et Gaut 2003, Rizzon et al. 2006). 

 

Certaines familles ontologiques se développent surtout grâce à des duplications en tandem. C'est par 

exemple le cas de familles de gènes impliqués dans la réponse aux stress biotiques ou abiotiques, 

comme les gènes NBS-LRR ou MLP chez A. thaliana (Baumgarten et al. 2003, Cannon et al. 2004). 

Les membres de la famille Bet v 1 du bouleau sont également issus de duplications en tandem 

(Schenk et al. 2009). L’inflation du nombre de gènes dans ces familles pourrait correspondre à une 
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« course à l'armement » contre les pathogènes. De manière plus générale, les membres des familles 

multigéniques impliqués dans l'adaptation aux changements de l'environnement sont principalement 

issus de mécanismes de duplication en tandem (Hanada et al. 2008). Contrairement aux 

polyploïdisations, les duplications de gènes en tandem semblent se produire en continu au cours de 

l’évolution. De plus, les gènes issus de duplications en tandem présentent globalement plus de 

variabilité que les gènes issus de duplications complètes du génome, ce qui pourrait être en relation 

avec leur rôle dans l’adaptation aux conditions de l’environnement et aux pathogènes (Maere et al. 

2005, Rizzon et al. 2006 et Hanada et al. 2008).  

 

 

II. Devenir des gènes dupliqués 

 

Suite aux différents processus de duplication, une faible part des copies est maintenue. Selon le 

modèle classique de « birth and death », une des copies conservera sa fonction d'origine tandis que 

de multiples mutations conduiront l'autre copie soit à dégénérer et perdre toute fonction 

(pseudogénisation ou nonfonctionalisation), soit à acquérir une nouvelle fonction 

(néofonctionalisation). La néofonctionalisation suppose qu’une des deux copies soit libérée de toute 

pression de sélection conservatrice jusqu’à l’acquisition d’une nouvelle fonction, moment où elle 

sera à nouveau soumise à des pressions de sélection (Ohno 1970, Hurles 2004). L’évolution peut 

aussi suivre d’autres voies. Si le gène d'origine porte plusieurs fonctions, celles-ci peuvent, après 

duplication, être partagées entre les différentes copies. Il s'agit du modèle de sous-fonctionalisation 

(Lynch et Force 2000, Duarte et al. 2006). Les deux copies sont par la suite nécessaires pour assurer 

la fonction totale du gène d'origine. Il est également possible qu'une fonction identique soit 

conservée pour chaque copie, mais que leur expression soit soumise à une régulation différente, 

conduisant à l'expression d'une même protéine, soit dans des tissus différents, soit à des stades de 

développement différents (sous-fonctionalisation spatio-temporelle). Cette expression différentielle 

est due à une variation dans les séquences régulatrices, pouvant être obtenue après une duplication 

n’impliquant pas l'intégralité des séquences promotrices (Lockton et Gaut 2005). Cependant, dans 

la plupart des cas, les copies dégénèrent par accumulation progressive de mutations et forment des 

pseudogènes. (Hurles 2004, Maere et al. 2005).  
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III. Evolution des familles multigéniques 

 

Les familles multigéniques semblent devoir évoluer, sous l’effet de la sélection, vers une certaine 

divergence de leurs membres, condition supposée du maintien des duplicats dans l’organisme. Cette 

divergence des séquences est à l’origine d’une diversification fonctionnelle des protéines codées, 

par néo- ou sub-fonctionnalisation. Cependant, secondairement, les membres d’une même famille 

multigénique peuvent aussi évoluer de manière concertée, ce qui signifie qu’ils évoluent en 

parallèle, de manière à montrer une plus grande similarité intraspécifique qu'interspécifique (Liao 

1999, Ohta 2000). L'évolution concertée au sein d'une famille multigénique ne serait pas due au 

hasard mais plutôt à la nécessité d'assurer le maintien de l'homogénéité des séquences de la famille 

(Liao 1999). D’une part, le modèle d'évolution concertée prévoit qu'une mutation favorable 

survenant sur un des membres d'une famille multigénique puisse être rapidement transmise aux 

autres, sous l’effet d’une pression de sélection positive (Nei et Rooney 2005). D’autre part, 

l'évolution concertée au sein d'une famille multigénique pourrait être la conséquence de 

l’élimination de mutations délétères dans une séquence cruciale d’un des membres de la famille, 

dans le contexte d’une pression de sélection conservatrice (Liao 1999). Le mécanisme principal 

aboutissant à une évolution concertée serait l'homogénéisation intrachromosomique, par « crossing-

over » inégal ou conversion génique, mais des échanges interchromosomiques, plus rares, existent 

également. La proximité physique des séquences disposées en tandem, dans le cas de certaines 

familles multigéniques, est favorable à ce type d’évolution (Rizzon et al. 2006). L’étude 

phylogénétique des membres des familles multigéniques de PR10 de différents organismes 

végétaux suggère qu'ils suivent habituellement un modèle d'évolution concertée (Wen et al. 1997, 

Finkler et al. 2005, Schenk et al. 2006). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I : Caractéristiques moléculaires et 

fonctionnelles des protéines PR10 

B. Partie expérimentale 
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I. État des connaissances sur les protéines PR10 de Vitis vinifera 

au début de la thèse 
 

 

 

Lorsque ma thèse a démarré, deux gènes, VvPR10.1 et VvPR10.2, avaient été identifiés 

comme induits lors de l'interaction non-hôte avec la bactérie Pseudomonas syringae pv. 

Pisi, dans le cépage Ugny blanc (Robert et al. 2001, Robert et Buffard 2001). VvPR10.1 et 

VvPR10.2 sont très similaires, avec respectivement une ORF de 480 ou 477 bp (coupée par 

un intron de 121 ou 107 bp entre les nucléotides 184 et 185) codant une protéine de 159 ou 

158 acides aminés. Quelques autres études publiées ont montré que l'expression des gènes 

PR10 de vigne (ou des protéines correspondantes) pouvait être induite en réponse à des 

stress biotiques ou abiotiques. Dans ces études, les gènes et protéines induits ont été décrits 

comme similaires aux deux gènes VvPR10.1 et VvPR10.2, tels que référencés dans les 

banques (VvPR10.1 : Robert et al. 2001, GenBank: AJ291705.2 ; VvPR10.2 : Robert et al. 

2001, GenBank: AJ291704.2). Il a ainsi été montré que l'oomycète Plasmopara viticola, 

agent du mildiou de la vigne, pouvait induire l'expression de gènes PR10 dans les cépages 

Riesling (sensible) et Gloire de Montpellier (résistant), avec toutefois une induction plus 

précoce dans le cépage sensible, (Kortekamp et al. 2006). Par ailleurs, il a été décrit que 

l'herbicide flumioxazine entraînait une induction de l'expression de protéines PR10 dans 

des plantules traitées du cultivar Chardonnay (Castro et al. 2005). Dans cette étude 

protéique, le nombre de spots correspondant à des protéines PR10 observé sur gel était 

supérieur au nombre de gènes PR10 caractérisés, suggérant soit l'existence d'une famille 

multigénique à l’origine des protéines PR10 de vigne, soit l'existence de modifications 

post-traductionnelles des protéines PR10.1 et PR10.2. 
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II. Présentation de la publication « Characterisation of the Vitis 

vinifera PR10 multigene family » 
 

 

Au moment du démarrage de ce travail, bien que le génome de peu d’espèces végétales soit 

connu, l’étude du pommier montrait que les gènes PR10 forment une famille multigénique 

dont les membres sont regroupés en tandem sur deux chromosomes (Gao et al. 2005). 

Étant intéressé par cette famille de gènes PR10, classés chez la vigne comme gènes de 

défense mais potentiellement impliqués dans l’embryogenèse somatique (Imin et al. 2005, 

Domoki et al. 2006, De Jong et al. 2007), j'ai saisi l’occasion qu'offrait la mise à 

disposition de la séquence intégrale du génome de Vitis vinifera, dès 2008, pour 

caractériser la famille des gènes PR10 dans cette espèce. 

 

Dix-sept séquences PR10 comprenant quatorze séquences complètes et trois pseudogènes 

ont été identifiées. Elles sont regroupées dans le génome, en un groupe compact de 

séquences disposées en tandem, long de quatre-vingt dix kb environ. Ces séquences se 

présentent, de 5’ vers 3’ : les douze premières et la dernière en orientation directe, et entre, 

quatre séquences en orientation inverse. Cette disposition reflète probablement une 

succession d’évènements de duplications en tandem ayant eu lieu pendant l’évolution. Une 

analyse phylogénétique des séquences, en comparaison avec des gènes PR10 d’autres 

espèces, montre une plus faible variabilité intraspécifique qu’interspécifique, suggérant 

une probable évolution concertée, et/ou de récentes duplications. Une étude de l’expression 

de dix de ces séquences dans différents organes de la plante : feuilles, tiges, racines, 

inflorescences, et dans des embryons somatiques, montre la fonctionnalité d’au moins neuf 

d’entre elles et une certaine spécificité d’expression. L’induction de certains de ces gènes 

lors du traitement d’embryons au 2,4-D (traitement inducteur de l’embryogenèse 

somatique secondaire), confirme leur caractère inductible et leur classement comme gènes 

de défenses. 
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Fichier supplémentaire 1 : Position génomique et annotation apparaissant sur le site 

du GENOSCOPE pour chacune des séquences  PR10 potentielles.  

 

 

Fichier supplémentaire 2 : Concordance entre la carte de la région génomique du 

GENOSCOPE contenant les séquences PR10 potentielles et les fragments homologues 

de la base de donnée de IASMA. 
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Fichier supplémentaire 3 : Pourcentage de similarité nucléotidique entre les introns 

des 17 séquences. 
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Fichier supplémentaire 4 : Structure tridimentionnelle des protéines PR10 de V. vinifera 

déduites, représentée par un diagramme en ruban. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II : Expression des gènes PR10 

pendant le processus d’embryogenèse 

somatique 

A. Partie bibliographique 

 



 

 

 

 

 

 

 

Embryogenèse Directe Indirecte 

Primaire Initiée à partir d'explants quelconques ; 

pas de dédifférentiation des cellules 

Initiée à partir d'explants quelconques ; 

dédifférentiation des cellules (cals) 

Secondaire 

 

Initiée à partir d'embryons ; pas de 

dédifférentiation des cellules 

Initiée à partir d'embryons ; 

dédifférentiation des cellules (cals) 

Tableau 12 : Résumé des différents types d'embryogenèse somatique. 
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Première partie : L'embryogenèse somatique 

et ses marqueurs 

 

 

 

I. L'embryogenèse somatique 

 

L'embryogenèse somatique est le procédé par lequel des cellules somatiques différenciées 

recouvrent leur capacité embryogène. Cette reprogrammation cellulaire est connue sous le 

terme de transdifférenciation et elle est rendue possible par la totipotence des cellules 

végétales. L'embryogenèse somatique présente un double intérêt, à la fois sur le plan 

fondamental et sur le plan appliqué. En effet, les mécanismes mis en œuvre au cours de 

l'embryogenèse somatique sont très proches de ceux qui sont mis en œuvre au cours de 

l'embryogenèse zygotique, ce qui en fait un modèle pour l'étude de la régulation des gènes 

et l'observation morphogénique des étapes précoces du développement embryonnaire 

(Zimmerman 1993). Sur un plan appliqué, la régénération d'organismes végétaux via 

l'embryogenèse somatique est une solution efficace pour éviter les problèmes de 

chimérisme lors de manipulations génétiques (mutagenèse, transformation, fusions 

cellulaires), car les régénérants sont alors issus d'une unique ou de quelques cellules 

seulement (Gaj 2004). 

 

Plusieurs processus d'embryogenèse somatique peuvent être distingués. Celle-ci pourra 

être qualifiée d'embryogenèse somatique primaire ou secondaire, directe ou indirecte. Le 

Tableau 12 résume ces différents types d'embryogenèse. L'embryogenèse somatique 

primaire est initiée à partir d'explants tels que des feuilles, racines, anthères, tiges ou 

cotylédons. Cette liste n'est pas exhaustive et l'efficacité de l'embryogenèse, à savoir le 

nombre d'explants générant des embryons néoformés, varie suivant les explants et d'une 

espèce à une autre. L'embryogenèse somatique secondaire est initiée à partir d'embryons et 

elle est souvent plus efficace que l'embryogenèse somatique primaire (Gaj 2004). 

L'embryogenèse somatique est qualifiée d'indirecte lorsque les cellules passent par un stade 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de plusieurs groupes de gènes influençant 

l'embryogenèse somatique chez les plantes supérieures (source : Chugh et Khurana 

2002). 
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de dédifférenciation en cals tandis que les embryons issus d'une embryogenèse somatique 

directe sont formés directement sur le tissu, à partir de cellules pro-embryogéniques 

compétentes (Gaj 2004, Quiroz-Figueroa et al. 2006). 

 

Plusieurs facteurs conditionnent l'efficacité de l'embryogenèse somatique (Fehér et al. 

2003, Gaj 2004, Jiménez 2005, Quiroz-Figueroa et al. 2006). Outre le type de tissu mis en 

culture interviennent les sucres, source d'énergie et de carbone dont la concentration doit 

contribuer à une pression osmotique favorable, la lumière, dont les besoins varient selon 

l'espèce, les facteurs de stress et les régulateurs de croissance. Ces deux derniers facteurs 

sont considérés comme les plus importants dans l'acquisition de la capacité embryogène. 

Le stress subi peut être d'origine variable ; il peut s’agir d’une blessure, d’une exposition 

aux métaux lourds ou à des mutagènes, d'un choc osmotique, qui vont déclencher 

l'acquisition de la capacité embryogène. L’application d’hormones, essentiellement 

auxines, mais aussi cytokinines, constitue une condition importante pour l’obtention de 

cultures embryogènes. L'ajout de l'auxine 2,4-D au milieu de culture est considéré comme 

une étape-clé de l'induction de l'embryogenèse somatique, cette molécule agissant à la fois 

comme une substance à activité auxinique et comme un facteur de stress. Néanmoins, 

d'autres hormones peuvent être employées pour induire l'embryogenèse somatique, qui 

peut aussi être obtenue en l'absence de régulateur de croissance. Les connaissances 

actuelles permettent difficilement de proposer un mécanisme commun pour l'induction de 

l'embryogenèse somatique dans toutes les espèces végétales, chacune pouvant accepter des 

conditions de culture différentes (pour revue dans la vigne, Martinelli et Gribaudo 2009). 

 

 

II. Marqueurs de l'embryogenèse somatique 

 

L'induction de l'embryogenèse somatique implique une reprogrammation cellulaire, durant 

laquelle l'expression d'un grand nombre de gènes est régulée, dont des gènes impliqués 

dans la défense, probablement en réponse au stress appliqué (Fehér et al. 2003, Imin et al. 

2005, Domoki et al. 2006, Karami et Saidi 2010 et Figure 6). Certains de ces gènes ont un 

profil d'expression spécifique durant l'embryogenèse somatique et peuvent servir de 

marqueurs pour identifier les cellules ou les tissus ayant une capacité embryogénique. J’ai 

choisi de présenter plus en détails les gènes SERK, LEC, ainsi que ceux qui codent des 



 

 

 

 

 

 

Organisme Nombre de gènes  Référence 

Arabidopsis thaliana (arabette) 5 Hecht et al. 2001 

Citrus unshiu (mandarinier) 1 Shimada et al. 2005 

Cocos nucifera (cocotier) 1 Perez-Nunez et al. 2009 

Medicago truncatula (luzerne tronquée) 1 Nolan et al. 2003 

Oriza sativa (riz) 2 Hu et al. 2005, Song et al. 2008 

Poa pratensis (pâturin des prés) 2 Albertini et al. 2005 

Solanum tuberosum (pomme de terre) 1 Sharma et al. 2008 

Theobroma cacao (cacaoyer) 1 Santos et al. 2005 

Triticum aestivum (blé tendre) 3 Singla et al. 2008 

Vitis vinifera (vigne) 3 Schellenbaum et al. 2008 

Zea mays (maïs) 2 Baudino et al. 2001 

  

Tableau 13 : Nombre de gènes SERK identifiés chez quelques espèces. 
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chitinases, dont j'ai étudié l'expression au cours du cycle d'embryogenèse somatique chez 

la vigne pendant ma thèse, en parallèle de l’étude de l’expression des gènes PR10. 

 

Les gènes SERK, pour « Somatic Embryogenesis Receptor Kinase » (pour revue, Maillot et 

al. 2010), forment de petites familles multigéniques de 2 à 5 membres chez plusieurs 

espèces végétales (Tableau 13). Ils appartiennent à la famille des « Receptor Like Kinases 

» (RLK) et possèdent les domaines protéiques caractéristiques suivants : un domaine 

extracellulaire impliqué dans la fixation de ligands (perception), un domaine 

transmembranaire et un domaine catalytique cytoplasmique serine/thréonine kinase. Les 

gènes SERK ont été définis comme marqueurs de l'embryogenèse somatique, entre autres 

chez la carotte, chez Dactylis glomerata ou encore chez Arabidopsis thaliana (Schmidt et 

al. 1997, Somleva et al. 2000, Hecht et al. 2001). Cependant, cette petite famille de gènes 

possède des membres impliqués à la fois dans différents aspects du développement et dans 

la défense des plantes. Chez A. thaliana par exemple, AtSERK1 et AtSERK2 semblent avoir 

des fonctions redondantes dans l’embryogenèse mais aussi dans le développement des 

anthères (Albrecht et al. 2005), tandis que AtSERK3/BAK1 et AtSERK4/BKK1 ont un rôle 

dans la perception des brassinostéroïdes, tout comme AtSERK1, et sont également tous 

deux impliqués dans la défense (perception de la flagelline, mort cellulaire programmée) 

(He et al. 2007, Kemmerling et al. 2007). Chez Oryza sativa, l'expression du gène 

OsSERK1 est induite par différents stress biotiques ou abiotiques, suggérant également un 

rôle dans la défense (Hu et al. 2005). 

 

Les gènes LEC, pour « LEafy Cotyledon », codent des facteurs de transcription contenant 

un domaine de fixation à l'ADN (Harada et al. 2001). Les gènes L1L, pour « Leafy 

Cotyledon 1 Like », codent une sous-unité de la protéine HAP3 d'A. thaliana proche de 

LEC1 (Kwong et al. 2003). Ces gènes sont impliqués dans les phases précoce et tardive de 

l'embryogenèse somatique et contribuent à la mise en place d'un environnement favorable 

à l’initiation du développement embryonnaire (Kwong et al. 2003, Gaj et al. 2005). 

L'inactivation des gènes LEC chez A. thaliana induit une réduction de la capacité 

embryogénique des tissus, suggérant un rôle majeur dans l'embryogenèse somatique.  

 

Les chitinases sont des enzymes capables d'hydrolyser la liaison -1,4-glycoside présente 

dans les biopolymères de N-acétylglucosamine tels que la chitine. Cette molécule étant un 

constituant de la paroi des champignons, les chitinases sont supposées avoir une action 
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antifongique par l’intermédiaire de la libération de fragments de chitine ayant un rôle 

éliciteur des défenses de la plante. Plusieurs classes de protéines PR (PR3, PR4, PR8 et 

PR11) ont une activité chitinasique (Tableau 1). Des chitinases font partie des protéines 

secrétées spécifiquement durant l'embryogenèse somatique (Quiroz-Figueroa et al. 2006). 

L’ajout d'une chitinase dans le milieu de culture d’un mutant de carotte, dont le 

développement embryonnaire est stoppé au stade globulaire, permet la restauration de sa 

capacité de régénération, suggérant un rôle primordial de la fonction chitinasique pendant 

le développement embryonnaire (De Jong et al. 1992).  

 

Lorsque ma thèse a débuté, les gènes PR10 n’étaient pas considérés comme des marqueurs 

de l'embryogenèse somatique, bien que leur expression ait été mise en évidence lors de ce 

processus chez plusieurs espèces. Il avait notamment été montré que chez Medicago sativa 

L., l’expression d’un gène PR10 est fortement induite pendant le processus 

d'embryogenèse somatique, tout d’abord lors du traitement initial de protoplastes au 2,4-D, 

puis, ultérieurement, lors de la différenciation des embryons (Domoki et al. 2006). De 

même, il avait été décrit que les PR10 font partie des protéines les plus abondamment 

exprimées durant l'embryogenèse somatique chez Medicago truncatula (Imin et al. 2005, 

De Jong et al. 2007).  

 

III. Description du modèle d’étude : le cycle d’embryogenèse 

somatique secondaire chez Vitis vinifera 

 

L'embryogenèse somatique secondaire permet d’obtenir un grand nombre d'embryons à 

partir de la culture d'un embryon primaire. Chez la vigne, il est entre autres utilisé pour 

maintenir des lignées embryogènes, ainsi que pour la production simultanée de quantités 

importantes d'embryons aptes à être manipulés ou analysés (Martinelli et Gribaudio 2009). 

L’induction du processus d'embryogenèse somatique secondaire peut être réalisée de 

manière comparable à celle de l'embryogenèse somatique primaire. Ce modèle de culture, 

qui peut être schématisé en deux étapes, a été développé au laboratoire sur plusieurs 

génotypes de vigne (Maillot et al. 2006). La première étape consiste en un traitement qui 

doit permettre de « relancer » la capacité embryogénique des tissus de l’embryon. Dans 

notre cas, il s’agira d’un traitement par une auxine forte : le 2,4-D. Les embryons mis en 
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présence de cet inducteur se dédifférencieront tout d’abord en cals, dans un processus 

qualifié d’embryogenèse indirecte. Des embryons secondaires se formeront ensuite sur ces 

cals, devenant alors des cals embryogènes, après plusieurs semaines de culture en 

l’absence du 2,4-D. Ce type de processus peut être répliqué un nombre indéterminé de fois. 

Il est qualifié d’embryogenèse récurrente. Ce modèle de culture présente l’intérêt de 

pouvoir distinguer les deux phases clé du processus : l’induction de la capacité 

embryogénique par le traitement au 2,4-D et la différenciation des embryons secondaires. 

L'embryogenèse somatique secondaire constitue le modèle sur lequel nous avons réalisé 

une grande partie de nos analyses moléculaires. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Courbe d'amplification de l'ADN en fonction du nombre de cycles. 

La phase de plateau est atteinte dès que le rendement de la réaction n'est plus exponentiel 

en raison d'un facteur limitant (épuisement d'un des réactifs libres de la réaction ou 

diminution d'efficacité de la polymérase). 
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Seconde partie : Etude de l’expression de 

gènes par PCR après transcription inverse 

(RT-PCR) 

 

 

 

La technique d’amplification en chaîne (PCR, « Polymerase Chain Reaction ») après 

transcription inverse (RT-PCR ; « Reverse Transcriptase - PCR ») a été mise au point pour 

utiliser l’ARN comme matrice d'amplification de la PCR. Cette méthode permet de 

détecter (voire de quantifier) des ARN messagers (ARNm) et d’étudier les niveaux 

d’expression de gènes (en fonction du tissu, d’un traitement ...). De l’ADN 

complémentaire (ADNc) est synthétisé à l’aide d’une transcriptase inverse à partir d’ARN, 

puis la PCR est réalisée à partir de cet ADNc.  

 

Lors d’une RT-PCR « conventionnelle », en point final (« end-point RT-PCR »), les 

amplicons sont visualisés sur gel, ce qui permet de déduire si le messager correspondant 

était présent ou absent de l’échantillon. Mais il n’est pas possible d’évaluer la variation du 

niveau d’expression du messager : induction ou répression, comme en RT-PCR semi-

quantitative, ou de le quantifier, comme en RT-PCR quantitative. Au cours d’une PCR, 

l’amplification est exponentielle (doublement des amplicons à chaque cycle) avant 

d’atteindre une phase de plateau (épuisement des réactifs de la PCR) (Figure 7). En fin de 

réaction, la quantité d’amplicons obtenus n’est donc pas proportionnelle à la quantité de 

matrice au départ, alors qu’elle l’est durant la phase exponentielle de la PCR. C’est donc 

dans cette phase qu’il faut se placer pour quantifier l’expression des gènes par les 

techniques de RT-PCR semi-quantitative ou quantitative.  

 

I. La RT-PCR semi-quantitative 

 

En RT-PCR semi-quantitative, un nombre de cycles d’amplification est déterminé de telle 

façon à se situer en phase exponentielle de la réaction. Un gène dont l’expression est 

considérée comme stable dans les différents échantillons est utilisé comme référence pour 



 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Calibrage de conditions de PCR. 

Afin d'être en conditions semi-quantitatives, il est nécessaire de choisir une quantité de 

matrice initiale pour laquelle, en fonction du nombre de cycles de réaction, le signal du 

gène de référence est détectable et non saturé. Cette quantité peut être déterminée par 

dilutions successives de l'échantillon. 
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réaliser le calibrage des conditions de la réaction contrôlant la quantité de matrice au 

départ. Après migration sur gel et révélation de l’ADN par un agent intercalant (ex. 

bromure d’éthidium), l’intensité des produits d’amplification est analysée et comparée à 

celle du gène de référence pour permettre une évaluation semi-quantitative (Figure 8). Il 

devient ainsi possible d’estimer les différences de quantités d’ADNc donc d’ARNm entre 

les échantillons, pour un même gène. 

 

Toutefois, au cours d’une PCR, les conditions sont variables d'un échantillon à l'autre. En 

effet, les amorces employées, nécessairement différentes d'un gène à l'autre, impliquent 

que l'efficacité de la réaction sera systématiquement différente d'un gène à l'autre, rendant 

difficile la comparaison du niveau d’expression entre gènes différents. L'observation des 

produits s'effectuant après un nombre de cycles identiques pour tous les échantillons, ceux-

ci ne seront pas forcément dans la même phase de la PCR. Pour certains échantillons, 

l’amplification pourrait être encore dans la phase exponentielle alors que pour d’autres, 

elle serait déjà en phase de plateau. De plus, la quantification des amplicons obtenus ne 

peut pas être précise puisque la révélation est assez peu sensible, et quand une bande est 

discernable, l'étape exponentielle de l'amplification peut être terminée. Ainsi, dépendant de 

la concentration initiale de matrice et suivant les conditions choisies (principalement le 

nombre de cycles de réaction et l’efficacité de l’hybridation des amorces), l'évaluation des 

produits amplifiés pourra entraîner une surestimation ou une sous-estimation du niveau 

d'expression d'un gène (Ferre 1992). 

 

La RT-PCR semi-quantitative permet donc l’évaluation du niveau d’induction ou de 

répression d’un gène de manière relative, en fonction d’une référence considérée comme 

stable dans les différents échantillons. 

 

II. La RT-PCR quantitative (RT-qPCR) 

 

Pour la PCR quantitative après transcription inverse, l’abréviation utilisée dans ce 

manuscrit est RT-qPCR (« reverse transcriptase - quantitative PCR »). En effet, 

l’utilisation de l’abréviation « RT-PCR » pour la PCR quantitative « en temps réel » (« real 

time ») est source de confusion avec la PCR (conventionnelle) après transcription inverse 

(Bustin et al. 2009). 



 

 

 

 

 
 

Figure 9 : Exemple de détermination de Cq. 

La valeur seuil, ici fixée par l’appareil, se situe dans la phase exponentielle pour les deux 

échantillons. Le Cq de chaque échantillon est indiqué en orange. Le Cq de l’échantillon 1 

(18) est plus faible que le Cq de l’échantillon 2 (21). Cela signifie qu’un plus grand 

nombre de copies est présent dans l’échantillon 1 que dans l’échantillon 2, au moment du 

début de la détection. 
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 A. Principe 

 

La technique de RT-qPCR consiste à évaluer la quantité d'ADNc initialement présente 

dans l'échantillon pour un gène donné. En effet, la RT-qPCR permet de suivre « en temps 

réel » (à tout moment) la quantité d'ADN produit par l’amplification grâce à la détection 

d’un signal fluorescent dont l’intensité est directement proportionnelle à cette quantité. 

Une courbe (niveau de fluorescence en fonction du nombre de cycles) est établie et elle est 

spécifique à chaque échantillon pour chaque gène. Cette courbe permet d’établir la valeur 

de seuil, qui est le niveau de fluorescence minimal pour que la courbe se détache du bruit 

de fond, tout en étant encore dans la phase exponentielle. Le nombre de cycles nécessaires 

pour atteindre cette valeur seuil constitue le Cq (« quantification cycle ») ou cycle de 

quantification (Figure 9). Les abréviations Ct (« threshold cycle »), Cp (« crossing point ») 

ou TOP (« take-off point ») sont également utilisées dans la littérature pour définir ce seuil 

mais dépendent du fabriquant et du thermocycleur utilisé. Cq sera ici utilisé, en accord 

avec les standards définis par le consortium RDML (« Real-Time PCR Data Markup 

Language » ; http://www.rdml.org ; Lefever et al. 2009). Cq est le nombre de cycles de la 

PCR utilisé pour la quantification de la cible, soit pour établir le nombre initial de copies 

(quantité absolue), soit pour déterminer le rapport d'expression entre deux échantillons 

(expression relative) (Tse et Capeau 2003). Il y a une relation inversement proportionnelle 

entre le Cq et le nombre initial de copies, puisqu'un transcrit présent en un faible nombre 

de copies nécessitera plus de cycles pour que sa fluorescence atteigne la valeur de seuil et 

aura un Cq plus élevé (Figure 9). Cette valeur Cq est obtenue en début de phase 

exponentielle et elle n’est pas influencée par les éléments limitants de la réaction de PCR 

en phase du plateau. L’établissement d'une droite étalon pour chaque gène permet de 

prendre en compte le facteur d'efficacité de la réaction et d'estimer le nombre initial de 

copies présentes dans l'échantillon. Il sera ainsi possible de comparer les niveaux 

d’expression des différents gènes entre eux. 

 

La RT-qPCR présente un intérêt en terme de rapidité, de sensibilité et de spécificité pour la 

quantification d’ARNm, par rapport à la RT-PCR semi-quantitative (Bustin et Nolan 2004, 

Arya et al 2005). La PCR quantitative permet un gain de temps car les résultats sont 
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obtenus en « temps réel » et il n’est pas nécessaire de réaliser des manipulations 

supplémentaires (ex. migration sur gel des produits PCR). La spécificité de la PCR 

quantitative est améliorée car il est possible de vérifier si un seul produit a été synthétisé à 

l’aide de la courbe de fusion. Enfin, par sa sensibilité, la RT-qPCR permet la détection de 

produits de gènes présents en un très faible nombre de copies, le minimum théorique étant 

de 3 copies (Bustin et al. 2009). 

 

 B. Utilité de la RT-qPCR pour l’étude de l’expression de familles 

 multigéniques 

 

La rapidité, la sensibilité et la spécificité de la méthode de RT-qPCR la rendent 

particulièrement adaptée à l'étude de l'expression de gènes au sein de familles 

multigéniques (Gachon et al. 2004). D’une part, les membres de ces familles présentent des 

séquences proches les unes des autres, rendant délicate l'évaluation de leur expression par 

d’autres méthodes. Par exemple, l'expression de la famille multigénique XTH d'A. thaliana, 

qui compte 33 membres pouvant partager jusqu'à 90% de similarité nucléotidique, a ainsi 

pu être évaluée par RT-qPCR (Yokoyama et Nishitani 2001). D’autre part, dans ces 

familles, certains gènes sont très peu exprimés. Par sa sensibilité, la RT-qPCR permet la 

détection de produits d’expression présents en un très faible nombre de copies (Bustin et 

al. 2009). Elle rend ainsi possible l’étude de gènes présentant des niveaux d'expression très 

différents. Par exemple, la famille AtNCED d'A. thaliana dont les membres ont des 

niveaux d'expression variant de 1 à 600 fois a pu être étudiée par RT-qPCR  (Tan et al. 

2003). 

 

 C. Etapes clés du protocole de RT-PCR quantitative 

 

Jusqu'en 2009, il n'existait pas de guide indiquant quelles sont les étapes cruciales pour 

évaluer une expérience de PCR quantitative puis procéder au traitement et à la publication 

des résultats. Il y a donc une importante hétérogénéité des méthodes employées pour 

réaliser la réaction, pour générer et traiter les résultats, aboutissant parfois à une validité 

discutable des résultats publiés. A cette date, des guides avaient déjà été proposés 

concernant la bonne utilisation de diverses techniques telles que les puces à ADN, des 

techniques de protéomique ou l’analyse de séquences génomiques. Le site du MIBBI 



 

 

 

Tableau 14 : Points clés concernant la validation du protocole de RT-qPCR et des 

résultats obtenus. 

E = information essentielle ; R = informations recommandée (d'après Bustin et al. 2009). 
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(Minimum Investigation for Biological and Biomedical Investigation, 

http://www.mibbi.org) offre la possibilité d’accéder à ces guides (Taylor et al. 2008). La 

publication récente de « The MIQE Guidelines: Minimum Information for publication of 

Quantitative real-time PCR Experiments » (MIQE) a permis d'établir de manière claire et 

précise quels sont les points clés d’une bonne analyse par PCR quantitative (Bustin et al. 

2009). Une nomenclature standardisée en accord avec le « Real-time PCR Data Markup 

Language » (RDML) a également été proposée (Bustin et al. 2009, Bustin 2010, Taylor et 

al. 2010). 

 

Les points les plus critiques décrits par MIQE pour un protocole de RT-qPCR (et 

permettant, en particulier l'étude d’une famille multigénique) sont présentés dans le 

Tableau 14. Ils présentent les informations requises à chaque étape pour valider les 

résultats obtenus. Ils comprennent le plan d'expérience, la préparation des échantillons 

d'ADNc (incluant le prélèvement des tissus, l'extraction d'ARNm et la transcription 

inverse), les informations sur l'amplicon et les amorces, les informations sur les conditions 

de la réaction de qPCR et les contrôles pour la validation de celle-ci et enfin la méthode 

employée pour l'analyse des données. Pour chacune de ces étapes, MIQE fournit une série 

de points de contrôle à valider. Ce sont les recommandations que j’ai suivies. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II : Expression des gènes PR10 

pendant le processus d’embryogenèse 

somatique 

B. Partie expérimentale 

 

 



Chapitre II 

49 

 

 

I. Etat des connaissances sur les marqueurs de l'embryogenèse 

somatique chez Vitis vinifera au début de ma thèse. 

 

 

 

 

 

 

Au début de ma thèse, aucune étude n'avait été publiée sur les marqueurs de 

l'embryogenèse somatique chez Vitis vinifera. Néanmoins, un travail sur les gènes SERK et 

LEC était en cours au laboratoire. Il a permis de caractériser les gènes VvSERK1, 

VvSERK2, VvSERK3 et VvL1L et de montrer leur régulation au cours de la différenciation 

d’embryons à partir de lignées cellulaires embryogènes de Chardonnay (Schellenbaum et 

al. 2008). Ce premier travail suggérait un rôle de ces différents gènes dans le 

développement embryonnaire de la vigne.  
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II. Presentation de la publication « Differential regulation of 

SERK, LEC1-Like and Pathogenesis-Related genes during 

indirect secondary somatic embryogenesis in grapevine ». 

 

 

A la suite de l’identification des gènes VvSERK1, VvSERK2, VvSERK3 et VvL1L, exprimés 

dans des lignées embryogènes stabilisées du cultivar Chardonnay, nous avons voulu 

préciser leur implication dans le processus d’embryogenèse somatique chez la vigne. Pour 

ce faire, nous avons choisi de caractériser leur expression pendant le cycle d’embryogenèse 

somatique secondaire, en ciblant deux moments clés : la phase dite d’induction de 

l’embryogenèse, due au traitement au 2,4-D, et qui marque l’entrée dans le cycle, et la 

phase de différenciation des embryons secondaires qui marque la sortie de ce cycle. Ce 

modèle d’embryogenèse a été développé, avant mon arrivée dans le laboratoire, de manière 

à fournir, de manière récurrente, des générations nombreuses d’embryons somatiques au 

développement synchrone. Le développement de ce modèle fait l’objet de la première 

partie de la publication. La seconde partie présente les résultats d’analyse de l’expression 

de gènes impliqués dans le développement (SERK et L1L) mais aussi de gènes impliqués 

dans les défenses (PR), pendant le processus d’embryogenèse somatique secondaire. Les 

gènes de défense choisis étaient, d’une part des gènes codant des chitinases (PR3 et PR8), 

ainsi qu’un gène PR1 au rôle inconnu, et d’autre part les gènes PR10.1 et PR10.2, seuls 

gènes de la famille PR10 caractérisés à l’époque du début de ma thèse. Ma participation a 

été de contribuer à l’analyse de l’expression de ces gènes par RT-PCR.  

 

Cette étude a tout d’abord permis l’identification d’un troisième gène PR10 chez Vitis 

vinifera, très similaire à VvPR10.1, que nous avons caractérisé et nommé VvPR10.3 

(GenBank : EU379313.1). Les résultats principaux de l’analyse de l’expression sont les 

suivants : 

- l’entrée dans le cycle d’embryogenèse, à la suite du traitement au 2,4-D, est marquée par 

une répression de l’expression des gènes VvSERK1, VvSERK2 et VvL1L, tandis que 

l’expression des gènes VvPR1, VvPR8, VvPR10.1 et VvPR10.3 est fortement stimulée, 

suggérant que ces gènes de défense sont induits par le traitement causant l’induction 

embryogène
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- la sortie du cycle est au contraire marquée par la stimulation de l’expression des gènes 

VvSERK1, VvSERK2 et VvL1L dans les embryons néo-formés, et par la répression de celle 

des gènes VvPR1, VvPR8, VvPR10.1 et VvPR10.3, montrant l’importance des gènes 

VvSERK1, VvSERK2 et VvL1L dans le développement embryonnaire 

- la persistance de l’expression des gènes VvPR10.1 et VvPR10.3 pendant plusieurs 

semaines après le traitement par le 2,4-D, au contraire des gènes VvPR1 et VvPR8, suggère 

qu’ils pourraient avoir un rôle particulier dans le conditionnement des cultures avant la 

différenciation des embryons. 
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Differencial regulation of SERK, LEC1-Like, and Pathogenesis-

Related genes during indirect secondary somatic embryogenesis 

in grapevine, Maillot P, Lebel S, Schellenbaum P, Walter B, 2009 

Plant Physiol Biochem 47: 743-752 

 

 

 

 



Chapitre II 

 

53 



Chapitre II 

 

54 



Chapitre II 

 

55 



Chapitre II 

 

56 



Chapitre II 

 

57 



Chapitre II 

 

58 



Chapitre II 

 

59 



Chapitre II 

 

60 



Chapitre II 

 

61 



 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 10 : Tissus analysés aux étapes-clé du cycle d’embryogenèse somatique 

secondaire de Vitis vinifera cultivar Chardonnay. 

E = embryons en début de cycle ; C = cals obtenus après un traitement au 2,4-D (3 

semaines) ; CE = cals embryogènes sans les embryons néoformés ; EN = masses 

d’embryons secondaires néoformés en fin de cycle. 
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III. Étude complémentaire de l’expression des gènes VvPR10 

lors de l'embryogenèse somatique – Recherche de marqueurs de 

l’embryogenèse somatique de la vigne 

 

A la suite de l’identification de l’intégralité des gènes PR10 de Vitis vinifera, nous avons 

entrepris une analyse complémentaire de leur expression pendant le processus 

d’embryogenèse somatique dans le cultivar Chardonnay, d’abord par RT-PCR semi-

quantitative, puis par RT-PCR quantitative. Du fait de l'importante similarité entre les 

séquence -a, -b et -c de VvPR10.1 et VvPR10.3, il n'a pas été possible de concevoir des 

couples d'amorces spécifiques pour chacun de ces gènes. Un représentant de VvPR10.1 

(VvPR10.1-a), un représentant de VvPR10.3 (VvPR10.3-a) ainsi que tous les autres gènes 

VvPR10 (VvPR10.2 et VvPR10.4 à VvPR10.10) ont donc tout d'abord été analysés par RT-

PCR semi-quantitative. Sur la base des résultats obtenus, seulement 7 gènes, dont le niveau 

d’expression était suffisamment élevé, ont été retenus pour l'analyse en RT-PCR 

quantitative, soit : VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 

et VvPR10.9. 

 

 

 A. Étude de l'expression de VvPR10.1-a à VvPR10.10 par RT-PCR 

 semi-quantitative 

 

Dans un premier temps, le niveau d’expression des gènes VvPR10.4, VvPR10.5, VvPR10.6, 

VvPR10.7, VvPR10.8, VvPR10.9 et VvPR10.10 a été évalué par RT-PCR semi-quantitative, 

au moment des deux étapes clés d’entrée et de sortie du cycle d'embryogenèse somatique 

secondaire, comme cela avait déjà été réalisé pour VvPR10.1-a, VvPR10.2 et VvPR10.3-a. 

Ensuite, l'expression de l’ensemble des dix gènes a été estimée dans 3 types d’explants 

(embryons, nœuds et feuilles) issus de culture in vitro, avant et après un traitement par le 

2,4-D, supposé inducteur de l’embryogenèse. Lors de chacune de ces expériences, 

l’expression du gène codant l’actine, considéré comme stable, a été utilisée comme 

standard interne. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 11 : Expression en RT-PCR semi-quantitative des gènes VvPR10.1-a à 

VvPR10.10 durant le cycle d’embryogenèse somatique secondaire. 

E = embryons en début de cycle ; C = cals obtenus après un traitement au 2,4-D (3 

semaines) ; CE = cals embryogènes sans les embryons néoformés ; EN = masses 

d’embryons secondaires néoformés en fin de cycle. 
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1. Étude par RT-PCR semi-quantitative de l'expression des gènes PR10 

à différentes étapes du cycle d'embryogenèse somatique secondaire 

 

L'objectif était d'évaluer les différences d'expression des gènes codant des PR10 durant le 

cycle d'embryogenèse somatique secondaire. A cet effet, les échantillons prélevés 

correspondent à 3 stades précis du cycle (Figure 10) : 

- les embryons en début de cycle (E) qui sont les tissus mis en culture, 

- les cals (C) obtenus après un traitement de 3 semaines au 2,4-D, suite à une 

dédifférenciation des tissus de l’embryon, 

- les cals embryogènes (CE) portant des masses d’embryons néoformés (EN), qui 

correspondent aux cals formés précédemment ayant évolué pendant plusieurs semaines sur 

un milieu dit de dédifférenciation des embryons. 

Les points choisis permettent de différencier les niveaux d'expression des gènes PR10 

après le traitement inducteur de l’embryogenèse (passage du point E au point C), et au 

moment de la différenciation des embryons secondaires (comparaison des points CE et 

EN). 

La figure 11 présente les résultats obtenus. 

 

A l'exception de VvPR10.4 et VvPR10.10, chaque gène est exprimé à au moins une des 

étapes observées. VvPR10.1-a, VvPR10.2 et VvPR10.3-a montrent des signaux 

d'expression dont l'intensité est plus élevée que celle des autres gènes. A chaque point de 

prélèvement, les transcrits de VvPR10.2 et VvPR10.8 sont détectés et leurs niveaux 

d’expression semblent être relativement constants. Les variations des profils d'expression 

de VvPR10.1-a, VvPR10.3-a, VvPR10.5 et VvPR10.9 sont comparables : augmentation de 

l’expression lors du traitement 2,4-D (induction de l’embryogenèse) et un niveau 

d’expression plus élevé dans les cals embryogènes que dans les embryons néoformés qu’ils 

portent. Il est à noter que les niveaux d'expression dans ces embryons néoformés sont 

proches de ceux observés dans les embryons en début de cycle. Les transcrits de VvPR10.6 

et VvPR10.7 sont très faiblement détectés, et seulement dans les cals après traitement 2,4-D 

pour le premier et dans les embryons en début de cycle pour le second de ces gènes. 

 

De cette analyse, il apparaît que les niveaux d’expression des gènes VvPR10 sont 

globalement plus faibles dans les embryons que dans les cals obtenus après traitement au 

2,4-D ou les cals embryogènes et que au moins 5 gènes sont induits lors du traitement par 



 

 

 

 

 

 
Figure 12 : Tissus analysés lors de l’étude de l’effet du 2,4-D sur l’expression des 

gènes VvPR10. 

E = embryons non traités ; E2,4-D = cals obtenus à partir d’embryons traités au 2,4-D ; N = 

nœuds non traités ; N2,4-D = cals obtenus à partir de nœuds traités au 2,4-D ; F = feuilles 

non traitées ; F2,4-D = cals obtenus à partir de feuilles traitées au 2,4-D ; 
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Le 2,4-D : VvPR10.1-a et VvPR10.3-a, comme précédemment publié, ainsi que VvPR10.5, 

VvPR10.6 et VvPR10.9. 

 

  2. Étude par RT-PCR semi-quantitative de l'expression des gènes PR10 

  dans des tissus présentant différentes capacités embryogènes lors du  

  traitement par le 2,4-D 

 

L'objectif était de mesurer l'effet du 2,4-D sur l'expression des gènes PR10 dans différents 

tissus ; le 2,4-D est connu pour être un médiateur de l'acquisition de la capacité 

embryogène par les tissus. Les tissus que nous avons choisis (embryons, nœuds et feuilles) 

présentent des capacités embryogéniques différentes, antérieurement déterminées au 

laboratoire, dans les conditions expérimentales décrites plus haut. Les embryons présentent 

la plus forte capacité embryogénique (de l'ordre de 60-80%), les nœuds ont une capacité 

embryogénique faible (de l'ordre de 6%), tandis que les feuilles de plantules de 

Chardonnay ne nous ont jamais permis d’obtenir d’embryons (Figure 12). Les niveaux 

d’expression des gènes PR10 dans des échantillons de ces différents tissus avant (E, F et 

N) et après un traitement de 3 semaines au 2,4-D (E2,4-D, F2,4-D et N2,4-D,) sont comparés. A 

ce stade, aucun embryon n'est encore visible sur les cals. Les résultats sont présentés dans 

la figure 13.  

 

A l'exception de VvPR10.10, tous les gènes sont exprimés dans au moins un des 

échantillons analysés, bien que les signaux correspondant à VvPR10.4, VvPR10.5, 

VvPR10.6, VvPR10.8 et VvPR10.9 soient toujours très faibles et que ceux de VvPR10.1-a, 

VvPR10.2 et VvPR10.3-a soient à nouveau les plus forts. Les transcrits de VvPR10.2 sont 

exprimés dans tous les échantillons étudiés et de manière assez stable, mais on observe une 

induction par le traitement 2,4-D dans les nœuds traités au 2,4-D. Les profils d’expression 

des gènes VvPR10.1-a et VvPR10.3-a sont assez similaires, leur expression étant stimulée 

par le traitement au 2,4-D, bien que plus fortement pour VvPR10.1-a que pour VvPR10.3-a. 

Avec un niveau plus faible, VvPR10.9 a un profil d'expression comparable à celui des deux 

derniers gènes. VvPR10.8 est également exprimé dans chaque tissu mais sans que le 

traitement n’affecte le niveau d’expression. L'expression des gènes VvPR10.5 et VvPR10.6 

est observable uniquement dans les embryons traités au 2,4-D et, pour VvPR10.5, 

seulement dans les feuilles traitées au 2,4-D. Enfin, les transcrits de VvPR10.7 sont 

détectés dans les nœuds et les feuilles non traités, ainsi que très faiblement dans les 



 

 

 

 

 
 

Figure 13 : Expression en RT-PCR semi-quantitative des gènes VvPR10.1-a à 

VvPR10.10 dans des embryons, nœuds et feuilles avant et après traitement par le 2,4-

D. 

E = embryons non traités ; E2,4-D = cals obtenus à partir d’embryons traités au 2,4-D ; N = 

nœuds non traités ; N2,4-D = cals obtenus à partir de nœuds traités au 2,4-D ; F = feuilles 

non traitées ; E2,4-D = cals obtenus à partir de feuilles traitées au 2,4-D. 
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embryons, tandis que l’expression de VvPR10.4 n'est visible que dans les feuilles non 

traitées. Ces deux gènes présentent donc des profils d'expression totalement différents des 

autres VvPR10 puisque leur expression est réprimée lors du traitement 2,4-D et disparaît. 

 

Globalement, le traitement par le 2,4-D a pour effet d’induire l’expression d’une majorité 

de ces gènes : VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.6 et VvPR10.9, 

mais de manière variable en fonction du tissu d’origine. Ce traitement semble toutefois ne 

pas avoir d’effet sur l’expression de VvPR10.8 et au contraire réprimer l’expression de 

VvPR10.4 et VvPR10.7. 

 

 

 B. Étude de l'expression des gènes VvPR10 par RT-PCR 

 quantitative 

 

La technique de RT-PCR quantitative (RT-qPCR) nous a permis d'étudier plus finement 

les variations des niveaux d'expression des gènes PR10 lors de l'embryogenèse somatique 

et de comparer l’expression des différents gènes entre eux. Cependant, sept gènes 

seulement ont été choisis pour cette analyse : VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, 

VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9. Les deux gènes dont le niveau d’expression 

avait été détecté comme très faible lors des expériences de RT-PCR semi-quantitative, 

VvPR10.4 et VvPR10.6, ainsi que VvPR10.10, semblant non exprimé, n'ont pas été étudiés 

ici. 

 

  1. Validation des conditions de RT-qPCR 

 

Avant la quantification, il a été nécessaire de valider les résultats obtenus lors de chaque 

expérience grâce, d’une part, à une courbe de fusion pour chaque réaction et, d’autre part, à 

une droite étalon réalisée pour chaque gène. 

 

Les courbes de fusion générées à la fin de chaque réaction ont permis de s'assurer de 

l'absence de sous-produit d'amplification. Les courbes de fusions obtenues (Figure 14) 

montrent que les transcrits d'un seul gène ont été amplifiés lors de chaque réaction.



 

 

 

 

 
 

Figure 14 : Courbes de fusion réalisées en fin de réaction de RT-qPCR pour 

VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9. 

Les courbes présentent l’opposé de la dérivée de la fluorescence en fonction de la 

température. Pour chaque gène, 24 courbes de fusions ont été réalisées, correspondant aux 

8 échantillons testés en triplicats. 
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Les droites étalon ont été réalisées. Elle permettent d'une part de comparer les efficacités 

d'amplification lors de chaque expérience afin d'estimer leur reproductibilité (Tableau 15). 

Elles sont d'autre part utilisées pour définir les bornes entre lesquelles les Cq seront validés 

(« linear dynamic range », LDR). Pour un gène donné, les échantillons dont les valeurs de 

Cq mesurées sont hors de la droite étalon n’ont pas été analysés par la suite (Tableau 16). 

Par exemple pour VvPR10.8, seuls les échantillons de feuilles (avant et après traitement par 

le 2,4-D) sont quantifiables. Dans tous les cas, les résultats retirés présentaient des valeurs 

de Cq plus faibles que la limite inférieure de la droite étalon (correspondant à 100 copies 

pour 12,5 ng d'ADNc). 

 

2. Étude par RT-qPCR de l'expression des gènes PR10 à différentes 

étapes  du cycle d'embryogenèse somatique secondaire 

 

La première étape des analyses a consisté à étudier l'expression des sept gènes choisis lors 

du cycle d'embryogenèse somatique secondaire. Des échantillons prélevés aux mêmes 

étapes clés que celles étudiées en RT-PCR semi-quantitative ont été analysés. La figure 15 

représente le niveau d'expression relatif des différents gènes étudiés. La moyenne du 

niveau d'expression des gènes de référence (VvActin et VvEF1) est fixée à 1. Ainsi, les 

valeurs représentées pour chaque échantillon n'expriment pas le nombre de copies des 

transcrits des gènes d'intérêt mais un rapport entre le niveau d'expression du gène d'intérêt 

et le niveau d'expression moyen des gènes de référence. 

 

Dans les quatre échantillons (E, C, CE et EN), les niveaux d’expression de VvPR10.7 et 

VvPR10.8 sont trop faibles et ne pourront pas être analysés, tandis que pour VvPR10.9, un 

seul échantillon (C) est quantifiable. Les profils d’expression des quatre gènes dont les 

quatre échantillons peuvent être quantifiés présentent une allure similaire, soit VvPR10.1-a, 

VvPR10.2, VvPR10.3-a et VvPR10.5. Ils peuvent être classés par leur niveau d’expression 

décroissant : VvPR10.2, VvPR10.3a, VvPR10.1-a et VvPR10.5. Les trois premiers gènes 

ont des niveaux d’expression supérieurs au niveau d’expression moyen des gènes de 

référence, au moins pour certains points (E, C, CE et EN pour VvPR10.2 ; C et CE pour 

VvPR10.1-a et VvPR10.3-a). Pour les quatre gènes, le traitement par le 2,4-D induit 

fortement l’expression (d’un facteur 10). Le niveau d’expression est toujours élevé dans les 

cals, aussi bien dans ceux traités au 2,4-D que dans les cals embryogènes. Le niveau est 

supérieur dans ces derniers pour les gènes VvPR10.1-a et VvPR10.5 alors qu’il est égal 



 

 

Gène 

Efficacité 

d'amplification 

moyenne 

Écart-type 

VvActine 1,97 0,03 

VvEF1 1,97 0,04 

VvPR10.1-a 1,79 0,06 

VvPR10.2 1,96 0,03 

VvPR10.3-a 1,91 0,04 

VvPR10.5 1,79 0,04 

VvPR10.7 1,99 0,01 

VvPR10.8 1,96 0,01 

VvPR10.9 1,97 0,02 

 

Tableau 15 : Efficacité d'amplification moyenne et leur écart-type pour chaque gène 

sur les six expériences indépendantes. 

Efficacité : E = 10
-1/(pente de la droite étalon)

, avec un maximum de 2. 

 

 

 

 

Gène E C / E2,4-D CE EN N N2,4-D F F2,4-D 

VvPR10.1-a + + + + + + + + 

VvPR10.2 + + + + + + + + 

VvPR10.3-a + + + + + + + + 

VvPR10.5 + + + + - + - + 

VvPR10.7 - - - - + - + - 

VvPR10.8 - - - - - - + + 

VvPR10.9 - + - - - - + + 

 

Tableau 16 : Validation des Cq par rapport aux bornes des droites étalons. 

+ = résultat validé ; - = résultat non validé 

E = embryons en début de cycle ; C / E2,4-D = cals obtenus après un traitement au 2,4-D (3 

semaines) ; CE = cals embryogènes sans les embryons néoformés ; EN = masses 

d’embryons secondaires néoformés en fin de cycle ; N = nœuds non traités ; N2,4-D = cals 

obtenus à partir de nœuds traités au 2,4-D ; F = feuilles non traitées ; E2,4-D = cals obtenus à 

partir de feuilles traitées au 2,4-D 
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pour VvPR10.2 et inférieur pour VvPR10.3-a. Enfin, les niveaux d'expression dans les 

embryons de départ et dans les embryons secondaires néoformés sont relativement proches 

pour chaque gène. L'expression du gène VvPR10.9 n'est détectable que dans les cals 

obtenus à partir d’embryons traités, ce qui suggère là aussi un effet inducteur du 2,4-D. 

 

3. Étude par RT-qPCR de l'expression des gènes PR10 dans des tissus 

présentant différentes capacités embryogènes lors du traitement par le 

2,4-D 

 

La seconde étape des analyses a consisté à quantifier l’expression des sept gènes choisis, 

lors du traitement par le 2,4-D de tissus présentant différentes capacités embryogènes : 

embryons, nœuds et feuilles. La figure 16 présente le niveau d'expression de chaque gène 

dans les différents tissus analysés et, lorsque cela est possible, le rapport des niveaux 

d'expression entre le tissu traité et non traité au 2,4-D. 

 

Tout comme pour l'étude de l'expression durant le cycle d'embryogenèse somatique 

secondaire, certains gènes étaient trop faiblement exprimés pour être analysés (Tableau 

16). 

 

L'expression des gènes VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a et VvPR10.5 est plus élevée 

dans les échantillons traités au 2,4-D que dans les échantillons non traités, pour tous les 

tissus. De plus, pour VvPR10.1-a, le niveau d’expression dans les tissus non traités est plus 

élevé dans les embryons que dans les autres tissus, et suite au traitement par le 2,4-D, ce 

gène est exprimé à un niveau comparable dans les 3 tissus. De ce fait, l'expression de 

VvPR10.1-a est plus fortement induite par le 2,4-D dans les feuilles (environ 200 fois) et 

les nœuds (environ 100 fois) que dans les embryons (environ 8 fois). Les niveaux 

d'expression de VvPR10.2 et VvPR10.3-a sont d'un ordre de grandeur comparable dans les 

trois tissus non traités (respectivement 10 et 1 fois le niveau d'expression moyen des gènes 

de référence), ainsi que dans les trois tissus traités (respectivement 100 et 10 fois le niveau 

d'expression moyen des gènes de référence). Les expressions de VvPR10.2 et VvPR10.3-a 

sont plus fortement induites par le traitement 2,4-D dans les embryons (respectivement 

environ 14 et 20 fois) et les nœuds (respectivement environ 17 et 19 fois) que dans les 

feuilles (respectivement environ 6 et 3 fois). Avant traitement, aucun transcrit de VvPR10.5 

n’est détecté dans les nœuds et les feuilles alors que dans les embryons le niveau 



 

 

 

 

 

 
 

Figure 15 : Expression en RT-qPCR des gènes VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, 

VvPR10.5 et VvPR10.9 durant le cycle d’embryogenèse somatique secondaire. 

Les niveaux d'expression sont exprimés comme le rapport entre le niveau d'expression du 

gène d'intérêt et le niveau d'expression moyen des deux gènes de référence, VvActine et 

VvEF1α. La valeur 1 correspond donc au niveau d'expression moyen des gènes de 

référence. 

E = embryons en début de cycle ; C = cals obtenus après un traitement au 2,4-D (3 

semaines) ; CE = cals embryogènes sans les embryons néoformés ; EN = masses 

d’embryons secondaires néoformés en fin de cycle. 
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d’expression est faible (environ 100 fois moins que le niveau d'expression moyen des 

gènes de référence). Après traitement, il y a une induction de l’expression de ce gène et 

tous les niveaux d’expression sont d'un ordre de grandeur comparable à celui des gènes de 

référence. Cependant le facteur d’induction du niveau d’expression par le 2,4-D ne peut 

être calculé que pour les embryons ; il est d’environ 19 fois. 

 

VvPR10.8 et VvPR10.9 sont tous deux très faiblement exprimés dans les tissus de départ, à 

peine détectables dans les feuilles (en dehors des bornes de la droite étalon, pour les nœuds 

et embryons). Le traitement au 2,4-D a peu ou pas d’effet sur la régulation de l’expression 

de ces gènes dans les feuilles. Cependant, l’expression de VvPR10.9 est induite dans les 

embryons traités. 

 

L’expression de VvPR10.7 n’est détectée que dans deux tissus sans traitement, feuilles et 

nœuds, à des niveaux environ équivalents, et 10 fois inférieurs au niveau moyen des gènes 

de référence. A l’opposé de ce qui est observé pour les gènes précédents, il n’y a pas de 

transcrit de VvPR10.7 détectable suite au traitement au 2,4-D qui réprime donc 

l’expression de ce gène.  

 

  4. Comparaison des résultats de RT-PCR semi-quantitative avec les  

  résultats de RT-qPCR 

 

Lorsque le niveau d’expression a pu être évalué par RT-PCR quantitative, il est possible de 

comparer ces résultats à ceux obtenus en RT-PCR semi-quantitative, puisque les 

échantillons ont été prélevés au cours des mêmes expériences. 

 

Pour les gènes VvPR10.1-a, VvPR10.3-a et VvPR10.5, les variations d’expression 

mesurées par RT-qPCR dans les tissus après traitement 2,4-D sont globalement 

comparables aux différences observées en RT-PCR semi-quantitative. Cependant dans les 

nœuds traités au 2,4-D, aucune expression n'a pu être détectée pour VvPR10.5 en RT-PCR 

semi-quantitative alors que la RT-qPCR montre que des transcrits de ce gène sont présents. 

On peut également noter, pour ces trois gènes, que les différences entre les niveaux 

d’expression dans les cals embryogènes et les embryons néoformés mesurés par les deux 

méthodes sont relativement comparables. 



 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figure 16 : Expression en RT-qPCR des gènes VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, 

VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9 dans des embryons, nœuds et feuilles 

avant et après traitement par le 2,4-D. 

A : Les niveaux d'expression sont exprimés comme le rapport entre le niveau d'expression 

de chaque gène et le niveau d'expression moyen des deux gènes de référence, VvActine et 

VvEF1α. La valeur 1 correspond donc au niveau d'expression moyen des gènes de 

référence. 

E = embryons non traités ; E2,4-D = cals obtenus à partir d’embryons traités au 2,4-D ; N = 

nœuds non traités ; N2,4-D = cals obtenus à partir de nœuds traités au 2,4-D ; F = feuilles 

non traitées ; E2,4-D = cals obtenus à partir de feuilles traitées au 2,4-D. 

B : Rapport de l'expression de chaque gène entre l'échantillon traité au 2,4-D et 

l'échantillon non traité. Ce rapport est calculé pour chaque tissu lorsque cela est possible. 
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Le gène VvPR10.2 semble être assez peu régulé lorsqu'on étudie son expression au moyen 

de la technique de RT-PCR semi-quantitative. Pourtant, grâce à la technique de RT-qPCR, 

on peut voir que les quantités de transcrits sont plus élevées suite au traitement par le 2,4-

D, dans les différents tissus étudiés. Le niveau d’expression est aussi plus élevé dans les 

cals embryogènes que dans les embryons néoformés. L’image d’expression non régulée de 

ce gène, obtenue par RT-PCR semi-quantitative, pourrait provenir de la présence d’une 

quantité  importante de transcrits en début d’amplification dans les échantillons, c’est à 

dire d’une forte expression « de base », amenant rapidement l’amplification en phase 

plateau. Afin de vérifier cette hypothèse, des amplifications nouvelles ont été réalisées avec 

un nombre de cycles plus faible. Ces analyses montrent cette fois clairement une différence 

d’expression de VvPR10.2 dans des embryons avant (E) et après (C) traitement au 2,4-D, 

avec 28 ou 30 cycles de PCR (Figure 17). 

 

Avec les deux techniques, les résultats sont similaires pour VvPR10.7 : les transcrits de ce 

gène sont présents uniquement dans les feuilles et les nœuds et pas ou très faiblement dans 

les embryons avant le traitement par le 2,4-D, qui réprime ensuite ce gène. 

 

Dans les embryons et les nœuds non traités, les signaux obtenus par RT-PCR semi-

quantitative sont très faibles ou nuls pour VvPR10.8 et VvPR10.9. Cette observation est 

confirmée par RT-qPCR puisque les Cq mesurés sont en dehors des limites de la droite 

étalon. Dans les feuilles non traitées, de faibles quantités de transcrits de ces deux gènes 

sont mesurées à l’aide de la RT-qPCR, mais pas par RT-PCR semi-quantitative, qui est 

donc moins sensible pour des gènes faiblement exprimés. Après traitement au 2,4-D, les 

signaux très faibles de VvPR10.9 obtenus par RT-PCR semi-quantitative suggèrent une 

légère induction de l'expression de ce gène. Cependant, la RT-qPCR montre que ce gène 

n'est en fait pas significativement régulé dans les feuilles lors de ce traitement. Par contre, 

il est possible de quantifier ces transcrits dans les embryons, suite au traitement 2,4-D. 

 

En conclusion, à l’exception de VvPR10.5 dans les nœuds traités au 2,4-D, les résultats de 

RT-qPCR confirment globalement ceux observés en RT-PCR semi-quantitative. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Expression en RT-PCR semi-quantitative de VvPR10.2 en fonction du 

nombre de cycles. 

Le gène VvActin est utilisé comme standard interne à la réaction. 

E = embryons en début de cycle ; C = cals obtenus après un traitement au 2,4-D (3 

semaines) 
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IV. Discussion. 

 

 
A. Expression des gènes VvPR10 pendant l'embryogènese 

somatique chez la vigne 
 

Dans ce travail, l’expression de VvPR10.10 n'a pu être détectée, dans aucun tissu, traité ou 

non. De plus aucune EST correspondante n'a pu être trouvée dans les bases de données et 

aucune expression n'est prédite par les logiciels. Il n’est toutefois pas possible d'affirmer 

que ce gène ne soit jamais exprimé. Il pourrait l’être très faiblement, dans certains tissus ou 

organes spécifiques, sous l'action d’éliciteurs particuliers, ou à certains stades du 

développement, que nous n’avons pas étudiés. 

 

  1. Expression durant le cycle d'embryogènese somatique secondaire 

 

L'analyse de l'expression des gènes VvPR10 durant certaines étapes clé de l'embryogenèse 

somatique secondaire chez la vigne montre que seuls 7 gènes sur 10 étudiés sont exprimés 

durant au moins l'une des étapes du cycle. L'expression de l'un d'entre eux (VvPR10.8) ne 

varie pas au cours du cycle, ce qui n'en fait pas un candidat intéressant en tant que 

marqueur, même si ce gène peut jouer un rôle dans l'embryogenèse somatique. Les six 

autres (VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.6, VvPR10.9) ont une 

expression stimulée par le traitement 2,4-D, auxine forte supposée induire l'acquisition de 

la capacité embryogène. Cette stimulation de l'expression est similaire à celle qui est 

observée dans le cadre d'autres situations de stress. Chez la vigne, l'expression de gènes 

VvPR10 peut être induite à la suite d’une infection par Pseudomonas syringae, Erysiphe 

necator ou Plasmopara viticola (Robert et al. 2001, Kortekamp et al. 2006, Fung et al. 

2008, Polesani et al. 2010), par le stress salin (Jellouli et al. 2008, Jellouli et al. 2010), par 

un traitement au chitosane (Ferri et al. 2009) ou un traitement à l'herbicide flumioxazine 

(Castro et al. 2005, Castro et al. 2008). Chez d’autres espèces aussi, l'induction de 

l'expression de gènes PR10 semble comparable lors de divers stress biotiques ou 

abiotiques, ce qui conduit certains auteurs à conclure que cette induction  ne serait pas 

spécifique du type de stress (Handschuh et al. 2007). Toutefois, même si l'induction de 

l'expression de certains gènes VvPR10 dans les embryons traités au 2,4-D pourrait être 

imputée au stress provoqué par l'auxine, on peut constater que, à l'exception de VvPR10.6, 

le niveau d'expression des gènes VvPR10 continue à être plus élevé dans les cals 
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embryogènes que dans les embryons de départ, c'est-à-dire jusqu’à un à deux mois après la 

fin du traitement par le 2,4-D. Cette situation semble particulière, puisque l’analyse de 

l’expression d’autres gènes de défense comme PR1 ou PR8 dans les mêmes conditions, 

montre que leur expression, provoquée par le traitement au 2,4-D, est seulement transitoire. 

C’est pourquoi, l'expression élevée de certains gènes VvPR10 pendant une grande partie du 

cycle cultural d’induction de l’embryogenèse pourrait suggérer qu’ils jouent un rôle dans 

ce processus. Les protéines PR10 sont décrites comme pouvant lier de petits ligands 

apolaires et les transporter dans la cellule (Neudecker et al. 2001, Mogensen et al. 2002, 

Koistinen et al. 2005, Fernandes et al. 2008). Elles pourraient donc par exemple intervenir 

dans les processus de régulation des hormones endogènes ayant lieu lors de 

l'embryogenèse somatique (Gaj 2004, Jimenez 2005).  

 

  2. Expression des gènes VvPR10 lors du traitement inducteur de la  

  capacité embryogénique 

 

L'auxine 2,4-D est une des molécules les plus fréquemment utilisées pour induire 

l’acquisition de la capacité embryogénique dans des tissus végétaux. Bien que ses effets ne 

soient pas encore totalement compris, son efficacité pourrait être due à son action double, à 

la fois comme un facteur de stress et comme une auxine exogène (Fehér et al. 2003, Fehér 

2008). Du fait de l'importance que revêt le traitement au 2,4-D dans l'acquisition de la 

capacité embryogénique, j'ai choisi d'analyser la régulation de l'expression des gènes 

VvPR10 en présence de cette hormone dans des tissus présentant des potentiels 

embryogènes différents. Dans nos conditions de laboratoire, et suivant le protocole de 

culture utilisé, l'embryogenèse somatique secondaire montre une efficacité largement 

supérieure à l'embryogenèse somatique primaire réalisée sur des explants nodaux, tandis 

qu'aucun cal embryogène ne peut être obtenu à partir de feuilles, dans le cultivar 

Chardonnay. Les trois tissus différents choisis sur la base de leur potentiel embryogène ont 

donc été des embryons (efficacité embryogène élevée), des nœuds (efficacité embryogène 

faible) et des feuilles (efficacité embryogène nulle).  

 

Lors de l'étude de l'expression des gènes VvPR10 avant et après traitement au 2,4-D, aucun 

gène n'a montré de profil d'expression rigoureusement identique entre les trois tissus 

analysés. Cette diversité au niveau des profils d'expression a déjà pu être constatée au 

niveau des gènes PR10 d’autres espèces : certains gènes montrent une expression tissu-
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spécifique ou une régulation durant le développement, d’autres sont exprimés 

constitutivement ou sont induits par divers stress (Fernandes et al. 2008). 

 

L'expression du gène VvPR10.8 ne semble pas régulée lors du traitement par le 2,4-D.  

 

Le gène VvPR10.6 n’est exprimé que très faiblement dans les embryons traités au 2,4-D. Il 

est en revanche plus fortement exprimé dans les racines et les inflorescences immatures, 

suggérant une expression tissu-dépendante et une activité dans le développement. 

 

Les gènes VvPR10.1-a et VvPR10.5-a sont tous deux exprimés plus faiblement dans les 

nœuds et les feuilles que dans les embryons. Leur expression est induite par le 2,4-D et leur 

niveau d'expression est comparable dans les trois tissus traités, ce qui implique un facteur 

d'induction plus élevé dans les nœuds et feuilles que dans les embryons. Ce facteur 

d'induction n'a pas pu être calculé pour VvPR10.5 dans les nœuds et feuilles car le niveau 

d'expression dans ces tissus non traités était en dessous de la limite inférieure de la droite 

étalon. Pour l’instant, il n’est pas possible d’établir de lien entre le niveau d'expression de 

ces gènes et la capacité embryogénique des tissus. 

  

Les gènes VvPR10.4 et VvPR10.7 sont exprimés tous deux clairement dans les nœuds et/ou 

les feuilles et sont fortement réprimés lors du traitement par le 2,4-D. Pour le gène 

VvPR10.7, cette répression est telle que le signal est en-dessous de la limite inférieure de la 

droite étalon. Ce profil de régulation est assez atypique pour un gène PR10. Cependant, la 

répression de l'expression de gènes PR10 a déjà été mentionnée, dans le cas des gènes 

LlPR10.1a et LlPR10.1b du lupin, dans le cadre d'une interaction symbiotique (Sikorski et 

al. 1999).  

 

L’expression des gènes VvPR10.2 et VvPR10.3-a est induite sous l'action du 2,4-D dans les 

trois tissus testés. Toutefois, le facteur d'induction est significativement plus élevé dans les 

embryons et les nœuds, tissus ayant une capacité embryogénique, que dans les feuilles qui 

n’en montrent pas, ce qui suggère que ces gènes pourraient jouer un rôle dans 

l'embryogenèse somatique. L'expression du gène VvPR10.9 est également induite dans les 

embryons mais pas dans les feuilles sous l'action du 2,4-D. Son niveau d'expression 

globalement faible ne permet toutefois pas de déterminer quel type de régulation intervient 

dans les feuilles traitées. De la même manière que pour VvPR10.2 et VvPR10.3-a, cette 
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régulation différentielle entre des tissus fortement et très faiblement embryogéniques 

suggère que VvPR10.9 pourrait jouer un rôle dans l'embryogenèse somatique. 

 

 

B. Comparaison des résultats de RT-PCR semi-

quantitative et de RT-qPCR 

 

L’analyse de l'expression des gènes VvPR10 a été effectuée à la fois en RT-PCR semi-

quantitative et en RT-qPCR, sur les mêmes échantillons, permettant ainsi de comparer les 

résultats obtenus par ces deux techniques. Mis à part deux exceptions concernant 

l’expression de VvPR10.5 dans les embryons et les nœuds, les résultats obtenus avec ces 

deux techniques sont convergents. 

 

Les recommandations de MIQE (Bustin et al. 2009) permettent de s'assurer que la RT-

qPCR a été réalisée dans de bonnes conditions, délivrant ainsi des résultats fiables et 

reproductibles. Dans ce travail, j'ai veillé à ce que les étapes de récolte et de conservation 

des tissus végétaux, d'extraction d'ARN, de traitement à la désoxyribonucléase et de 

transcription inverse soient équivalentes pour tous les échantillons. La récolte 

d'échantillons homogènes permet de comparer les résultats obtenus pour plusieurs 

expériences indépendantes. La répétition de la gamme étalon lors de chaque expérience est 

un niveau de contrôle supplémentaire. Les points correspondant à cette gamme sont 

toujours alignés sur une droite, attestant la validité des conditions de PCR. De plus, les 

efficacités d'amplifications sont comparables d'une expérience à l'autre, montrant que les 

amorces s'hybrident avec une efficacité constante entre les différentes expériences. 

Toutefois, les efficacités des amorces servant à détecter les transcrits de VvPR10.1-a et 

VvPR10.5 sont assez faibles (1,79). Des amorces plus performantes pourraient être conçues 

pour ces gènes afin d’améliorer les conditions de PCR quantitative. Malheureusement, la 

forte similarité entre les séquences de tous ces gènes laisse très peu de latitude dans le 

choix de la séquence des amorces. Une trop forte similarité de certaines de ces séquences a 

d’ailleurs empêché la conception d'amorces permettant d'amplifier spécifiquement 

certaines des trois formes de VvPR10.1 ou VvPR10.3. Malgré cela, l'absence de sous-

produit d'amplification, repérable au niveau des courbes de fusions générées en fin de 

réaction, prouve que seul l'ADNc recherché a été amplifié. La RT-qPCR permet donc 
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d'amplifier spécifiquement VvPR10.1-a et VvPR10.3-a, ce que le séquençage des produits 

de PCR ne pouvait assurer en RT-PCR semi-quantitative. 

 

La RT-qPCR présente un niveau de précision faisant défaut à la RT-PCR semi-quantitative, 

qui ne  permet pas une quantification des niveaux de variation (induction ou repression). 

Dans ce travail, elle a par exemple permis de mettre en évidence des facteurs de régulation 

suite au traitement par le 2,4-D. Ces niveaux de variation dépendent à la fois du gène 

étudié et du tissu concerné. La RT-PCR quantitative a également montré que l'expression 

de VvPR10.2 est régulée au cours de l'embryogenèse somatique, alors qu’en RT-PCR semi-

quantitative la quantité de ce transcrit ne semblait pas varier.  

 

Néanmoins, malgré la sensibilité de la RT-qPCR, l’analyse de l'expression des membres de 

la famille multigénique VvPR10 peut se montrer délicate, en particulier pour des gènes très 

peu exprimés. Le rapport d'expression entre le gène le plus exprimé et le moins exprimé est 

de l'ordre de presque 100 000 fois et, alors que les valeurs de Cq enregistrées pour 

VvPR10.2 sont dans la limite supérieure de sa droite étalon, celles qui sont enregistrées 

pour VvPR10.8 et VvPR10.9 sont dans la limite inférieure des leurs, voire fréquemment en 

dessous. Dans ce cas, la RT-PCR semi-quantitative est utile pour confirmer que ces gènes 

sont effectivement exprimés dans les embryons et les feuilles. Par ailleurs, dans le cas de 

gènes faiblement exprimés, c’est la transcription inverse qui peut être limitante si peu de 

messagers étaient présents dans l’extrait d’ARNs de départ. Le choix d’un autre protocole 

(autres amorces ou autre transcriptase inverse) pourrait alors s’avérer judicieux. 

L'utilisation d'un protocole de RT-PCR quantitative employant une quantité initiale de 

matrice plus importante pourrait également permettre d’évaluer convenablement 

l'expression de ces gènes faiblement exprimés. Cela nécessiterait l'emploi d'une gamme 

étalon élargie qui permettrait de les quantifier dans les mêmes conditions que les gènes les 

plus exprimés, tel que VvPR10.2. Les gènes présentant des niveaux d'expression très 

différents (élevé et faible pour 2 gènes étudiés en même temps) posent également le 

problème du choix des gènes de référence. Il est conseillé d'employer des gènes de 

référence dont le niveau d'expression est proche des gènes d'intérêt (Huggett et al. 2005). 

Si VvEF1α et VvActin se sont révélés être des choix adaptés à l'étude des gènes VvPR10 les 

plus exprimés (VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3-a et VvPR10.5), on peut en revanche 

s'interroger sur le pertinence de normaliser le niveau d'expression d'un gène grâce à des 

gènes de référence dont les niveaux d’expression lui sont 1000 fois supérieurs. Le choix de 
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gènes de référence ayant un niveau d'expression beaucoup plus faible que VvEF1α et 

VvActin poserait de manière inverse des problèmes pour les gènes les plus fortement 

exprimés. Le plus judicieux au final serait certainement de réaliser deux groupes, avec 

d’un côté les gènes fortement exprimés et de l’autre côté ceux qui le sont faiblement. Des 

gènes de référence pour chacun de ces deux groupes pourraient être choisis. La limite à 

cette étude est que les mesures dans les deux groupes ne seraient alors plus comparables de 

manière absolue. Seuls les niveaux d’induction suite au traitement par le 2,4-D par 

exemple pourraient être comparés.  

 

Au final, il nous est apparu que les techniques de RT-PCR semi-quantitative et de RT-PCR 

quantitative sont très fortement complémentaires l'une de l'autre. La RT-PCR semi-

quantitative donne une vue d'ensemble de l'expression des gènes d'intérêt sur laquelle il est 

nécessaire de s'appuyer pour pousser l'observation dans le détail au moyen de la RT-qPCR.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion générale et perspectives 

 



Conclusion générale et perspectives 

 

77 

Dans le cadre de cette thèse, deux études ont été menées : d’une part la caractérisation des 

gènes PR10 à l’aide d’outils bioinformatiques et des séquences du génome disponibles 

chez la vigne (Jaillon et al. 2007, Velasco et al. 2007), et, d’autre part, l’étude de 

l’expression de ces gènes dans différents tissus et durant l’embryogenèse somatique 

secondaire par RT-PCR semi-quantitative et quantitative. 

 

 

I. Identification de la famille multigénique des PR10 chez la 

vigne 

 

Depuis la deuxième moitié de l'année 2007, deux séquences complètes de génome de vigne 

de deux accessions (PN40024 et PN115) sont disponibles (Jaillon et al. 2007, Velasco et al. 

2007). Ces données, et en particulier les annotations du GENOSCOPE, ont été des outils 

précieux pour l'identification des gènes PR10 de la vigne. Ils ont permis de mettre en 

évidence l'existence de dix-sept séquences apparentées à des gènes PR10 dans cette espèce. 

Le logiciel d'annotation automatisé, GAZE (Howe et al. 2002), utilisé par le 

GENOSCOPE, avait prédit treize séquences parmi les dix-sept comme des PR10, et quatre 

autres séquences étaient reconnues comme des gènes potentiels, mais non comme des 

PR10. Sept autres séquences, au contraire annotées comme des PR10 ou des PR10-like, 

n’en sont probablement pas, car elles ne montrent qu’une très faible similarité avec les 

séquences connues. De plus, d’autres erreurs d'annotation concernaient la délimitation de 

certaines séquences. Pour trois d'entre elles, VvPR10.3-a, VvPR10.3-b et VvPR10.3-c, 

chacun des deux exons était reconnu comme un gène indépendant, formant ainsi six 

annotations différentes. Pour six autres séquences, VvPR10.1-a, VvPR10.1-b, VvPR10.1-c, 

VvPR10.4, VvPR10.8 et VvPR10.10, les sites donneur et accepteur d'épissage de l’intron 

étaient mal identifiés, car décalés de quatre paires de base en aval. Ces problèmes 

d'annotation des bornes de l'intron suggèrent que l'algorithme du logiciel automatique 

utilisé par GAZE pourrait avoir des difficultés à reconnaître certains sites d'épissage. De 

telles erreurs lors de l'annotation automatique de génomes ou de bases de données sont 

relativement communes (Devos et Valencia 2001, Schnoes et al 2009). Elles ont été mises 

en évidence pour les gènes de la famille « cinnamyl alcohol dehydrogenase » 

d'Arabidopsis thaliana (Kim et al. 2004) ou plus récemment, pour le génome de 

Physcomitrella patens (Rensing et al. 2008). Elles impliquent la nécessité d'une 
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vérification systématique des données issues d'annotation automatisée et soulignent 

l'importance d'un travail coordonné entre les différents membres de la communauté 

scientifique afin de corriger progressivement les bases de données (Lee et al. 2007, 

Schnoes et al. 2009). 

 

Les dix-sept séquences apparentées à des PR10 identifiées dans le génome de la vigne 

forment une famille multigénique, composée de trois pseudogènes et d'au moins 

treize gènes exprimés, ce qui est attesté par l’existence d’ESTs correspondantes, dans les 

banques. L’ensemble des séquences est organisé en un cluster compact de copies disposées 

en tandem sur le chromosome 5, entre les positions 599228 et 679082, soit sur une portion 

d’environ 80 kb. Je n'ai pu identifier aucun autre gène sur cette portion du chromosome. 

De plus, aucun autre gène PR10 n'a été localisé ailleurs dans le génome, ce qui suggère que 

mon identification a été exhaustive et que tous les gènes PR10 de la vigne se trouvent 

réunis dans ce cluster. Il s'agit, à ma connaissance, de la première famille de gènes PR10 

intégralement identifiée et localisée dans un génome. De précédents travaux relatent 

l’étude de la famille des PR10 chez d’autres espèces, mais l’identification des gènes et leur 

localisation restent partielles, en raison de l’absence de la séquence génomique complète 

de ces espèces. Les deux études les plus complètes sont celle de la famille Mal d 1 de 

Malus domestica (Gao et al. 2005), et celle des familles Pru p 1 de Prunus persica et Pru d 

1 de Prunus dulcis (Chen et al. 2008). La famille du pommier comprend 18 gènes, dont 16 

sont répartis sur deux groupes de liaison (comportant 7 et 9 gènes respectivement) et deux 

sont indépendants, tandis que celles du pêcher et de l’amandier comptent chacune 8 gènes 

localisés sur un unique groupe de liaison. Il est possible que les familles de gènes PR10 de 

ces trois espèces soient organisées de manière similaire à celle de Vitis vinifera. Cette 

organisation pourrait être caractéristique des familles multigéniques PR10, comme suggéré 

aussi par l’étude de la famille Bet v 1 du bouleau (Schenk et al. 2009). La connaissance de 

la famille multigénique PR10 de la vigne pourrait servir de base pour rechercher des gènes 

PR10 dans les autres génomes de plantes déjà séquencés, au moyen d'outils de 

comparaison génomiques tels que tels que Plaza (Proost et al. 2009, 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/), FLAGdb++ (Samson et al. 2004, http://genoplante-

info.infobiogen.fr/FLAGdb/) ou Phytozome (http://www.phytozome.org). Plusieurs génomes de 

plantes sont déjà disponibles dans ces bases de données, dont les génomes récemment 

séquencés Cucumis sativus (Huang et al. 2009) ou Ricinus communis (Chan et al. 2010).
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L’organisation chromosomique des gènes PR10 de la vigne suggère que la famille s'est 

agrandie par des duplications en tandem successives, probablement générées 

majoritairement par des évènements de crossing-over inégal, car 13 copies sur 17 sont en 

orientation directe. Il serait intéressant, à ce stade, d’essayer de retracer l’histoire évolutive 

de ce cluster, comme cela a été réalisé pour le locus MLA de l’orge, par exemple (Wei et al. 

2002). Par ailleurs, nous avons observé une très grande similarité entre les dix-sept 

séquences, comme c'est aussi le cas au sein des familles multigéniques PR10 d’autres 

espèces. L’étude phylogénétique comparative des séquences identifiées dans différentes 

espèces montre aussi que la variabilité intraspécifique est supérieure à la variabilité 

interspécifique, ce qui suggère une évolution par des mécanismes d'évolution concertée, 

comme suggéré par plusieurs auteurs (Wen et al. 1997, Freitas et al. 2003, Finkler et al. 

2005, Schenk et al. 2006, Musidlowska-Persson et al. 2007).  

 

La séquence génomique utilisée pour l'identification des gènes VvPR10 a été assemblée à 

partir de fragments mis bout à bout, dont la longueur totale équivaut à 8,4 fois la longueur 

totale du génome (Jaillon et al. 2007). Celle-ci est disponible sur le site du GENOSCOPE 

sous le nom de « 8X ».  Depuis mi-2010, un assemblage de fragments dont la séquence 

totale atteint 12 fois (12X) la longueur totale du génome est également disponible sur le 

site du GENOSCOPE. Du fait de cette mise à jour de la base de données, une recherche 

d’éventuelles séquences supplémentaires de gènes PR10 est à présent nécessaire. Celle-ci 

permettra de vérifier, d’une part, que notre identification était exhaustive, et, d'autre part, 

qu'aucune séquence ne vient interrompre le « cluster » de séquences PR10. De plus, une 

nouvelle carte, présentant les nouvelles références de la base (12X), sera générée pour ce 

cluster. 
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II. Spécialisation et diversification fonctionnelle des gènes 

VvPR10 

 

 

Les premières études sur l'expression de VvPR10.1 et VvPR10.2 lors de l'embryogenèse 

somatique secondaire chez la vigne ont permis de mettre en évidence l'existence d'un gène 

VvPR10.3 (Maillot et al. 2009). C’est grâce à un couple d'amorces conçues pour hybrider 

les ADNc de VvPR10.1 (Robert et al. 2001) que les transcrits de ce gène ont pu être 

détectés. L'amplification préférentielle de VvPR10.3 avec des amorces plus spécifiques de 

la séquence de VvPR10.1 a été possible grâce à la très grande similarité entre les deux 

séquences nucléotidiques (93%), et suggérait que les transcrits de VvPR10.1 étaient 

nettement moins abondants que ceux de VvPR10.3 dans les tissus analysés. Cette 

hypothèse a été confirmée par les expériences de RT-qPCR montrant une expression de 

VvPR10.1 environ 10 fois moindre que celle de VvPR10.3 dans ces tissus. 

 

A la suite de leur identification dans la base du GENOSCOPE, l'expression de 10 gènes 

VvPR10 a été mesurée dans différents tissus tels que des racines, des tiges, des nœuds, des 

feuilles, des inflorescences immatures et des embryons, par la technique de RT-PCR semi-

quantitative. Les niveaux d'expression de 7  de ces gènes, les plus exprimés, ont également 

été mesurés par RT-qPCR dans des noeuds, des feuilles et des embryons. A l'exception de 

VvPR10.2 et, dans une moindre mesure, de VvPR10.3 (pour les nœuds, feuilles et 

embryons), aucun gène ne montre d'expression similaire dans tous les tissus analysés. De 

nombreux gènes PR10 caractérisés dans d'autres espèces montrent également de tels profils 

d'expression tissu-dépendant (Walter et al. 1996, Sikorski et al. 1999, Pühringer et al. 2000, 

Zhou et al. 2002, Liu et al. 2004, Park et al. 2004, Kortekamp et al. 2006, Liu et al. 2006, 

Jellouli et al. 2008, Kim et al. 2008, Jellouli et al. 2010, Xie et al. 2010). Cette expression 

tissu-spécifique traduit une certaine spécialisation fonctionnelle.  

 

L’ensemble des résultats d’expression obtenus montre que la famille multigénique des 

PR10 de vigne présente une probable diversification fonctionnelle, certains gènes étant 

plus ou moins inductibles par le 2,4-D et d’autres présentant un profil d’expression 

atypique pour une « pathogenesis-related protein ». Il serait intéressant, pour prolonger 

cette étude, de tester l'action de différents éliciteurs biotiques ou abiotiques sur l'expression 

de ces gènes, afin de préciser l’étendue des phénomènes dans lesquelles ils sont impliqués. 
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Parallèlement à l’étude de leur induction pendant le processus d’embrogenèse somatique, 

nous avons montré que l’expression des gènes PR10 de vigne est le plus souvent tissu-

spécifique, suggérant que différents gènes pourraient assurer une même fonction dans 

différents organes. Les protéines PR10 sont décrites comme ayant deux fonctions 

majeures, une fonction de transport et une fonction ribonucléasique (Liu et 

Ekramoddoullah 2006). Leur spécificité est principalement conditionnée par la forme de la 

cavité hydrophobique pour la première fonction et par les acides aminés impliqués dans 

l'activité ribonucléasique pour la seconde. Si la gamme de ligands acceptés par certaines 

cavités hydrophobiques est généralement assez large (Mogensen et al. 2002, Koistinen et 

al. 2005), une modification dans la forme de cette cavité peut théoriquement la changer. La 

diversité fonctionnelle des protéines PR10 au sein de la cellule serait ainsi due à la 

diversité des molécules transportées, selon la conformation de la cavité hydrophobique. 

Les molécules transportées pourraient elles-mêmes être impliquées dans des processus 

biologiques différents tels que la défense ou le développement (Wu et al. 2003, Koistinen 

et al. 2005, De Jong et al. 2007, Fernandes et al. 2008). La détermination expérimentale de 

la forme des cavités hydrophobiques des différentes protéines PR10 de la vigne, par 

cristallographie ou résonance magnétique nucléaire par exemple, devrait permettre 

d'identifier des repliements communs entre les molécules. Des expériences de déplacement 

de ligand par gradient d’affinité sur des extraits protéiques purifiés, comme celles qui ont 

été effectuées avec la protéines Bet v 1 de bouleau (Mogensen et al. 2002), permettraient 

par ailleurs de définir au moins en partie les gammes de ligands pouvant se fixer sur 

chaque protéine PR10 différente, ce qui fournirait des informations importantes pour 

déterminer leur fonction spécifique. 
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III. Marqueurs de l’embryogenèse chez la vigne 

 

 

Parmi les différents gènes candidats testés comme marqueurs de l'embryogenèse somatique 

secondaire, VvSERK1, VvSERK2 et VvL1L sont exprimés spécifiquement dans les 

embryons, confirmant leur rôle de marqueurs du développement précoce chez la vigne. 

Concernant les gènes VvPR10, VvPR10.2 et VvPR10.3-a ont une expression induite par le 

traitement au 2,4-D, facteur supposé inducteur de la capacité embryogénique. Leur niveau 

d’expression est élevé dans les cals formés après le traitement au 2,4-D et le reste pendant 

toute la durée de la culture, jusqu’à l’apparition des embryons secondaires. Ces résultats 

suggèrent que ces gènes pourraient jouer un rôle dans le processus d'embryogenèse 

somatique, comme cela a été suggéré chez la luzerne (Domoki et al. 2006). Une étude 

cinétique de l'expression quantitative de ces gènes pendant toute la durée du processus 

cultural permettrait de savoir si un pic d’expression se produit juste avant la formation des 

embryons secondaires, comme chez la luzerne. Enfin, VvPR10.2, VvPR10.3-a et 

VvPR10.9, montrent tous trois une expression plus intense dans les tissus à capacité 

embryogéniques (embryons et nœuds) que dans les tissus non embryogéniques (feuilles), 

ce qui pourrait faire d’eux des marqueurs de cette capacité embryogénique 

. 
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Composition Concentration (mg/L) 

Macroéléments  

KNO3 950 

NH4NO3 825 

MgSO4, 7H2O 185 

CaCl2, 2H2O 220 

KH2PO4 85 

Microéléments  

MnSO4, 4H2O 22,33 

KI 0,83 

HBO3 6,2 

ZnSO4, 7H2O 8,6 

CuSO4, 5H2O 0,03 

NaMoO4, 2H2O 0,25 

CoCl2, 6H2O 0,03 

Fer Chélaté  

FeSO4, 7H2O 27,8 

Na2 EDTA 37,3 

Vitamines et éléments organiques  

Acide nicotinique 0,5 

Pyroxydine-HCl 0,5 

Thiamine-HCl 0,1 

Myo-inositol 100 

Glycine 2 

Agar 7 000 

pH 5,8  

 

Tableau 17 : Composition du milieu de Murashige et Skoog 1962 modifié 

(macroéléments réduits de moitié) utilisé comme base nutritive pour les milieux de 

culture. 
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I. Matériel végétal 

 

Toutes les études d'expression ont été effectuées à partir de plantes ou de cultures de Vitis 

vinifera cultivar Chardonnay. Les milieux décrits utilisent comme base un milieu 

Murashige et Skoog (Murashige et Skoog, 1962) modifié, dont la composition est détaillée 

dans le tableau 17. Les macroéléments, les microéléments, les vitamines, le saccharose et 

les régulateurs de croissance sont inclus avant autoclavage. Le pH est ajusté à 5,8 par 

l'ajout de 1N NaOH. Le milieu est solidifié par ajout de 0,7% Bacto-Agar et stérilisé par 

autoclavage à 115° C pendant 30 minutes. L'incubation des cultures est réalisée à 

l'obscurité, à une température de 25° C. 

 

 A. Embryogenèse somatique secondaire 

 

Des cals embryogènes primaires ont été obtenus par culture d’explants nodaux (Maillot et 

al. 2006) et les cultures embryogènes qui en sont issues ont été maintenues par 

embryogenèse secondaire récurrente. Pour induire l'embryogenèse somatique secondaire, 

des embryons intacts et bien formés, au stade cotylédonaire, sont récoltés sur des cals 

embryogènes. Les embryons sont déposés séparément, 14 embryons par boîte de Petri (60 

mm de diamètre) contenant du milieu E96 (Tableau 18). Les cultures sont incubées durant 

3 semaines, les embryons formant des cals par dédifférenciation. Les cals sont ensuite 

transférés sur milieu A (Tableau 19), cessent de croître pour devenir bruns. Ces cals sont 

repiqués sur milieu A, toutes les 4 semaines, jusqu'à l’apparition de masses d'embryons 

secondaires néoformés (en général au cours d'une période de subculture de 1-3 mois). 

 

 B. Germination d'embryons 

 

Pour obtenir la germination d'embryons au stade cotylédonaire, il suffit de les transférer (3 

par boîte de Petri de 60 mm de diamètre) sur un milieu de germination (Tableau 20) et de 

les incuber à l’obscurité à 25° C. Après une période de 3 à 8 jours, ils sont transférés 

progressivement à la lumière pour obtenir des plantules complètement développées 

.



 

 

 

 

 

 

Composition Concentration 

Benzyl-adénine (BAP) 9 µM 

2,4-D 4,5 µM 

Saccharose 60 g/L 

 

Tableau 18 : Ajouts au milieu de base pour le milieu E96. 

 

 

 

Composition Concentration 

Charbon actif 2,5 g/L 

Acide indole 3-acétique 20 µM 

Acide 2-naphtoxyacétique 10 µM 

Benzyl adénine (BAP) 1 µM 

Saccharose 60 g/L 

 

Tableau 19 : Ajouts au milieu de base pour le milieu A. 

 

 

 

Composition Concentration 

Benzyl adénine (BAP) 0,2 µM 

Saccharose 25 g/L 

 

Tableau 20 : Ajouts au milieu de base pour le milieu de germination. 
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 C. Traitement des tissus au 2,4-D 

 

Des nœuds et feuilles sont collectés à partir de plantules bien développées (10-12 feuilles) 

obtenues par micro-bouturage in vitro (Maillot et al. 2006). Des embryons au stade 

cotylédonaire sont prélevés sur des cals embryogènes. Les différents organes sont déposés 

séparément sur des boîtes de Petri (60 mm de diamètre, 14 embryons, 14 nœuds et 7 

fragments de feuille par boîte) contenant du milieu E96 (Tableau 18). Les cultures sont 

incubées durant 3 semaines, les tissus formant des cals. 

 

 D. Prélèvement des échantillons végétaux 

 

Les échantillons végétaux ont été récoltés à diverses étapes : embryons cotylédonaires en 

début d'expérience (E) ; cals développés à partir d'embryons sur milieu E96 (C1/C/E2,4-D) ; 

cals une semaine après transfert sur milieu A (C2) ; cals non embryogènes (NEC) et cals 

embryogènes sans les embryons secondaires (EC/CE) après trois repiquages sur milieu A ; 

masses d'embryons secondaires néoformés (CSE/EN) ; racines de plantule cultivée in vitro 

(R) ; tiges de plantule cultivée in vitro (T) ; feuille de plantule cultivée in vitro (F) ; cals 

développés à partir de feuilles sur milieu E96 (F2,4-D) ; nœuds de plantule cultivée in vitro 

(N) ; cals développés à partir de nœuds sur milieu E96 (N2,4-D) ; embryons ayant germé, 

portant un méristème apical visible, deux cotylédons développés et une racine différenciée 

(GE). Les fleurs immatures ont été disséquées à partir d’inflorescences récoltées sur des 

vignes plantées en extérieur. 

 

Les échantillons regroupaient plusieurs exemplaires du même tissu (plusieurs nœuds, 

feuilles, embryons, etc.) et ont immédiatement été congelés dans l'azote liquide puis 

conservés à -80° C. 

 

II. Biologie moléculaire 

 

 A. Extraction de l'ADN 

 

L'ADN total a été extrait grâce au « DNeasy Plant Mini Kit » (Qiagen) avec un protocole 

adapté à la vigne. En effet, la vigne est une plante riche en composés phénoliques qui 
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interagissent avec les acides nucléiques. Le tampon de lyse a donc été modifié par l'ajout 

de 2,5% de PVP40 (Sigma-Aldrich). Les échantillons ont été broyés dans l'azote liquide 

puis incubés dans le tampon de lyse à 65°C durant 10 minutes, avant de continuer avec le 

protocole décrit par le fabriquant. Les échantillons d'ADN sont ensuite conservés à -20°C. 

L’ADN a été visualisé sur gel d’agarose 1,5% (II.E.1.) et sa concentration a été déterminée 

par spectrophotomètrie, en utilisant un marqueur fluorescent de l'ADN et avec l'appareil « 

Qubit Quantification Platform » (Invitrogen). 

 

 

 B. Extraction et traitement de l'ARN 

 

  1. Extraction 

 

L'ARN total a été extrait grâce au « Nucleospin RNA plant kit » (Macherey-Nagel) avec 

un protocole adapté à la vigne (pour les mêmes raison que pour l'extraction de l'ADN). Le 

tampon de lyse a donc été modifié par l'ajout de 2,5% de PVP40, 1% de -mercaptoéthanol 

et 2% de sarkosyl (Sigma-Aldrich). Les échantillons (80 à 100 mg) ont été broyés dans 

l'azote liquide puis incubés dans le tampon de lyse à 70°C durant 10 minutes, avant de 

continuer avec le protocole décrit par le fabriquant. Les échantillons d'ARN sont ensuite 

conservés à -80°C. 

 

  2. Contrôle de qualité de l'ARN 

 

La qualité des extraits d'ARN est primordiale pour la suite des expériences et plusieurs 

contrôles sont venus s'assurer de celle-ci. L'intégrité des ARN a été vérifiée par migration 

de 3µl des ARN totaux sur un gel d'agarose 1% (II.E.2.). Il s’agit de contrôler présence des 

deux bandes correspondant aux sous-unités de l'ARN ribosomi.que et de vérifier que 

l'intensité de la bande de la grande sous unité est approximativement le double de celle de 

la petite sous unité. La concentration en ARN a été déterminée par spectrophotomètrie, en 

utilisant un marqueur fluorescent de l'ARN et avec l'appareil « Qubit Quantification 

Platform » (Invitrogen). Selon les directives de MIQE, cette méthode pour mesurer l'ARN 

grâce à des marqueurs fluorescents est parmi les meilleures pour détecter de faibles 
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concentrations (Bustin et al. 2009). Cette évaluation a permis d'ajuster tous les échantillons 

à la même concentration, pour avoir la plus grande homogénéité possible lors des étapes 

ultérieures. De plus, l'établissement du rapport A260/A280, toujours supérieur à 1,8, a 

permis de s'assurer de l'absence de contamination protéique pouvant gêner lors des étapes 

ultérieures. 

 

  3. Traitement à la désoxyribonucléase 

 

Pour une RT-PCR classique, il est possible d'utiliser des amorces situées de part et d'autre 

d'un éventuel intron afin de distinguer l'ADNc correspondant au gène d'intérêt de l'éventuel 

l'ADN génomique contaminant. Lors d'une RT-qPCR, l'ADNc et l'ADNg sont amplifiés et 

mesurés de la même manière, il est donc important de se débarrasser de toute trace d'ADN 

contaminant. Un traitement à la désoxyribonucléase a été réalisé sur chaque échantillon 

grâce à la « RQ1 Rnase-free Dnase » (Promega), sur une quantité d'1µg d'ARN total selon 

les recommandations du fournisseur. Son efficacité a été contrôlée par PCR sur des 

échantillons d'ARNm, en utilisant les amorces amplifiant VvActin et en vérifiant l'absence 

d'amplification par migration sur gel d'agarose 1,5 % (II.E.2.). Les échantillons d'ARN 

traités à la désoxyribonucléase sont ensuite conservés à -80°C. 

 

 C. Transcription inverse 

 

La transcriptase inverse nécessite une efficacité maximale pour faire la transcription 

inverse de tous les ARNm, même ceux présents en très petite quantité. Dans le cadre de la 

RT-PCR, cette étape peut être incluse dans le protocole de la réaction, on parle alors de 

RT-PCR « one-step », ou peut être séparée. J'ai choisi cette deuxième solution afin d'avoir 

un  contrôle possible sur cette étape. Le kit « SuperScript II Reverse Transcriptase » 

(Invitrogen) a été utilisé pour cette étape, en utilisant 3 µl de chaque produit après 

traitement à la désoxyribonucléase pour un volume réactionnel de 20 µL. A la fin de la 

réaction, les échantillons d’ADNc sont tous ajustés à 100 µL avec de l’eau stérile 

(« nuclease-free ») et conservés à –20°C. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientation de l'élongation Nom de l'amorce  Séquence de l'amorce 

« RACE » en 5' SP1 GGGACCTCCCTGTCCTTGTAG 

 SP2 CTTGAGGCCTTATCTTGGG 

 SP3 CGAGGAAGTGACCTCACTCTCG 

« RACE » en 3' SP5 CTACAAGGACAGGGAGGTCCC 

 

Tableau 21 : Liste des amorces utilisées pour la « RACE-PCR ». 
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 D. Amplification en chaîne par polymérase 
 

  1. PCR « classique » 

 

Les amorces de RT-PCR semi-quantitative (II.D.3.a.) et quantitative (II.D.4.b.) ont été 

testées par PCR « classique » avant d'être utilisées pour ces réactions. Les amplifications 

en vue de réaliser les gammes étalon de RT-qPCR (II.D.4.d.) ont également été réalisés 

dans ces conditions de PCR « classique ». 

1µl de matrice d'ADN a été utilisé pour chaque réaction de PCR dans 25µl de volume total. 

L'enzyme « Taq DNA Polymerase Recombinant » (1,25 unité) et son tampon 

(concentration finale x1) (Invitrogen) ont été utilisés. Les réactions ont été réalisées en 

présence d'une concentration finale de MgCl2 de 1,5mM. Chaque amorce a été utilisée à 

une concentration de 100nM. La température d'hybridation a été adapté au Tm des amorces 

(en général 57°C). 

Les réactions de PCR se sont déroulée selon le protocole suivant : 

 

- Dénaturation initiale : 95°C pendant 5 min 

- Dénaturation : 95° pendant 30 s   

- Hybridation : 57°C pendant 30 s    36 cycles 

- Elongation : 72°C pendant 45 s   

- Elongation finale : 72°C pendant 10 min 

 

Les résultats de PCR sont analysés après migration des produits d’amplification sur gel 

d’agarose.  

 

  2. Amplification rapide des extrémités d'ADNc 

 

L’amplification rapide des extrémités d'ADNc (RACE-PCR :« rapid amplification of 

cDNA ends ») a permis l'amplification d'un fragment d'ADNc en direction de ses 

extrémités 5' et 3'. Elle a été réalisée à partir d'ARN totaux grâce au « 5'/3' RACE Kit » 

(Roche), en suivant les instructions du fabriquant. Des amorces spécifiques décrites dans le 

tableau 21 ont été utilisées en complément des amorces spécifiques de VvPR10.1 et 

VvPR10.3. Elle ont permis d'obtenir, à partir des ARN messagers,
 

trois séquences 

légèrement chevauchantes qui ont été séquencées (II.F). 



 

 

 

 

Gène GenBank/accession 
GENOSCOPE 

Amorce sens (5'...3') Amorce antisens (5'...3') 

VvActin AF369525 TGCTATCCTTCGTCTTGACCTTG GGACTTCTGGACAACGGAATCTC 

VvPR10.1-a AJ291705 GAAATCATACAAGGAGAGGGAGGC GCCAAACTTATTGAGACTGATAGGTG 

VvPR10.2 AJ291704 CGATCACAGTGTAGCGGAATGAGAAT AAGCTATCAAGTGCGTGGAAGTCATT 

VvPR10.3-a EU379313 GAAATCCTACAAGGACAGGGAGGT CGGCCTTGGTGTGGTACTTTT 

VvPR10.4 FN666569 ATCCTTCCCCAAGCTATCAAG GATTTGCCAAGAGGTAAGCC 

VvPR10.5 FN666570 ATCCTTGACTCTGATAACCTCA ATGATATGAGACAAAGGAGTTTC 

VvPR10.6 FN666571 GTCCTTGATGTTGATAACCTC AAGCCAAGCCTTTTAACTG 

VvPR10.7 FN666572 ATCGTCCCTCAGGCCATTA AAGTGATTAAGTGGAGGAGAAGC 

VvPR10.8 FN666573 CTCTTGCCCCAGACCATAAG ACATTGGACAACAGAGAAGTGAC 

VvPR10.9 FN666574 CAGTCAAAAGTACGCGACTCA AAGTATAGGCGCGAGGGTGT 

VvPR10.10  AATCAGTAAAGAGCATCGAGTT AAAGTAATCACAACTCCTCGTC 

VvPR1 AJ536326 GCCTACGCCCAGAACTATGCTAAC CGAACCACCACCCATTGTTG 

VvPR3 AJ291505 TGTAGCAACTAAGACGTTTATTCA GCCAGCTTATTACCAGGTCCAT 

VvPR8 AJ291507 ATCATCGTCTCGGCCATTAG AGAGCAGTGCCCATGAACTT 

VvSERK1 GSVIVT00001777001 TGTTTAAGAGAACGCCC GAGTTGGAGTGAGGAGCG 

VvSERK2 GSVIVT00019412001 GCCTAAGAGAACGTCCACCAT ACCTCCTGACGGACGACC 

VvSERK3 GSVIVT00009544001 GTTTGAGAGAGCGAGCTGATG GGTGGGGGATATGGTTGTA 

VvL1L GSVIVT00010958001 CAGCCATGGAAGACACTGAATGCA CCTTCAAGCTCGCGGTAGTGGTGG 

 

Tableau 22 : Liste des amorces utilisées en RT-PCR semi-quantative. 
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  3. PCR semi-quantitative 

 

   a. Conception des amorces 

 

Les amorces ont été conçues au moyen de l'outil en ligne « OligoPerfect » Designer 

(Invitrogen, http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716 ). Les éventuels 

appariements avec d’autres cibles ont été vérifiés grâce à l'outil en ligne BLAST (« Basic 

Local Alignment Search Tool ») du site du National Center for Biotechnology Information 

(NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) contre l'ensemble du génome de la vigne. Les « self-

annealing », « cross-annealing » ou « hairpin » éventuels ont été vérifiés grâce à l'outil en 

ligne « PCR Primer Stat » (http://bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html). La liste 

des amorces utilisées pour la RT-PCR semi-quantitative est donnée dans le tableau 22. 

 

   b. Calibrage des conditions de phase exponentielle 

 

Pour que l'analyse de l'expression par RT-PCR semi-quantitative soit la plus exacte 

possible, il est tout d'abord nécessaire de calibrer les conditions afin d'être sur de stopper la 

réaction en phase exponentielle. Pour ce faire, une amplification de VvActin a été réalisée 

par PCR (II.voir c. Réaction de PCR semi-quantitative) sur une durée de 28 cycles, en 

utilisant comme matrices une cascade de 5 dilutions au demi à partir de la matrice initiale 

(ADNc dilué, obtenu après transcription inverse). 5µL de matrice (non diluée ou diluée) 

sont utilisés pour 25 µL de mélange réactionnel final (II.D.3.c.). Après amplification et 

migration sur gel d'agarose 1,5 % (II.E.1.), le programme QuantityOne (BioRad) est utilisé 

pour déterminer l'intensité du signal correspondant à chaque réaction. La courbe (intensité 

du signal) en fonction de (quantité relative de matrice de départ) construite et permet de 

déterminer la dilution appropriée pour se placer en phase exponentielle (Figure 8). 

 

   c. Réaction de PCR semi-quantitative 

 

5µl de matrice diluée après calibrage ont été utilisés pour chaque réaction de RT-PCR 

semi-quantitative dans 25µl de volume total. L'enzyme « Taq DNA Polymerase 

Recombinant » (1,25 unité) et son tampon (concentration finale x1) (Invitrogen) ont été 

utilisés. Les réactions ont été réalisées en présence d'une concentration finale de MgCl2 de 

1,5mM. Chaque amorce a été utilisée à une concentration de 100nM. La température 



 

 

Figure 18 : Plan d’expérience de RT-qPCR. 

Trois extractions (d’ARN) indépendantes ont été réalisées. Deux traitements à la 

désoxyribonucléase (DNases) indépendants suivis de transcriptions inverses (RT) ont été 

réalisés sur chaque extrait d’ARN. Six expériences indépendantes ont donc été réalisées au 

total. Les amplifications ont été réalisées en triplicats de dépôt afin de tenir compte de la 

variabilité intra-essai. 

 

 

 RT-qPCR  

(d'après Quellhorst et Rully 2008) 

RT-PCR classique  

(d'après Singh et Kumar 2001) 

Taille de l'amplicon 50 à 210 bp 150 à 1000 bp 

Taille de l'amorce 19 à 23 nt 17 à 34 nt 

Pourcentage de GC 35 à 65 % 45 à 60 % 

Tm 60 à 68°C 55 à 56°C 

 

Tableau 23 : Principales différences entre les paramètres idéals de mise au point 

d'amorces en vue expériences de RT-qPCR ou en vue d'expériences de RT-PCR 

classique 
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d'hybridation a été adapté au Tm des amorces (habituellement 57°C). Les réactions de PCR 

semi-quantitative se sont déroulée selon le protocole suivant : 

 

- Dénaturation initiale : 95°C pendant 5 min 

- Dénaturation : 95° pendant 30 s   

- Hybridation : 57°C pendant 30 s    32 cycles 

- Elongation : 72°C pendant 45 s   

- Elongation finale : 72°C pendant 10 min 

 

Les résultats de RT-PCR semi-quantitative sont analysés après migration des produits 

d’amplification sur gel d’agarose. Ils ont été déterminés d'après trois expériences 

indépendantes.  

 

  4. RT-PCR quantitative 

 

Les recommandations de MIQE fournissent une liste d'informations méthodologiques à 

fournir conjointement aux résultats de RT-qPCR (Bustin et al. 2009). Certains points 

concernant l'extraction des acides ribonucléiques et la transcription inverse ont été traités 

plus haut. Les autres seront abordés ci-dessous. 

 

   a. Plan d'expérience 

 

Deux parties sont traitées en utilisant la technique de RT-qPCR. La première concerne 

l'étude de l'expression des gènes VvPR10 à des points clés du cycle d'embryogenèse 

(échantillons E, C, CE et EN).  La seconde partie traite de l'étude de l'effet du 2,4-D sur 

des tissus présentant des capacités embryogènes différentes (échantillons E et E2,4-D ; Fet 

F2,4-D ; N et NF2,4-D). L'expression dans les échantillons non traités sert de témoin pour 

comparer l'expression dans les échantillons traités par le 2,4-D. 

D’après les conseils de MIQE, des répétitions intra- et inter- expérimentales sont 

nécessaires pour la validation des résultats. Trois expériences indépendantes ont été 

réalisées, deux transcriptases inverses indépendantes étant effectuée pour chacune (Figure 

18). Les réaction de RT-qPCR (pour chaque gène et chaque échantillon) sont réalisées en 

triplicats, permettant d'éviter la prise en compte de résultats artefactuels.



 

 

VvPR10.1-a      AGTGTGGAAACCATACAAGGAGAGGGAGGCCCTGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.1-b      AATGTGGAAATCATACAAGGAGAGGGAGGCCCTGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.1-c      AGTGTGGAAATCATACAAGGAGAGGGAGGCCCTGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.2        TGCGTGGAAGTCATTCAAGGAGACGGAGGCCCTGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.3-a      AGTGTGGAAATCCTACAAGGACAGGGAGGTCCCGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.3-c      AGTGTGGAAATCCTACAAGGACAGGGAGGTCCCGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.3-b      AGTGTGGAAATCCTACAAGGACAGGGAGGTCCCGGAACCATCAAGAAGATTCACTTTGGT 180 

VvPR10.4        AATGTTGAGATCATCCAAGGAGATGGAGGGCCTGGAACCATCAAGAAGATCTACTTTGGT 180 

VvPR10.5        TGCGTTGAAATAATTGAAGGAGATGGAGGGCCTGGATCCATCAAGAAGATTACTTTTGGA 180 

VvPR10.6        TGCGTCGAAATAATTGAAGGAGATGGAGGGCCAGGAACGATCAAGAAGATTAATTTCGGT 180 

VvPR10.7        AGTATCGAAACAGTGGAAGGAAATGGAGGCCCTGGAACCATCAAGCAGCTGAACTTTGCT 180 

VvPR10.8        AGCATCGATGTTGTCCAAGGAGATGGAGGAGCTGGAACCATTGAACAAGTGAACTTCACC 180 

VvPR10.9        AGCATTGAATTTCTTGAAGGGGAAGGAGAAGTTGGGAGCATCAAACAGATCAACTTCACT 180 

VvPR10.10       AGCATCGAGTTTGTTGAAGGTGATGGTGGGGCTGGAAGCATTACACAGACGAACTTCTCT 180 

s6              TCCACTGAGATCATTGAAGGAGACGGAGGGCCTGGATCAATCAAAAAGATTACTTTTAGA 180 

s7              TGTGTTGAGATCATTGAAGGAGATGGAGGGGCTGGAATCATCAAGAAGGTTACTTTTGGT 180 

s9              CGTGTTGAAACCATTGAAGGAGGTGGAGGGTCGGGAACCATCAAGAAGATTACTTTTGGT 179 

                      **     *  ****    ** *     **    **     *       **     

 

VvPR10.1-a      GAAGGCAGCAAATTCAAAAGCATGACACACCGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.1-b      GAAGGCAGCAAATTCAAAAGCATGACACACCGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.1-c      GAAGGCAGCAAATTCAAAAGCATGACACACCGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.2        GAAGGCCACAAATTCAAAAGCATGACACACCGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAAATTC 240 

VvPR10.3-a      GAAGGCAGAAAATTCAAAAGCATGACACACAGGATTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.3-b      GAAGGCAGAAAATTCAAAAGCATGACACACAGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.3-c      GAAGGCAGAAAATTCAAAAGCATGACACACAGGGTTGATGCGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.4        GAAGGCAGCCAATTCAAGAGCGTGACACATCGTGTTGATGGGATTGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.5        GAAGGGAGCCAATTCAATTATGTGAAGCACAGGGTTGATGGAATAGACAAAGAGAACTTC 240 

VvPR10.6        GAAGGCAGCCAATTCAACTACGTGAAGCACTGGATCGATTCATTGGACAAAGAGAATTTC 240 

VvPR10.7        GAAGGTAGCCAATTCAAATATGTGAAGCATAGGATTGATGAACTAGACAAAGAGAAGATG 240 

VvPR10.8        GAAGCTAGCAATCTCAAATACGTGAAGCACCAAATCGAAGAATTGGACAAAGAGAATTTT 240 

VvPR10.9        GAAGCTAGTCCTTTAACATACATGAAGCATCGGATCGATGCACTAGACAAAGAGAAACTC 240 

VvPR10.10       GGTGATAGTGATTGCGAGTATTTGAAGTATAAGATCAATGCAGTGGACAAAGAGAAGCTA 240 

s6              GAAGGGAGCCAATTCAATTATGTAAAGCACAGGGTTGATGGAATAGACAAAGAGAACTTC 240 

s7              GAAGACCAGTTAACCTTATAT-TAAGGCA----ATTAAT--ATCGGACAA---GAGCTTG 230 

s9              GAAGGTAGTCAATTCAACTACATAAAGCACCGGATAGATGGGATCAACAAAGAGAACTTC 239 

                *  *                  * *   *     *  *        ****   **   *  

 

VvPR10.1-a      ACATTCAGCTA-CACTGTGGTTGACGGAGATG---TTTTGACGGGCGGCATTGAATCAAT 296 

VvPR10.1-b      ACATTCAGCTA-CACTGTGGTTGACGGAGATG---TTTTGACGGGCGGCATTGAATCAAT 296 

VvPR10.1-c      ACATTCAGCTA-CACTGTGGTTGACGGAGATG---TTTTGACAGGCGGCATTGAATCAAT 296 

VvPR10.2        TCATTCTGCTA-CACTGTGATCGACGGGGATG---TTTTGACTGACGGCGTTGAATCAAT 296 

VvPR10.3-a      TCATTCAGCTA-CACTGTGATTGATGGAGATG---TTTTGACGAGCGGCATTGAATCAAT 296 

VvPR10.3-b      TCATTCAGCTA-CACTGTGATTGACGGAGATG---TTTTGACGAGCGGCATTGAATCACT 296 

VvPR10.3-c      ACATTCAGCTA-CACTGTGATTGACGGCGATG---TTTTGACCAGCGGCATTGAATCAAT 296 

VvPR10.4        ACTTACAGTTA-CAGTATTATCGAAGGTGATG---CTTTAATGGGCATCCTAGAATCAAT 296 

VvPR10.5        ACATACAGTTA-CAGTGTGATTGAGGGAGATG---CTTTGATGGGCACCCTTGAATCAAT 296 

VvPR10.6        ACATACTGTTA-CACCATAATTGAAGGAGATG---CTTTGATGGACAACCTTGAGTCAAT 296 

VvPR10.7        ATCTACAAGTA-TACTTTGATTGAAGGTGATG---CTTTGATGGACAAGATTGAATATAT 296 

VvPR10.8        GTGTGCAAGTA-TCGTATGATTGAGGGAGATG---TATTGGGTGAGGAGCTTGAATCAAT 296 

VvPR10.9        ACATGCACATA-CACTATGTTTGAGACTGATGCCCTGATAATGGACAAGATTGAATATAT 299 

VvPR10.10       GAGTGCAGATA-CACTTTGATTGAAGGTGGTG---TGCTTGGTGATCAGCTTGAATCGAT 296 

s6              ACATACACTTA-CAGTGTGATTGAGGGTGATG---CTTTGATGGGCACCCTTGAATCAAT 296 

s7              GTTTGAGATCAACAATCTGATTAATAAAT------TCTTAATTA--AACCAAGAATATAC 282 

s9              ACTTACAGTTA-CAGTGTGATCGAAGGTGATG---CTTTGATGGGCACCCTTGAATCATT 295 

                   *      *      *  *  *              *             ** *     

 

VvPR10.1-a      TTCTCATG-AGCTCAAAGTGGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATCCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.1-b      TTCTCATG-AGCTCAAAGTTGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATCCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.1-c      TTCTCATG-AGCTCAAAGTGGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATCCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.2        TTGTCATG-AGCTCACAGTGGTGCC-TGCTCCAGGTGGAGGATCCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.3-a      TTCTCATG-AGCTCAAAGTGGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATGCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.3-b      TTCTCATG-AGGTCAAAGTGGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATGCATCTTCAAGAACACC 354 

VvPR10.3-c      TTCTCATG-AGCTCAAAGTGGTGGC-TTCTCCTGATGGAGGATGCATCTACAAGAACACC 354 

VvPR10.4        CTCTTATG-AGGTCAAGTTGGTGGC-ATCTCCTGATGGAGGATCCATCTGCAAGAACATT 354 

VvPR10.5        TTCTTATG-AGGTCAAGTTGGTGGC-TTCTCCCAGTGGAGGATCCATCTGCAAGAGCACT 354 

VvPR10.6        CTATTATG-AGGTGAAGCTGGTGGC-CTCTCCTGATGGAGGATCCATCTGCAAGAACATC 354 

VvPR10.7        AAGTTACG-AGATTTCATTTGAGGC-CAGTCCTGATGGGGGATGCAAGAGCAAGAATGTG 354 

VvPR10.8        TGCTCATG-AGGTGAAGTTTGAGG----CAGCAGATGGAGGTAGCATTTGTAAGATGGCA 351 

VvPR10.9        TACTTATG-ATGTGAAGTTCGAGCC-ATATGGTTTTGGGGGGTGTGTTTGTAATCTGACA 357 

VvPR10.10       TGTTTATG-AGATGAAATTCGAGGA-GTCTGGTGATGGAGGATGCATTTGCAAGACGAGG 354 

s6              TTCTTATG-AGGTCAAGTTGGTGGCCTTCTCCTGATGGAGGATCCATCTGCAAAAGCACC 355 

s7              TTTTCACGGAACCTACACCTCTTTGAGGTAACTATTGGATTAATTAAGAATCAAAATGTT 342 

s9              CTCTTATG-AGGTCAAGTTGGTG--------------GAGGATCCATCTGCAAGAACACC 340 

                   * * * *                           *              *        

 

VvPR10.1-a      AGCAAGTACCACACCAAGGGCGATGTAGAGATCTGTGAAGAGCACG--TTAAGGGTGGCA 412 

VvPR10.1-b      AGCAAGTACCACACCAAGGGCGATGTAGAGATCAGTGAAGAGCACA--TTAAGGGTGGCA 412 

VvPR10.1-c      AGCAAGTACCACACCAAGGGCGATGTAGAGATCAGTGAAGAGCACA--TTAAGGGTGGCA 412 

VvPR10.2        AGCAAGTACCACACCAAGGGCGCTG---AGGTCTGTGAAGAGCACG--TTAAGGGTGGCA 409 

VvPR10.3-a      AAAAAGTACCACACCAAGGCCGGTGTAGAGATCAGTGAAGAGCACG--TTAAGGGCGGCA 412 

VvPR10.3-b      AAAAAGTACCACACCAAGGCCGGTGTAGAGATCAGTGAAGAGCACG--TTAAGGGCGGCA 412 

VvPR10.3-c      AAAAAGTACCACACCAAGGCCGGTGTAGAGATCAGTGAAGAGCACG--TTAAGGGCGGCA 412 

VvPR10.4        AGTAAGTACCACACAAAAGATGATGCAGTGATCGATGAAGAGCAAA--TTAAAGCTGGCA 412 

VvPR10.5        AGCAAGTACCATACCAAAGGTGACTTTGAGATCACAGAAGACCAAA--TTAAGGCTGGCA 412 

VvPR10.6        AGCAAGTACCATACCAAAGGCGACATCCAGATCACAGAAGATCAAA--TCAAGGCTGGCA 412 

VvPR10.7        AGCGTGTATCATTCCAAACCCGGTGTGGAGATCAAAGAAGAGGAAA--TCAAGGATGGCA 412 

VvPR10.8        AGCGAGTATCACACCAAGGGAAAGTTTGAGATTAAGGAAGAAGAGA--TAAAAGCTGGTA 409 

VvPR10.9        AGCGTCTACAAAACAAAAGGGGATGTAGAGATCAGAGAAGAGGACA--TAGAGCATGGCA 415 

VvPR10.10       AGTGAGTATCACACTAAGGGGGAGTTTGAGATTAAGGAGGAGAGTA--TCAGAGAAGGGA 412 

s6              AGCAAGTACCATACCAAAGGTGACTTTGAGATCACAGAAGACCAAA--TCAAGGCTGGCA 413 

s7              -GAAGTTGTAGTTGCAATGCTAGTTTTGCTCTTAATTGATGGCAGACTTCAAAGTTTCCA 401 

s9              AGTAAATACCACACCAAAGGGGACATTGAGATCACAGAAGACCAGA--TCAAGGCTGCCA 398 

                      *        **              *                *          * 
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VvPR10.1-a      AAGAGGAGGCTCTGGCATTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACGTCCTGGCACATCCCGATG 472 

VvPR10.1-b      AAGAGGAGGCTCTGGCATTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACGTCCTGGCACATCCCGATG 472 

VvPR10.1-c      AAGAAGAGGCTCTGGCATTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACGTCCTGGCACATCCCGATG 472 

VvPR10.2        AAGAGGATGCTCTCGCAACGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACGTCCTGGCCCATCCTGATG 469 

VvPR10.3-a      AAGAGGAGTCTCTCGCAGTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACATCTTGGCACACCCTGATG 472 

VvPR10.3-b      AAGAGGAGTCTCTCGCATTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACCTCTTGGCACACCCTGATG 472 

VvPR10.3-c      AAGAGGAGTCTCTCGCATTGTTCAAGGCTATTGAAGCCTACGTCCTGGCACATCCCGATG 472 

VvPR10.4        AAGAAAAGGCTTCTGGGATGTTCAAGGCTATTGAGGCTTACCTCTTGGCAAATCCTGATG 472 

VvPR10.5        AAGAGAAGGCTTTGGGCCTGTTCAAGGCTGTTGAAGCCTATCTCTTGGCAAATCCAGATG 472 

VvPR10.6        AAGAGAAGGCTATGGGCATGTTCAAGGCCATTGAAGCCTATCTCTTGGCCAATCCTGATG 472 

VvPR10.7        AAGAAAAGGCAGCAGCTGTCTTCAAGGCTGTGGAAGCCTACCTCTTAGCTAATCCTGATG 472 

VvPR10.8        AGGCTAGAGCTATGGGGATATACAAAGTTGTGGAAGCCTATCTATTGGAGAATCCCCATG 469 

VvPR10.9        AGGACAGAGCAATTGGGATGTATGAAGTGTTGGAAGCCTATCTCATGGCACACCCTCGCG 475 

VvPR10.10       AGGAAAAAGCCATGGGAGTGTATAAGCTGGTTGAGGCCTACCTTCTTGCTAACCCTGACG 472 

s6              AAGAGAAGGCTATGGGCCTGTTCAAAGCTGTTGAAGCCTACCTCTTGGCACATCCTGATG 473 

s7              TCAGTACTTGTATTGCTGCCACCCAGTGTTATGGTGGTTGTTACTGGTAAAATTGATATG 461 

s9              AAGAGAAGGCCATGGGCATGTACAAGGCTGTTGAAGCCTACCTCTTGGCAAATCCTGATG 458 

                              *         *       *  *  *            *       * 

 

VvPR10.1-a      CCTATTAAGT-----AAAACTGCCTGTAGTAATTGAGATATTAGTCTCT---TGAGTCCA 524 

VvPR10.1-b      CCTATTAAGT-----AAAATTGCCTGTAGTAATTGAGATATTAGTCTCT---CGAGTCCA 524 

VvPR10.1-c      CCTATTAAGT-----AAAATTGCCTGTAGCAATTGAGATATTAGTCTCT---TGAGTCCA 524 

VvPR10.2        CCTATTAAGTTTCCTGTCACGTTCTATTGAGTAAGAGATACTAGTCTCT---TGAGTG-- 524 

VvPR10.3-a      CCTATTAAGT-----AAAATTGCCTGTGGTAATTGAGAAATTAGTCTCT---TGAGTCCA 524 

VvPR10.3-b      CCTATTAAGT-----AAAATTGCCTGTAGTAATTGAGATATCAGTCTCT---TGAGTCCA 524 

VvPR10.3-c      CCTATTAAGT-----AAAATTTCCTGTAGTAATTGAGATATTAGTCTCT---TGAGTCCA 524 

VvPR10.4        CTTATTAAGC-----AGTATATCATTGAGATATTATTAGTCTCGTGTCTCCCTATATCTA 527 

VvPR10.5        CCTATTAAG------AAACTCCTTTGTCTCATATCATCAGTTAAAGTTG---TGGGTTGG 523 

VvPR10.6        CCTATTAAGT-----AAAATTGACCGTATTGAGATTATCTTTAATTTGTG--TCATTC-- 523 

VvPR10.7        CCTGAGCCT------AATGCATCCTGTTGAGAGTTTCGAACCTGTATTGCTTCTCCTCCA 526 

VvPR10.8        TCTATGCTTAGT---TTC--TATCTTCCTCTATATACATATTCACACATAT-TTGATTGT 523 

VvPR10.9        CCTATACTTGAA---AAAAACCTCTCTGATTATTTTGAGAATTGTATGTTT-TTTTTCCT 531 

VvPR10.10       AGGAGTTGTGAT---TAC--TTTTTCTAATGTAATGGACCCTCATAAATTCATTCCTTGG 527 

s6              CCTACTAAGT-----GAAATGGGATATATTG--TGACAGTCTCGTGT-----TGTGTC-- 519 

s7              CAATTCAAGG-----TAAATTCTATGGGAATGATAATTTGGTTGTTGGTTC-TAATTTCA 515 

s9              CCTATTAAAC-----AGAGTGGTCCATATTCAATATAGTACTAGTCTCT---TGTGTCTC 510 

                                                                        *    

 

VvPR10.1-a      CCTTCATATTCATTGCATCTATCAGTCTCAATAAGTTTGGCCTTTTGTGTT--TTTG-CC 581 

VvPR10.1-b      CCTTCATATTCATAGCATCA-----------------------TTTGTGTT--TTTG-CC 558 

VvPR10.1-c      CCTTCATATTCATAGCATCA-----------------------TTTGTGTT--TTTG-CC 558 

VvPR10.2        -CTCTACCTTCATAGCATCAGTC-------AAAGTGTGGAACTTTTGTGTT--TTTG-CC 573 

VvPR10.3-a      CTTTCATATTCATAGAATCAGTCTTAATA---AGTTTGGATCTTTTGTGTTT-TTTG-CC 579 

VvPR10.3-b      CCTTCATATTCATAGCATCAGTC---TTAATAAGTTTGGATCTTTTGTGTT--TTTTTCC 579 

VvPR10.3-c      CCTTCATATTCATAGCATCA-----------------------TTTGTGTT--TTAG-CC 558 

VvPR10.4        TATATATATTGGTGAAA--GGTTTTACT------TCTACATATTT-GTTTTT-TCTG-CT 576 

VvPR10.5        GTTTCATATATATTTCTCCGA------------------------CGTCCGG-CTTG--- 555 

VvPR10.6        -CTTCATATACATCAGTTAAAAG------------GCTTGGCTTTGATATAAATCCTACC 570 

VvPR10.7        CTTAATCACTTGTTGCTTGCTGC-----------------CTTTTTGTTTTCCTTCCACC 569 

VvPR10.8        CACTTCTCTGTTGTCC--AATGT-------------TTTCTCTATTATA--TACTTT--- 563 

VvPR10.9        AATATGTTTAGCTACCTTTTTTT-------------TTTTTCTTTTTTTCTTTTTTCTTT 578 

VvPR10.10       CTCTGCTCTGAAAACCTTATTTA-------------TTTATTTATTTTGGCTGGTTTTTG 574 

s6              ---TCAATTTCATCAGTTCAAG----------------------TTGTGTCC-TTTATAT 553 

s7              ACCATCTTTTCCAAACTTTAGGA----------------AATTTGTATTCAAATTTGTAG 559 

s9              CCTTCATGTCATCAGTTAAAG--------------GTGTGGATTTTATATTG-TTTCTGC 555 

                                                               *             

 

 

Figure 19 : Position des amorces employée en RT-qPCR pour les gènes VvPR10.1-a, 

VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9. 

La séquence codante à partir du nucléotide 61 et le début de la séquence non traduite en 3’ 

(3’-UTR) sont présentées pour chaque séquence. Les nucléotides correspondant aux bornes 

de l’intron sont en gras, tandis que ceux correspondant au codon stop sont soulignés. Les 

amorces sens sont représentées en jaunes, les amorces antisens sont représentées en rouge. 

Gène GenBank Amorce sens (5'...3') Amorce antisens (5'...3') 

VvActine AF369525 TGCTATCCTTCGTCTTGACCTTG GGACTTCTGGACAACGGAATCTC 

VvEF1α EC959059 AATGGCTATGCCCCTGTTCTG CGCCTGTCAATCTTGGTCAGTAT 

VvPR10.1-a AJ291705 AGCCTACGTCCTGGCACAT GCCAAACTTATTGAGACTGATAGATG 

VvPR10.2 AJ291704 AAGGGCGCTGAGGTCTGT CTTACTCAATAGAACGTGACAGGAA 

VvPR10.3-a EU379313 GATTCACTTTGGTGAAGGCAGA TCGTCAAAACATCTCCATCAAT 

VvPR10.5 FN666570 ACCATACCAAAGGTGACTTT ATGATATGAGACAAAGGAGTTTC 

VvPR10.7 FN666572 GCGTGTATCATTCCAAACC CAGGATGCATTAGGCTCAG 

VvPR10.8 FN666573 TAGAGCTATGGGGATATACAAAGTTG AATAGAGAAAACATTGGACAACAGA 

VvPR10.9 FN666574 GATGTGAAGTTCGAGCCA CAACACTTCATACATCCCAA 

 

Tableau 24 : Liste des amorces utilisées en RT-PCR quantitative. 
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   b. Informations sur les séquences cibles et conception des 

amorces. 

 

Du fait des conditions particulières de la RT-qPCR, il n'est pas indiqué d'employer des 

amorces de RT-PCR classique. Les principaux paramètres de mise au point d'amorces de 

RT-qPCR comparés aux paramètres de mise au point d'amorces de RT-PCR classiques 

sont résumés dans le tableau 23.  

La principale différence vient de la taille de l'amplicon significativement plus courte dans 

le cas de la RT-qPCR. Ainsi, une efficacité maximale de la réaction est assurée le plus 

longtemps possible. Du fait de la grande similarité entre les séquences VvPR10, la latitude 

dans le choix des amorces était très faible (Figure 19). Celles-ci furent cherchées dans 

l'extrémité 3'UTR, qui est la région présentant les plus de variation entre les différentes 

séquences. La liste des amorces utilisées pour la RT-qPCR est donnée dans le tableau 24. 

Les amplicons générés ont une taille comprise en 113 et 142 paires de bases. 

 

   c. Protocole de RT-qPCR 

 

La concentration en matrice déposée dans chaque puits doit être constante, et choisie de 

manière à permettre la détection des transcrits les moins abondants tout en évitant d'avoir 

un trop grand nombre de copies de l'un d'entre eux, la technique n'étant pas adaptée pour 

détecter des transcrits présents en un grand nombre de copies (Kursteiner et al. 2003). En 

l'absence de données concernant la quantité absolue de chaque transcrit, j'ai choisi un 

protocole standard consistant à utiliser 12,5 ng d'ADNc pour chaque réaction. La 

concentration de chaque échantillon a été déterminée le plus précisément possible, grâce à 

3 mesures indépendantes sur un Qubit Quantification Platform (Invitrogen). 

Les milieux réactifs contenaient 5µl de solution, 12,5 μL de « SybrGreen Supermix 2x » 

(Biorad) et 

 

200 nM de chaque amorce, pour un volume final de 25 μL. Les amplifications ont été 

réalisées au moyen d'un « iCycler Real-Time PCR Detection System » (BioRad). 

 

 



 

 

 

Figure 20 : Courbes de fusions obtenues avec les amorces VvActine, VvEF1α, 

VvPR10.1-a , VvPR10.2, VvPR10.3-a, VvPR10.5, VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9. 

Les courbes représentent l’opposée de la dérivée de la fluorescence en fonction de la 

température, c'est-à-dire la disparition de la fluorescence en fonction de la température. 

Pour chaque gène, trois courbes sont réalisées. La première est obtenue à partir d’une 

réaction sans matrice et ne donne aucun pic, ou un pic aux températures les plus faibles. 

Les deux autres sont obtenues en utilisant un ADNc obtenu après transcription inverse à 

partir d’un ARNm extrait respectivement d’embryons et de cals après traitement 2,4-D. La 

température d’acquisition de signal choisie est indiquée en rouge pour chaque gène. 
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Le programme d'amplification était le suivant : 

 

- Dénaturation initiale : 95°C pendant 30 s 

- Dénaturation : 95° pendant 15 s    

- Hybridation + elongation : 57°C pendant 15 s  40 cycles 

- Acquisition du signal : X°C pendant 10 s 

- Elongation finale : 72°C pendant 10 min 

- Courbe de fusion : de 55°C à 95°C, pas de 0,5°C toutes les 10 s. 

La température d'acquisition du signal dépend de la nature de l'amplicon. 

 

Au départ, la spécificité des couples d’amorces a été vérifiée par la réalisation d'une courbe 

de fusion, après une amplification utilisant le programme de RT-qPCR, sans phase 

d'acquisition du signal. Les matrices utilisées pour ces courbes étaient des ADNc produits 

à partir de 2 types d’échantillon : embryons (E) et cals après traitement par le 2,4-D (C). 

Lorsque la température de dénaturation spécifique de l'amplicon est atteinte, une chute de 

fluorescence est enregistrée (Figure 20). Si des produits de PCR issus d’hybridations non 

spécifiques ou des dimères d'amorce sont présents, leur présence sera détectée par la 

formation, sur la courbe, d’un pic de perte de fluorescence distinct correspondant à leur 

propre température de dénaturation. Ces produits indésirables sont à éviter, puisqu'ils 

entraînent une perte d'efficacité de la réaction et éventuellement une mauvaise estimation 

de l'expression du gène d'intérêt. Néanmoins, les séquences des gènes de la famille 

VvPR10 sont très proches les unes des autres, et la mise au point d'amorces spécifiques 

respectant les critères propre à la RT-qPCR laisse très peu de latitude. Des amorces 

spécifiques ont été mises au point pour chaque gène testé, mais il a été impossible d'éviter 

les dimères d'amorces visibles en l'absence de matrice (Figure 20). Les courbes de fusion 

permettent alors de choisir les températures d'acquisition du signal, entre la fin de la 

dénaturation de ces dimères et le début de la dénaturation des amplicons d'intérêt, pour 

permettre de réaliser la quantification. Deux températures d'acquisition furent déterminées 

: 78°C pour VvActin, VvPR10.1-a, VvPR10.3-a et VvPR10.8 et 81°C pour VvEF1, 

VvPR10.2, VvPR10.5 et VvPR10.7. 
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   d. Validation de la qPCR 

 

Pour chaque gène lors de chaque expérience, trois contrôles ont été réalisés : un témoin 

sans matrice, une courbe de fusion et une gamme étalon. 

 

Le témoin sans matrice a permis de vérifier la présence d'une contamination (par des 

acides nucléiques) et une variation de signal pouvait être parfois détectée dans ce témoin. 

Elle peut être ignorée si la différence de valeur de Cq entre ce témoin sans matrice et 

l'échantillon dont le Cq est le plus élevée est assez grande. Par exemple, une différence de 

Cq de cinq cycles est suffisante (D'haene et al 2010). 

 

La courbe de fusion a permis de s'assurer que chaque réaction s'est déroulée correctement, 

le pic de dissociation spécifique devant apparaître pour chaque gène afin de vérifier que 

celui-ci a été correctement amplifié et qu'aucune amplification indésirable n'a eu lieu. 

 

La gamme étalon a permis de valider les conditions de réaction d'une expérience à l'autre. 

Une gamme étalon représentant le Cq en fonction du nombre initial de copies a été réalisée 

pour chaque gène testé ainsi que pour les gènes de référence. Elle a permis d'une part de 

calculer l'efficacité de la PCR et d'autre part de déterminer le nombre initial de copies en 

fonction des valeurs de Cq.  

Pour réaliser la gamme étalon, une amplification en RT-PCR « classique » a été effectuée 

pour chaque gène dans le but de disposer d'un grand nombre de copies. Après migration 

sur gel d'agarose, la bande correspondant au produit de PCR est découpée et purifiée. La 

concentration d'ADN, déterminée par spectrophotométrie, a permis d'évaluer le nombre de 

copies présentes dans l'échantillon purifié.  

 

Le nombre de copies a été calculé de la manière suivante : 

 

 

 

 

Le nombre a été ajusté à 10
8
 copies pour 5 µl et constitue le premier point de la gamme 

étalon. Les autres ont été obtenus par dilutions successives au dixième jusqu'à 10
2
 copies 

pour 5µl.



 

 

 

A 

 

B 

Figure 21 : Obtention des droites étalon. 

A : Exemple de courbes d’amplification des différents points d’une gamme étalon. Chaque 

courbe représente la fluorescence enregistrée en fonction du nombre de cycles. La distance 

en nombre de cycles entre deux courbes consécutives est constate. 

B : Droites étalons (Cq en fonction du log du nombre de copies initial de chaque transcrit)  

obtenues pour les gènes VvActine, VvEF1α, VvPR10.1-a, VvPR10.2, VvPR10.3, VvPR10.5, 

VvPR10.7, VvPR10.8 et VvPR10.9. Pour chaque droite, le logiciel calcule le coefficient de 

corrélation, l’équation ainsi que l’efficacité de la réaction de RT-qPCR. 
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Dans la fourchette de concentrations en matrices utilisées pour l'établissement de la gamme 

étalon, la différence de Cq entre deux points successifs de la gamme est constante (Figure 

21-A). Cela implique que les points représentant le Cq en fonction du logarithme du 

nombre initial de copies sont alignés sur une droite (Figure 21-B). Un coefficient de 

corrélation estime la qualité de la gamme étalon. Celui-ci est de 1 si tous les points 

mesurés sont alignés sur la droite et il diminue avec le nombre de points non alignés et la 

distance par rapport à la droite. Il doit rester supérieur à 0,990 pour que la gamme étalon 

soit utilisable, ce qui a toujours été le cas. 

L'efficacité de la PCR peut être mesurée grâce à la pente de la droite étalon. En effet, plus 

la PCR sera efficace, plus la différence de Cq entre deux points successifs de la gamme 

étalon, et donc le coefficient directeur de la droite étalon, sera faible. La formule 

permettant de définir l'efficacité de la PCR est : E=10
(1/|coefficient directeur de la droite étalon|)

. 

Les valeurs des Cq des gènes d'intérêt doivent être comprises entre les limites supérieure et 

inférieure de la gamme étalon pour pouvoir être validées (Bustin et al. 2009). Dans cet 

intervalle, la droite étalon permet de lier pour chaque gène le Cq mesuré au nombre de 

copies initial.  

La matrice utilisée pour la gamme étalon provenant de la même dilution d'une expérience à 

l'autre, les conditions de sa réalisation sont identiques. Une variation de plus d'un Cq entre 

deux mêmes points de la gamme étalon dans deux expériences différentes indique donc un 

problème survenu, soit au niveau de l'expérience, soit une dégradation au niveau de la 

matrice. Une telle variation n’a jamais été constatée dans les gammes réalisées. 

 

   e. Traitement des résultats 

 

Les gènes de référence sont des gènes dont le niveau d'expression est stable dans les 

différents tissus étudiés sous les conditions analysés. Ils sont employés pour normaliser les 

résultats. Il recommandé d'employer au moins deux gènes de référence distincts, afin 

d'avoir une normalisation plus précise (Reid et al. 2006 , Hellemans et al. 2007). Les 

travaux de Reid et al. 2006 ont mis en évidence chez la vigne plusieurs gènes de référence 

potentiels, dont les plus indiqués sont VvActin, VvEF1α, VvGADPH ou VvSAND. Par souci 

d'homogénéité avec les expériences de RT-PCR semi-quantitative, VvActin fut sélectionné. 

Le second gène choisi fut VvEF1α, dont l'expression semblait parmi les plus stables dans 

les travaux de Reid et al (2006).
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Le programme « MyiQ » (BioRad) a été utilisé pour traiter les données générées lors de la 

réaction de RT-qPCR. 

Seuls les échantillons dont au moins deux mesures (sur les trois réplicats) différent au 

maximum d'un Cq ou moins ont été pris en compte. Les mesures correspondant à ce critère 

ont été utilisées pour établir un Cq moyen pour chaque échantillon. Les résultats ont 

ensuite été analysés grâce aux formules décrites par Hellemans et al. (2007). Les niveaux 

d'expression des gènes d'intérêt a ensuite été exprimé par rapport au niveaux d'expression 

moyens des deux gènes de référence. 

 

 E. Analyse des acides nucléiques sur gel d’agarose 
 

  1. ADN et produits amplifiés 

 

L’ADN ou les produits de PCR ont été déposés sur gel d'agarose (Euromedex) 1,5 % (p/v) 

dissous dans un tampon d'électrophorèse TAE 1x (Tris Acetate EDTA). La migration par 

électrophorèse a été réalisée dans le même tampon (20 minutes, 110 Volts). Ils sont ensuite 

colorés au bromure d'éthidium et visualisés et photographiés en lumière UV par le système 

« Gel Doc Quantity One » (BioRad). 

 

  2. ARN 

 

Les ARN été déposés sur gel d'agarose « RNase free » (Euromedex) 1 % (p/v) dissous 

dans un tampon d'électrophorèse TAE 1x « RNase free ». La migration par électrophorèse 

a été réalisée dans le même tampon TAE 1x (20 minutes, 110 Volts). (20 minutes, 110 

Volts). Ils sont ensuite colorés au bromure d'éthidium et visualisés et photographiés en 

lumière UV par le système « Gel Doc Quantity One » (BioRad). 

 

 F. Séquençage des produits de PCR 
 

Pour vérifier l'identité des produits de PCR, les échantillons ont été envoyés pour 

séquençage à la société Genoscreen. 
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III. Bioinformatique 

 

A. Identification in silico des séquences des gènes PR10 potentiels 

dans le génome de Vitis vinifera  

 

Les gènes PR10 potentiels ont été identifiés grâce à la séquence complète du génome (8,4x 

équivalents génomiques) de la vigne (accession PN40024) disponible dans la base de 

données du site du GENOSCOPE 

 (http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/). Les séquences ont été 

trouvées grâce à l’outil « BLAT » (« BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-Like 

Alignment Tool », http://www.genoscope.cns.fr/blat-server/cgi-bin/vitis/webBlat) et 

comparées entre elles grâce à l’outil d’alignement « ClustalW », disponible sur le site de 

l’« European Bioinformatics Institute » (EBI, http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2). Les 

séquences issues du séquençage du génome de la vigne (Pinot Noir ENTAV 115) réalisé 

par l’« Istituto Agrario San Michele all’Adige » (IASMA) et qui correspondent aux 

séquences de gènes PR10 potentiels identifiées, ont été recherchées grâce à l’outil 

« BLAST » (Basic Local Alignment Search Tool) du site du NCBI  

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), puis comparées grâce à l’outil d’alignement « ClustalW ». 

La composition des exons et des introns a été déterminée grâce à l’outil automatisé GAZE 

(Howe et al. 2002) sur le site du GENOSCOPE et corrigée manuellement lorsque c'était 

nécessaire, sur la base de la structure de VvPR10.1 (Robert et al. 2001) et des séquences 

d'épissage consensus en 5' et 3' (NN/GT et AG/NN, respectivement). 

 

B. Recherche d'« Expressed Sequence Tags » (ESTs) 

correspondant aux séquences PR10 candidates de la vigne. 

 

Les ESTs de vigne correspondant aux séquences PR10 candidates identifiées ont été 

recherchées grâce au programme  « BLASTn » (« BLAST nucléotide ») contre la base de 

données d'ESTs des espèces Vitis disponible sur le site du NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
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 C. Prédiction des structures des gènes PR10 

 

Les structures exon-intron de chaque séquence codant pour un gène PR10 potentiel ont été 

recherchées grâce au programme en ligne « Gene Finding » sur le serveur bioinformatique 

en ligne de l'« University of London » (http://mendel.cs.rhul.ac.uk/mendel.php). Les 

paramètres de la recherche ont été fixés sur « dicot ». La methode de recherche 

« FGENESH » a permis d'identifier les positions des boites TATA, des premier et dernier 

nucléotide de chaque exon, ainsi que du signal de polyadénilation. La méthode « TSSP-

TCM » a permis de localiser le site d'initiation de la transcription. 

 

 D. Analyse des séquences protéiques 

 

Les séquences codantes putatives (CDS) ont été transcrites grâce au programme en ligne 

« Transeq », sur le site de l'EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/). Leur poids 

moléculaire (PM) et leur point isoélectrique (pI) ont été déterminés grâce au programme 

« COMPUTE » du site « Expert Protein Analysis System » (ExPASy, 

http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). Sur ce site, la base de données « PROSITE » a 

été utilisée pour retrouver la signature Bet v 1 (http://www.expasy.ch/prosite). Puis, les 

structures tridimensionnelles de protéines putatives PR10 ont été prédites sur un serveur 

automatisé de modélisation protéique utilisant « SWISS-MODEL », en utilisant les 

paramètres par défaut (http://swissmodel.expasy.org/). 

 

 E. Analyse phylogénétique et alignements multiples 

 

Les arbres phylogénétiques ont été construits en utlisant un méthode « Neighbor-Joining » 

avec le programme « Phylo_win » (Galtier et al. 1996). Les valeurs de « bootstrap » ont été 

déterminées pour 500 réplicats. Les comparaisons entre les séquences nucléotidiques et 

protéiques ont été réalisées grâce à l'outil d’alignement « ClustalW ». 
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